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ANEX S
Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud

Documento que acredita la existencia y representaclén legal cuande el solicitante sea persona
juridica

Poderes sl fuere el caso Ver expediente No %C}S\,Mdjunto copla simple
Documento de ceslién del Inventor al solicitante o a su causante

Declaraclones

Copla de la solicitud Internaclonal {Resumen descripcién relvindicaclones dibujos)

Traducclén de la solicitud internaclonal al castellano (Resumen descripclén reivindicaciones
dibujos)

Copia del examen prellminar Intermaclonal efectuado por la Autoridad Intemaclonal de Examen
Preliminar {IPEA)

Traducclén del examen preliminar Internaclonal efectuado por la IPEA
De ser el caso copla del contrato de acceso

De ser el caso documento que acredite |la licencla o autorizaclén de uso de conocdimientos
tradiclonales de las comunidades Indigenas

De ser el caso certificado de depésito del materlal biolégico

Arte flnal 12 x 12

De ser el caso Informaclén sobre otras sollcitudes de patente o tltulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante relacionadas parclal o totaimente con fa Invencién de esta
solicltud

De ser el caso modificaclones efectuadas a la solicltud Internacional

Otros Busqueda Intermacional

© KO O 0000:ME B EHOFCLD HO

FIGURA CARACTERISTICA
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NOMBRE _CARLOS R, OLARTE FIRMA

F

Solicito la conceslén de la patente,

CC 79782747 Btd TP _74.295

Instrucciones para el diligenclamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina
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TRADUCCION OFICIAL No 05-223

Efectuvada el dia 9 de diciembre de 2005, de un documento
escrito en 1Inglés, al cuwal para su identificacién se le
estampa el sello de Sergio Andrés Rueda Iglesias, Traductor e
Intérprete Oficial por Resolucién No 0138 expedida por el
Ministerio de Justicia y del Derecho el 11 de febrero de 2002

Traduccién de las Autenticaciones Notariales y subsiguientes
correspondientes a un Poder otorgado por PFIZER PRODUCTS,
INC , a Carlos R Olarte y/o J Ian Raisbeck y/o Ana Maria
Frieri y/o Juan Guillermo Moure Yy/o Natalia Castro,
documento este que viene en espafiol, se explica por si solo y
fue firmado por Grover F Fuller, Jr el 17 de noviembre de

2005 en Nueva York, Estados Unidos de America

También en inglés y en espaiflol viene Certificacién Notarial
mediante la cual se confirma el nombre y cargo de Grover F

Fullexr, Jr, asi como la existencia legal de la compaiiia

Dicha certificacién notarial esta firmada por Susan Z

Killian, Notario Piblico de Nueva York, cuyo cargo expira el
4 de octubre de 2008, segin consta en su correspondiente
sello notarial

Suscrito y jurado ante mi el 17 de noviembre de 2005

(Fdo ) Susan Z Killian
Sruclo APDUS BITYY 'L S
cc

TRAGUCTOR E W [ A CIAL
ESPANOL | ’iﬁt}L
RESULL. ONHO - 1 2 02

MIBISTERIODE JU T Ay 1 b 2



ESTADO DE NUEVA YORK - CONDADO DE NUEVA YORK No 467518

El suscrito, Norman Goodman, Escribano del Condade y del
Tribunal Supremo del Estado de Nueva York, tribunal éste
provisto de sello por ley, por medio de este documento
certifico conforme a la ley ejecutiva del Estado de Nueva
York que Susan Z Killian, cuyo nombre aparece suscrito en la
declaracidén 3jurada o certificado de reconocimiento anexo,
desempefiaba en el momento de tomar el mismo, las funciones de
Notario Pudblico, en y para el Estado de Nueva York, estando
debidamente comisionado bajo juramento y habilitado como tal

que conforme a la ley en m1 despacho obra un certificado de
su nombramiento con su firma autégrafa que conozco bien la
letra manuscrita de dicho Notario Piblico o he comparado la
firma que aparece en el instrumento anexo con la que reposa
en los archivos de mi oficina, y creo en conciencia gue la

misma es auténtica

EN FE DE LO CUAL, firmo de mi pufic y letra y estampo mi sello

oficial, el dia 22 de noviembre de 2005

{Fdo ) Norman Goodman, Escribano del Condado y del Tribunal

Supremo del Estado de Nueva York

SERGID ANDAT BIXDAINL. 1 §
cc T
TRADLCTC? E INTEFPRET I AL
ESMAADL HulES ¢ LGLE € r L
RY'ED) Ur I NHo. YMI2RDF FREIRFR 11 Ono
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APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)
1 Pais Estados Unidos de América
El presente documento piblico
2 Fue firmado por Norman Goodman
3 Que actud en su calidad de Escribano del Condado
4 Lleva el sello del Condado de Nueva York
Se certificéd
5 En Nueva York, Nueva York
6 El 22 de noviembre de 2005
7 Por parte del Secretario de Estado, (Encargado)
Estado de Nueva York
8 Bajo el Nimero NYC-10404952A

9 Aparece Sello del Estado de Nueva York

10 Firmado por James Bizzarri, Secretario de Estado

Especial Encargado

Es traduccién fiel y completa efectuada por

B4 AP 9IS I".‘EM IGYES1aS

¢ 22
J ) TALH TU E WTe I‘TL CACIAL
Sergio Andrés Ruedd Iglesias PR WGIES 711 F EFT AfL
vl ICNNo | B ninelnide 1 20c.2
c c 80 424 773 de Bogotd 10 DE J daliuih ¥ DEC LR Lb0
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Apostille

{Convention de La Haye du 5 Ociobre 1881)

Country United States of America
This public document
has been signed by Norman Goodman

acting in the capacity of County Clerk
bears the seal/stamp of the county of New York

Certified

At New York New York 6 the 22nd day of November 2005
by Special Deputy Secretary of State State of New York

No NYC-10404952A

Seal/Stamp 10  Signature

bm@,__

James Bizzam
Special Deputy Secretary of State




COLOMBIA

OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI LTDA

Power of Attorney
The undersigned,

Poder

El suscrito.

PFIZER PRODUCTS INC

domiciled in

domiciliado en

Eastern Point Road Groton, State of Connecticut 06340 United States of
Amernca

by means of these presents hereby grants to Carlos
R. Olarte and/or J Ian Raisbeck and/or
Ana Maria Frier: and/or Juan Guillermo

Moure and/or Natalia Castro full and
sufficient Power of Aftommey to file, prosecute
abtain, defend and enforce any and all of the
company s Pstents for Inventions, Utility Models,
Layout-Designs (topographles) of Iniegrated
Circults, Industrisl Designs, Trademarks,
Advertising Slogans, Trade Names, Commerelal
Emblems, Geographies] Indieations, Protection of
Trade Secrets, Obialner’s  Certificates,
Copyrights Registration of Domain Names,
Health Reglstrations, or any other intellectunl
property right In the Republic of Colombls, to
which end it empowers them fo take all steps
neceasary before any adminstrative or judicial
authority of any class for the objects stated, to file
petitions, recourses, replies and coppositions, pay
taxes and annuitics, request testimonies, receive
documents and secarities, abandorr applications and
collect refunds. Sufficient power Is hereby granted
to receive notifications on behalf of the Company to
confer powers on those who are to represent the
company judiclally and extrajudicially to answer in
court in the matter of all claims and demands that
may be presenicd in connection with the objecis
stated, giving them likewise power to substitute thess
presents and revoke such substitutiona

por medio del presente otorga a Carlos R.
Olarte y/o J Isn Raisbeck y/o Ana
Marfa Frnerl y/o Juan Guillermo

Moure y/o Natalia Castro poder especial
amplic y suficiente para presentar Utramitar
obtener defender y hacer respetar todes y
cualquiera do Ias Patentes de Inveneldn, Modelos
de Utllidad, Easquemas de Trezados de
Cireultos Integrados, Disefios Industriales
Marcas, Lamas Comerciales, Nombres
Comerciales, Ensellas Comerciales
Denominsciones de Origen Proteccién de
Seerstos Empresariales, Certificados de
Obtentor Derechos de Auntor Reglstro de
Nombres de Dominio, Registros Sanitarios o
cualquler otro bien de propiedad intelectual de
la compafifa en la Repiiblica do Colombia, & cuyo
efecto los faculte parm dar todos los pasos
necesarios ante cuslquier autoridad sdministrativa
o judicial de cualquier jerarquia para cumplir con
lo encomendado, elevar solicitudes, recursos,
respuestas y oposiciones, pagar impuestos y
anualidades,  solicitar  testlmonios  recibir
documentos y valores desistr y percibir Se
concede poder bastante para recibir notificaciones
a nombre de la compefils, otorgar poderes a
quienes vayan a representar a la compafiia judicinl
y extmjudicialmente, responder en juicio & todas
Ias reclamaciones o demandas que por motivo de
lo encomendado 3¢ presentaren, dindoles
asimismo facultad parn sustituir el presente y
revocar dichas sustituciones.

/. /7

Signature/Firma '
Grover F Fuller, Jr
Vice President, Attomey-In Fact
Date/Fecha 17 Noembee 006
City Country/Crudad,Pafs MM, Ny Ush

World Trade Center Torre A, Calle 100 No. 8A —37 Piso 10 Bogotd D.C. Colombia
Tel +571601 7700 Fax+ 571601 7799 gfficc@olaricraisbeck.com, www.olarteraisheck com



* OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI LTDA

Notarial Certification
On this date,
The undernigned Notary Public certifies

1 That

Certificacién Notarial

En eata fechs,

el Notanio Pdblico susertio certifica.

1 Que

Grover F Fuller Jr

of legal age and domiciled in

mayor de edad y domiciliado

Street_150 Bast 42™ Strest
City___New York

State_ New York 10017 5612 USA

signed the foregoing documnent.

2 That the grantor hss executed the foregoing
document as Vice President, Attorney-In-Fact
of PFIZER PRODUCTS INC

3 That PFIZER PRODUCTS INC

havmg its principal place of business located in
Graton State of Connecticut 06340
Unrted States of America

is duly incorpomatoed, 18 currently in exrstence, and
that the purposes for which the Power of Attorney 1s
granted are within the scops of its corporate
purpases.

4. That the grantor has the autharity to execute the

Power of Attorney and that hus/her representation 18
legal

suscribid el documenio que antecede.

2 Que el otorgante ha suscrito el refendo
documento en su carlcter de

do

4 Que
con sede principal ubicada en

esth logalmente constituida, que tiene exiatencia
legal vigente y que los propdarics pars los cusles
se otorga el poder se encuentra dentro de los que
comprenden au objeto social

4. Quo el otorgante tiene le represontacin pars
guscribir el poder y que ésta ea legitima

NOTARY PUBLIC (Signature) %MMQ k\m

Pigisa 4 de 5



Sepase que Yo GREGORY JOHN TAYLOR 37 Meadway, Ashford,
Middlesex TW15 2TJ Remno Umdo, un Notario Publico debidamente

autonizado

Certifico que el documento adjunto a la presente llamado

CESION, firmado por Jesus GOMEZ NAVARRO

Ha sido presentado ante mu en esta fecha por los Servicios Consulares
de Blair en nombre de su chente Pfizer y que los mencionados Servicios
Consulares de Blarr Limitada han representado ante mi como
presentacién de dicho cliente ha representado a ellos con base en un
documento onginal con firmas debidamente autenticas

Firmado y sellado en 37 Meadway Ashford, Middlesex, TW15 2TJ
Remno Umido el dia de hoy 27 de Febrero de 2007

[Firmado y sellado]

Gregory John Taylor

Notanio Publico

37 Meadway

Ashford Middlesex, TW15 2TJ,
Reino Unido

27 02 2007

o



Apostille
[Convenci6n de La Haya del S de octubre de 1961}

REINO UNIDO DE GRAN BRETANA E IRLANDA DEL NORTE

1 Pais Remno Unido de Gran Bretana e Irlanda del Norte
2 Este documento publico ha sido firmado por Gregory John Taylor
3 obrando en su condicadén de Notano Publico
4 lleva el sello/estampilla de dicho Notario Publico
Certificado
5 en Londres 6 el 28 Febrero de 2007
7 por Secretarto Principal de Estado de su Majestad para Asuntos
Extranjeros
8 No H304416
9 Sello / Estampilla 10 Furma O Wilhams

[Sellado] [Firmado]

I\



PC32619A
COo1

CESION

Por contraprestacion valiosa pagada a nosotros por PFIZER
PRODUCTS INC una sociedad de responsabihidad limitada constituida
y existente bajo las leyes del Estado de Connecticut Estados Umidos de
Amenca cuya direccion de correos es Eastern Point Road Groton
Connecticut 06340 Estados Unidos de America, por el presente le
vendo y le cedo (le vendemos y le cedemos) a la citada PFIZER
PRODUCTS INC la totalidad de mis (nuestros} derechos, el titulo y el
interés que tengo (tenemos) en mi (nuestro) invento de una cierta
mejora nueva y utl, del TRATAMIENTO COMBINADO DE
ANTICUERPO ANTI CTLA4 E INHIBIDOR DE AROMATASA PARA EL
CANCER DE MAMA en la medida en que esta cesion concierna a la
Republica de Colombia tal y como se descrnibe plenamente el mismo en
las especificaciones y yo (nosotros) autorizo (autorizamos)} y le solicito
(sohicitamos) por el presente a la Oficina de Patentes de Colombia que le
expida dicha patente a la citada PFIZER PRODUCTS INC, de

conformidad con la presente cesion

En fe de lo cual firmamos el presente el dia de hoy

New London, CT, USA, 10 de mayo de 2005 [Firmado] Jesus Gomez

Navarro
Lugar fecha y firma ~ Jesus GOMEZ NAVARRO

L



BE IT KNOWN that [, GREGORY JOHN TAYLOR of 37 Meadway, Ashford,
Middlesex TW15 2T], Urated Kingdom, a duly authorised Notary Public

CERTIFY ONLY that the document annexed hereto namely

ASSIGNMENT signed by Jesus GOMEZ-NAVARRO

has thus day been presented to me by Blair Consular Services Limited on
behalf of their chent Pfizer, and that the said Blair Consular Services Lumted
have represented to me by such presentation that their said client has
represented to them that the said annexed document 1s an authentic original
document.

SIGNED AND SEALED at 37 Meadway, Ashford, Middlesex TW15 2T],
United Kingdom, on 27% February 2007

/R

Gregory John Taylor
Notary Public

5
&
w
o
L)

Aorany

GREGORY JOHN TAYLOR
NOTARY PUSLIC

37 MEADWAY

ASHFORD. MIDDLESEX TW15 2T)

UNITED KINGDOM

~ 9-1,0'),/61'

1%

&UD



APOSTILLE [L(

(Hague Convention of 5 October 1961 / Canvention de La Haye du § octobre 1961)
UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
| Country United Kingdom of Great Bnitain and Northern Ireland
Pays Royaume-Uni de Grande-Bremgne et d [rlande du Nord
Thus public document / Le présent acte public

2 Has been signed by Gregory John Tayler

a é1£ signé par
3 Actnginthecapacityof Notary Public

agysant en qualité de
4 Besrsthesenl/stampof  The Sald Notary Public

est revétn du scean/timbre de

Certified/Antesté

3 ot Landon/A Londnes 6 the/le 28 February 2007

7 by Her Majesty s Principal Secretary of State for Foreign and Commonwealth Affairs /
par le Secrétaire d Eiat Principal de Sa Majestd aux Affnires Etrangéres et du Commonwealth,

8  Number/sous No H3044 1 6

9 Stamp 10 Signature O Willllams

Far the Secretary of Sisie / Powr be Secrdicive o 'K

If this document Is to be used ln a country which is not party to the Hague Conventlon of 5 October
1961 It should be presented to the consular section of the mission representing that country An
apostilie or legalisation certificate anly confirms that the signature, seal or stamp on the document o
genume. It does not mean that the contents of the document are correct or that the Foreign &
Commonwealth Office approves of the contents.
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ASSIGNMENT

For valuable consideration paid to me (ug) by PFIZER PRODUCTS INC & corporation orgamized under the
laws of the State of Connecticut, United States of America whose full post office address 13 Eastern Point
Road, Groton, Connecticut 06340, United States of Ameriea I (we) do hereby sell and assign to the said
PFIZER PRODUCTS INC all my (our) nght, title and interest in and to my (our) mvention for a new and
useful Improvement m CTLA-4 ANTIBODY AND AROMATASE INHIBITOR COMBINATION
TREATMENT FOR BREAST CANCER 3o far as the Republic of Colombia 1s concemned, as fully set forth
and described in the specification and I (we) do hereby authonze and request the Commussioner of Patents of

Colombia to 1ssue said patent to the said PFIZER PRODUCTS INC 1n accordance wath this assignment

In w:rnjwheteof I Cxﬂra hereunto get my {our) hand(s) this
'Pl-.(l S N oV —— = OS-
Place date and signature Jesus GOMEZ-NAVARRO -4 ‘ ;

rs



(12) INTERNATIONAL APFLICATION PUBLISHED UUNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)
oA
/. —i'||" i
'_‘L* ! ‘

(19) Worid Intellectoal Property Organtzation
Inemational Burcan

s HERIARARE I RRRN R EN
weer gl

{43) Iniernailonal Pablication Date

(10) International Pohlication Number

11 May 2006 (11.05.2006) _-WO 2006/048749 Al
(51) Interuational Patent Cluseiication: BA BB, BG BR.BW BY BZ,CA CH CN
CO7K 16/28 (2006.01) ASIK 397395 (2006.01) Q0, CU CZ,DE, DX, DM ), EC, EF, BG, ES, FI,

(21) imternational Applcation Nomber
PCTAB:
(22) Imcrmailomal Fliing Dete: 24 October 2005 (24 10.2008
(35) Fling Language: English
(26) Publication Langusgm English
(30) Priorily Dals
60/624 856 4 November 2004 (04,11 2004) US

(71) Applicant (for all designatnd Stases axceps US): PF1ZER
PRODUCTS INC. (US/US] Basiern Point Road, Groton,
CT 06340 (US)

(72 inventor and

(15) lavenior/Applicant (for US only) GOMEZ-
NAVARRO, Jesmin [ES/US] Pfizer Global Ressarch
and Development, 50 Pequol Avenoe, New London CT
063 (US).

(74) Agents FLLLER, Grover F, Jr et sl Plioer Inc, 201
Tabor Road, Marmis Plams, NJ 07950 (US).

(21) Doagnaied Siales (mnlers ctharwise indicared. for evary
kind of mational prosection avaliable): AB, AG. AL, AM

GE, GH,OM HR, HU U 1L, IN IS, JP KB,
KM KP KR KZ 1C LK LR, LS, LT LU LV LY
VA MD MG MK MN MW MX, MZ, NA NG NL NQ,
NZ.-OM 70 PH PL, PT RO, RU 3C SD SE, 84 SK,
SL.SM SYT) ™ TN TR. TT TZ, UA UG US, UZ,
YC, VN YU ZA ZM ZW

{84) Denlgnuted Sinlos (unless otherwise indicated, for every
kind of reglonal prosntion available): ARIPO (BW GH,
GM KE, LS MW MZ, NA, 8D 3L, 8Z, TZ, UG 2M
ZW), Bursgian (AM AZ, BY KG KZ, MD RU T) TMD,
Europoan (AT BE, B0, CH CY CZ, DE, DK ER, IS, FI
FR,GB GR,HU IE,IS.IT LT LU LV MC, NL,PL,PT
RO. SE, 81 SK TR), OAP1 (BF Bl CF,CG CI,CM GA,
OGN GQ, OW ML, MR, NE, SN TD TG)

Publisivec:

—  with international search report

~—  befors the axpirasion of the time limli for amenllig the
clainy and s0 be republiched in the event of reeipt of
amendments

For iwo-latier codes and other abbreviations, rafer to the “Guld-
anuy Noses on Cosles and Abbreviatlons appaaring ot the begin
ning of each regular uswe of the FCT Gazeus,

(54) THie: CTLA-4 ANTIBODY AND AROMATASE INHTBITOR OR COMBINATION TREATMENT FOR BREAST CAN
CER

4.1 1 Heavy Chain cDNA (BEQ ID NO-1)

atggagtity goctgagety ggtttrorte gtigotottt tAagaguteit ccoagtgtoag L]
gtgeagotan togegtetgy geosggogty gtocagootp posgatocct gegactctec 124
tgtgragegr ctesubtichc cttoagtage CAtggeatge Actgggtccey ocapgetcca £y ]
99csMggpec togagtggyt Spcagitata togtatgatg gaspaRAtEs atactstgam 240
gactoocgiga aggpeopebt caccatepee AgaSiesatt coABMJRECAS gotgtttetg 1008
calstgaicE gectbgagege coaggacacy goetgtgtatt sctgtoogaq apgaggtcac 150
Lkopgtcett ttgactactp gogeceaggoe acectagtos cogtcterbe agootcthle 420
asgglccoet eptoitood cotpgegees toctocagpe gracctoocgh pagcacegon a00
geectggget gockggtcsd ggactackic coopgascctoy tgacpptgte gtgueatboa 540
gUSpttclga CCAgTPPCEt goacAnOLie OOBGCCYtcy LACAQUCCES agpactctas §00
toocotengon goptggtgac optgotetcs BCRackicg goacCuhgnd ctacaccips [ ]
sacgtagatc AcasgCCCR caAcROCEAy UUUAcisgh cagttoageg casatptigt 729
gtougtgon cacogtgotd agosccacct gtggcapggec ogtesgtctt octcktocoe T80
CCMMAOUTA MOEACACCCY catgatctec cggactrvotg agptcacgty ogtogtogty [ 1]
QUOYEESPCe AcGAAgacto rgaggiccag thcaactgyt scgtggeogy cotoueoute a0
CAtAALDCCA SJACAMAGCC ACQRGsppAf CAgttiaaca goscgttecy totpgtoagc %0
gteckeaccy ttgigeacta ggactegoty sACEosugy Sgtacusgtq casggtotca 1019
aacissgges LECCAgCCS? QEtopagald BCCAECTCOCA ASACCAMANQY gQuagoecccga 1000
gascoMoRpg tEtACACCCEt gocccoatco cgypamjaga tpaccaagas coaggtoage 1144
ctgacetges tggtcesmpgy citctacocc Agegacatoy ocytgeugty gomgegosat 12400
PPICRgCCYT AgGRACEAGLE Casgaccaca octoccatga tggactcoge cogpotoette 1360
ttectctaca goangebcac pgtggacasy agoagpbgpe Bgoaguugsa ogrottetes  AJ20
tgcteogega tgeatgagge tel:gnen- cactacacgc Sgadgagcet Gtocotgtet 1180

0067048749 A1 | )0 L 0 L

€ (57) Ahstract. The lnvention relates to administration of an anti-CTLA4 antbody, particulerly haman antfbodtes to haman CTLA4,
() vuch s those having maino scid sequances of antibodies 311 411 481 4.102,4.131 4143 611 1121 1I&1 117
B 12311 12911 and 10D (MDX-010), in combination with an aromaisse inhibhor for treatment of breast cancer. More particn

larly the nvention relates 1 administration of ua anti-CTLA4 miibody and exemestanc for treatment of bresat cancer
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COMBINATION TREATMENT FOR BREAST CANCER
Background of the fvention

Each year more than 180 000 women are diagnosed with breast cancer in the Uniied Statee. If
current breast cancer rates ramaln constant, each woman born loday hes a one-in-len chance of
devealoping breast cancer at a median onset age of about 60 to 85

Approximetely two-thirds of post-menopausal breast cancer petients have estrogen-dependent
disesse theraby rendering them ameneble o antiestrogen therspy Esirogens promote growth and
proiferailon of specific target calla such as breast epitheilum and estrogen-dependent breast carcinoma
cefla {Brueggemeler Amer J Tharapeutics 8 333-344 (2001)) Thus, systemic adjuvant treatment therapy
administered In addlition to primary tresiment of localized breast cancer (e.g. breast-conserving surgery
and radiation or mastactomy) has focused on agents that block the sstrogen receptor on umor cells
Such anthormonal agents include temaoxifen (NOVALDEX D SOLTAMOX TAMOFEN) which inhibite
binding of estrogen with the estrogen receptor fulvestrant (FASLODEX) which degrades the racepior as
weall as sromatase Inhibitors (eg anestrozole (ARIMIDEX) letrozole (FEMARA) and axamestane
(AROMASIN)). which block aromatasse enzyme catalysss of androgens to estrogens thereby decreasing
the amount of hormane ligand avallable o bind with the recapior

Despite advances in hormonal or other breast cancer theraples, It is estimsted that 40 921
women wil die of recurrent or advanced breast cancer in 2004 (American Cancer Soclety Cancer
Steistics (2004)) Cumently thare Is no curative treatment svallable for patienis with extensive disease
and therapy Is essentiafly paliiative. Thus novel therapiea such ss comixning antihormonal agent with
immunotherapy are Imporlant in the freatment of breast cancer More specifically one cancer
Immunctherapy approach targets cyloloudc T lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA4 CO152) which I
a csll surface receplior expressed on aclivated T cells Binding of CTLA4 to Ra naturel igands B7 1
{CDB0) end B7.2 (CDB6) delivers a negutive regulatory signal to T celis and blocking this negative signal
results In enhanced T call immune function and antiumor activity in animal models (Thompson and
Allson Immunlly 7 445-450 (1907) McCoy and LaGros /mmunal& Cell Biol T7 1 10 (1000)) Severs
studies have demonstrated that CTLA4 blockade using antbodies markedly enhences T cef-mediatad
Killiig of tumors and can Induce snihanor immunity (Leach et al Science 271 1734-1738 (1906) Kwon
ot al. Proc. Nall Acad Scl USA 94.8000-8103 (1897) Kwon et al Nafl Aced. Scl USA M:15074-16079
(1908)) ,

Although use of antl-CTLA4 antbodies to induce an anfi-tumor response hokis greal promise in
the trealment of cancer and despile the promise of anfthormonal theraplas in the treetment of breast
cancer thers is a need to develop novel therapies to treat breast cancer The present invention meets

this need

Summery of the Invention
The Invertion includes e method for the treatment of breast cancer in & patient in need of such
trestment. The method comprises administering to the petient a therapeutically effective amount of an
anti-CTLA4 antibody or antigan-binding portion thereof in combination with a therapeuticelly effective
amount of an aromatase inhibitor
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In one aspect, the aromstasa Inhibitor Is at iaast one Inhibitor selected from the group consisting
of anastrozole, letrozole and axemestane. In another aspect, the aromaiase Inhibltor ls axomestane

in one aspect, the therapeutically effective amount of a humen anti-CTLA4 antibody amount
ranges from about 1 mg/kp 1o 40 mgkg

In a further aspect, the therapeutically effective amount of 8 human anti-CTLA4 antibody amount
ranges from about 3 mg/kg to 15 mgikg.

In yet another aspeci the therapeutically effective amount of exemestane ranges from about 25
mg par day to 200 mg per day

In a further aspect, the therapeulically effective amount of axemestane is about 25 mg per day

In one’ aspect, the trastment is selectad from tha group consisting of @ necadjuvant thérapy an
adjuvant therapy a first line treatment, a second line treatment, and a third line treatment.

in another espect, the antibody is selected from a group consisting ofamhumanmmlh\
antibody a chimeric antibody snd a human antibody

in one aspect, the antihody ls 2 human ant-CTLA4 antibody

in another aspect the antl-CTLA4 entibody or antigen-binding portion thereof s at least one
antibody selectad from the group conelsting of

() @ human antibody having a binding effinity for CTLA4 of about 10* or graater
and which Inhibits binding betwsen CTLA4 and B7 1 and binding between CTLA4 and B7-2-

(b) a human antibody having an amino acid saquence comprising at lsest one
human CDR sequence that cofresponds fo a COR sequence from en antibody selectad from the group
copsisting of 417 481 4102, 4131 4143 €11 1121 1161 1171 12311 12811 and
10D1

(c) a human antibody heving the hesvy and light chaln amino acld sequences of an
antibody selacted from the group consmting of 4 11 481 4102 4131 4143,811 1121 11841
1171 12311 and 12911

{d) & human gntibady having the amino acld sequences of a heavy chain variable
region and a light chaln vanabls region of an antibody selecied from the group conelating of 41 1 48.1
410241314143 611 1121 1161 1171 12311 12911 and 10D1

(@) an antibody or antigen-binding portion thereof that competas for binding with
CTLAA with at least one entibody having the heavy and light chain amino acid sequences of ari antibody
selected from the group consisting of 4.1 1 48.1 4102, 4131 4143 611 1121 1181 1171
12311 12911 and 10D1 and

(] an antibody or antigen-binding portion thensof that cross-competes for binding
with CTLA4 with at lesst one antibody having the heavy and light chain amino acid sequences of én
antibody selectad from the group consisting of 4.11 481 4.102 413.1 414.3,8.11, 112" 1169
171 12311 12911 and 10D1

In another aspect, the antibody is & human antibody having the heavy and light chain amino acld
sequences of antibody 11.2 1
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Iny yet another aspect, the antibody comprises a heavy chain and g light chaln wheren the amino
acld'vequences of the heavy chaln variable region of the heavy chain and the light chain variable reglon of
the light chain are selected from the group consisting of

(a) the smino acid sequence of SEQ ID NO3 and the amino acid sequenca
of SEQIDNO &
(b) the amino acld sequence of SEQ ID NO 15 and the amino acid sequence

of SEQ ID NO 21

() fhe amino acld sequence of SEQ ID NO-27 and the amino acid saquence

of SEQIDNO 33

{d) the amino acki sequance encoded by the nucleic acld sequence of 8EQ
1D NO-1 and the ammo acld sequance encoded by the nuclelc acid sequence of 5EQ ID
NO7?7

(e) the amino ackl sequence aencoded by the nuclel: acid sequance of SEQ

ID NO 13 and the amino ecid saquance encoded by the nucielc acld sequrence of SEQ ID

NO- 1§

(] the smino acid sequence encoded by the nucleic acld sequence of SEQ
\ ID NO.25 snd the amino acid sequence encoded by the nucieic acld sequence of SEQ ID
NO:31
(9) the amino acid sequence of @ heavy chain varisble region and 8 lght
chaln variable reglon of antibody 10D1

in one espect, the antibody or antigen-binding parbon thereof Is an antibody selected from the
group consisting of*

(a) an antbody having @ heavy chein veriable region comprising the amino acid
sequences set forth In SEQ ID NO.4 SEQ ID NO-& and SEQ ID NO:8 and further having a light
chaln varisble region comprising the amino acd sequences set forth In SEQ ID NO-10 SEQ ID
NO-11 and SEQ ID NO-12,

(b) an antibody having a hesvy chein variable region comprising the amino ackd
ssquences set forth In 8EQ ID NO-18 SEQ ID NO-17 and SEQ ID NO 18, and further heving &
fight chaln variable region comprising the emino ackd sequences set forth in SEQ ID NO22 SEQ
ID NO:23 and SEQ ID NO 24

{¢) =n antibody having a heavy chain varisble region comprising the amino acid
sequances set forth In SEQ 1D NO-28 SEQ ID NO:29 and SEQ 1D NO'30. and further having a
fight chain variable region comprising the amino acid sequences set forth in SEQ ID NO 34 SEQ
ID'NO:35 and SEQ ID NO-38 and

(d) an anibody having a heavy chaln variable region comprising the amino ecid
sequences of the heavy chain CDR1 CDR2, and CDRS of antibody 10D1 further having & light
chain variable region comprising the amino acxl sequencas of the light chein CDOR1 CDR2 and
CDR3 of antibody 10D1
in another sspect, the method further comprises administering to the patient at least one agent

selecied from the group consisting of an alkylating agent, a folate antagonist, a pyrimkiine antagonist, an
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anthmcyclne antibiotic, a pistinum compound & taxane, a vinca akalold a campicthecin analog 8 toll-
e receptor stmulsting agent, a hest shock protein-based tumor vaccine an antigen pressriing celk
based therapy a mammalian target of rapamycin inhibitor an erbB2 inhibitor an EGFR inhibllor a VEGF
Inhiblior @ VEGFR Inhiblicr an anglogensesis nhibior sn antibody sn Immunomodulsior @ selective
esirogen receptor modulslor a cytokine a tumor vaccine an antiproliferative sgent, an immune
costimulatory molacule and a cytokine

The invention inciudes a pharmaceutical composition for the treatment of breast cancer
comprising & therapeutically effective amount of an ani-CTLA4 antibody a therepautically effective
amount of an aromatase inhiblior and a pharmeaceutically acceptebls carder

In one aspect, the aromatase inhibitor is ut least one aramatase inhibltor selected from the group
consisting of anastrozole. lebrozola and examestene.

in a further aspect, the aromaisse inhiblior Is examestane.

The Invention Includes & use of an amout of an ant-CTLA4 aniibody in the preparation of &
composition for the trestment of bresat cancer in a patient wherein the treatment further comprises
admirstering to the patient an amount of an eromatese inhibltor

In one aspect, the aromatase inhibitor s exemestane and further wherein the antibody Is @ human
antibody having the heavy and light chain variable region amino acki sequences of antibody 11.2.1

Srief Dgscrption of the Dmewinge

The foregoing summary as well as the following detalied description of the invention. will be
better understood when read In conjunction with the sppended drawings. For the purpose of llustrating
the invention there are shown in the drawings embodimenit(s) Which are presently preferred it $hould be
undersiood however that the invention Is not imited to the precise arangements and instrunientalities
shown

In the drawings

Figure 1 comprising Figures 1A-1D shows the nucleotide and amino acld sequences for antl-
CTLAA4 antibody 411 Figwe 1A shows the full length nuclectide sequence for the 4 1 1 heavy chain
(SEQ ID NO 1) Figure 1B shows the full lsngth amino acid sequence for the 4 1 1 heavy chaln (SEQ 1D
NO:2) snd tHe amino acid sequence for the 4. 1 1 heavy chain variable region (SEQ ID NO 3) designated
between brackets II° The amino acki sequence of emch 4 1 1 heavy chain CDR Is underined The
CDR sequences are sa follows. CDR1 GFTFSSHGMH (SEQ ID NO.4) CDR2. VI’M'DGRNI?YYADSV
(SEQriD NO 5), and CDR3. GGHFGPFDY (SEQ ID NOS) Figure 1C shows the nucleotide sequence for
the 4 1 1 ight chain {(SEQ ID NO'7) Figure 1D shows the emino acid sequence of the full length 4.1 1
ight chain (SEQ ID NO:8) and the varisble region as indicated between bracksis *{ I’ (8EQ |D NO @)
The amino ackd sequence of each CDR Is Indicated as foflows CDR1 RASQSISSSFLA (SEQ ID NO 10)
CDR2 GASSRAT (SEQ ID NO*11) and CDR3. CQQYGTSPWT (SEQ ID NO-12).

Figure 2 comprising Figures 2A-2D shows the nuclsctide and amino acld sequances for antl-
CTLAM antibody 4.93.1 Figure 2A shows the full length nucleotide sequencs for the 4 13 1 helawchﬁ
(SEQ ID NO 13) Figure 2B showe the full length amino ecid saquence for the 4 12.1 heavy clisin (SEQ
D NO 14) and the aminc acld sequence for the 4 13.1 heavy chain veriable region (8EQ IP NO 16)
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designated between brackets "I ' The amko acld sequence of each 4 13.1 heavy cham COR Is
underiined The CDR sequences are as follows. CDR1 GFTFSSHGIH (SEQ ID NO 18) CDR2
VIWYDGRNKDYADSV (SEQ ID NO 12y and COR3. VAPLGPLDY (SEQ ID NO 18) Figure 2C shows
the nucleotide sequence for the 4 13.1 light chaln (SEQ ID NO-19) Figure 2D shaws the amino ecid
sequence of tha full length 4 13 1 light chaln (SEQ ID NO:20), and the variable reglon es Indiceted
betwesn brackets [ I’ (S8EQ ID NO:21) The amino acid sequence of sach CDR Is Indicated as follows.
CDR1 RABQSVSSYLA (SEQ 1D NO22) CDR2 GABSRAT (SEQ ID NO23) and CDRS.
CQQYGRSPFT (SEQ ID NO24)

Figure 3 comprising Figures 3A-3D shows the nuclectide and amino acid sequences for antl-
CTLA4 antbody 112 1 Figure 3A shows the full length nucleclida sequence for the 112 1 heavy chain
(SEQ 1D NO.25) Flgure 3B shows the full length amino acid sequence for he 11.2.1 hesvy chaln (SEQ
ID NO:26), and the amino acld sequance for the 11.2 1 heavy chain variable region (SEQ ID NO-27)
designeted between brackets “[{ I' The amino ecld saquence of esch 112.1 heavy chain COR la
underfined. Tha CDR sequences are as followss CDR1 GFTFSSYGMH (8EQ ID NO-28) CDR2
VIWYDGSNKYYADSV (SEQ ID NO'29) and CDR3 DPRGATLYYYYYGMDV (SEQ ID NO-30). Figure
3C ehows the nucieotide sequence for the 1121 light chain (SEQ ID NO:31) Figure 3D shows the
amino acid sequence of the full length 11.2 1 ight chain (SEQ ID NO-32) and the variable region as
Indicated between brackets [ ' (SEQ ID NO 33). The amino acki sequence of each CDR s Indicated as
folows: CDR1 RASQSINSYLD (SEQ ID NO-34), CDR2 AASSLQS (SEQ ID NO'35) and CDR3.
QQYYSTPFT (SEQ ID NO-38)

Detgfled Description Of The invention

The Inveniion relates to ant-CTLA4 antibodies used in combination with at least one aromatase
inhbitor ¢.g. anasirozole letrozole and exemesians, 10 treal breest cancer In a paliant in need of such
frestment. The Invention further relates o frestment of breast cancer by combination of the aniibody-
sromatase inhibior combinafion with another agent or agenta.

Unless otherwise defined herein, sclentific and fechnical jerms used In connection with the
present invention shall have the meanings thet are commonly understood by those of ordinary skill In the
art. Further unlesa otherwise required by context, singular terms shell inciude pluralities and plural terme
shal] inciude the singuler Generally nomenclatures used in connection with, and techniques of cel and
tissus cultwe, molecular blology immunology microblology genelics and protein and nucleic acd
chamistry and hybridization described herein are those well known and commonly used In the ast.

The methods and techniques of the present invention are generally performed according o
methods well known In the art and as described in various general and more speciiic references that are
chied and discussed throughout the present specification unless otherwise indicated. Such references
mclude, g Sambrook and Russell Mojecular Cloning, A Laboraiory Approach, Cold 8Spring Harbor
Press Cold Spring Harbor NY (2001) Ausubel et al. Current Profocols in Molecuder Blology, John Wiley
& Sons, NY (2002) end Harlow and Lane Antbodiss. A Laboralory Manual Cokd Spring Harbor
Laboratory Press Cold Spring Harbor NY (1890), which are incorporsiad herein by reference. Enzymatic
reaciions and purification techniques are performed eccording to manufackurer's specifications ae

N
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commonly accomplished in the art or es described hereln The nomencistures used in connection with
and the kboratory procedures and techniques of analyfical chemislry synthetic organic chemibry and
medicinal and pharmaceutical chemistry described herein are those well known and commonly used in
the art. Standerd techniques sre used for chemicsl syntheses, chemical analyses phamgaceutical
preparation formulstion and dellvery and treatment of patlents

As used hereln, each of the following terms has the meaning associated with it in this saction

The articles = and an” are used herem to refer 1o one or io morethan one (ke 1o et loasi one)
of the grammatical objact of the article By way of example. an slement” means one elemant of more
than one element.

As used herain, the twenty conventional amino acide and thalr abbraviations follow conventional
usage See /mmunciogy—A Syntheals (2nd Ediion E 8 Golub and D R Gren, Eds Sinauer
Assoclales Sunderend Mass (1891)) which s incorporated herein by referance

A “conservative amino acld substiution s one in which an amino acid residue s substiuted by
ancther amino acid residue heving & siia chain R group with simllar chemical properties {(eg charge or
hydrophobicily) In general, a conservative amino acid substitution wil not subsientially change the
functional properties of & protein. In cases where two or more amino acld sequences differ ffom sach
other by conservative substitutions the percent sequence identity or degree of simllarity may be adjusted
upwards fo correcl for the conservative newre of the subsiitution Means for making this adjustment are
wel-known 1o those of sklll in the art. Eee e.g Pearson Methods Mol. Biol 243 307-31 (1064).

Examples of groups of amino scids thet have side chains with simllar chemical properbas include
1) aliphatic side chains. glycine, alenine. valing, leucina. and Iscleucine; 2) aliphatic-hydroxyt skie chaine.
serine and threonine: 3) amide-coniaining side chains asparagine and glutemine; 4) aromatic side chalns.
phenylalanine tyrosine. and tryptophan B) basic side chains. lysine arginine. and histidine: 6) ackdic side
chains mspartic acld and glutamic acid, and 7) sulfur-contalning side chains cysteins and mgthionine
Prefered conservative amino eckis substitution groups are valing-isucine-isoleucine phenyiatanine-
tyrosine. lysine-arginine. alanine-veline glutamate-aspartate and asparegine-gluiamine

Allsrnatively & conservative replacement Is any change having a positive value |n the PAM260
log-fxelhood malrix disclosed In Gonnet et al. Sclence 258 1443-45 (1992) hersin incorpirated by
reference. A moderstely conservative® replacement i any change having a nonnegative valie (n the
PAM250 log-kellhood matrbx.

Preferred amino acid substitutions are those which (1) reduce susceptibility to protediysis, (2)
reducs susceptibility to cxidetion (3) alter binding affinity for forming protein complaxes and (4)-confer or
madily other physicochemicai ar functional properties of such analogs. Analogs comprising subiiiiutiona
deletions. and/or Insertions can inchude various mutsins of @ sequence cther than the specifieli peptie
sequance For example single or mullipis amino acid subsiitutions (preferably conservative al';hlm ack
substitutions) may be made In the specified sequence (preferably In the portion of the polypeptide outside
tha domain(s) forming Intermoieculsr conlecls, 8.g. outside of the CDRs). A conservative amino acld
substitution should not substantially change ihs siructural cheracteristics of the parent uquen+ (e.g =
replacement amino acid should not tend to break a halix thet occurs In the parent saquence. or disrupt
other types of secondary structure that cheracterzes the parent sequence) Examplea of art-recognized
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polypsplide secondeary end tertiary siructures are described In Proleins, Sinuctures and Molecular
Principles (Craighton Ed W H Freeman and Company New York (1984)) infroduction to Profsin
Structure (C Branden and J Tooze, eds Garland Publishing New Yark, N Y (1881)) and Thomion et
al Nailure 354.105 (1991) which are each incorporated harsin by reference.

Sequence gimilarity for polypeplides is typically meesured using sequence ansiysls sofiware
Protein analysls sofiware maiches simflar sequences using measures of similarity assigned to various
substitutions, deletions and other modificetions including consarvative amino acid substiutions For
instance. Genellcs Computer Group (GCG avallable from Genetics Computer Group, inc.) slso referred
to a8 the Wisconsin Package Is an integrated software package of over 130 programs for accessing
analyzing and manlpulsting nuclectide and protsin sequences. GCGQ contains programa such as "Gap”
and Bestiit" which can be used with default parameters o determine sequence similerity homology
and/or sequence identity between clossly relstad polypeptides, such as homologous polypeptides from
different spacies of organiame or beiwsen m wild type protein and @ mutein thereof See eg GCG
version 6 1 version 8 1 and version 10.0.

Polypeptide sequaences slso can be compered using FASTA using default or recommended
parameters a program In GCG Version 8 1 FASTA (e.g FASTA2 and FASTA3) provides alignments
and percenl sequence identity of the regions of the bast overlsp between the query and search
sequences (Pesrsan Methods Enzymol 18363-98 (1990) Pearmson Methods Mol. Bidl 132.185-219
{(2000)) Ancther preferred algorithm when comparing a sequence of the invention to a database
conlaining a large number of sequences from different organiams s the computer program BLAST
especially biastp or thisstn using default parametors. See e.g Altschul et aL J. Mol Blol 218 403-410
(1880) Altachul ot al Nucleic Acids Res. 25 3389-402 (1897); herein incorporatad by reference.

An "srometase. as the term is used herein refers to an enzyme (6.g. 450.ng) that catalyzes the
aromatization of the A ring of an androgen substrate (mainly androstenedione} to estrons.

Aromatase inhibitor” means a compound or substance that when contacted with an aromatase,
detectably inhibiis the formation of the A ring of an androgen substrate compared with the level of such
aromalization in the absence of the compound or substance. Any mssay for assessing the level of
enzymatic activity by an aromatase can be used 1o sssess whether there is Inhibiion and/or the level
thereof. An sromatase Inhibior includes, but Is not imited to, a steroidal and @ non-steroldal Inhibktor
such as, infer sfa examestane, anasimzole, letrazole fixirazole vorazole, and formestans, and the term
encompasses any aromatase Inhibitor whether now known or identified in the future.

An Intect entlbody” comprises st least two heavy (H) cheins and two light (L) cheins inter-
comnecied by disulfide bonds See generally Fundsmental imvmmology Ch 7 (Paul, W eod 2nd ed.
Raven Fress NY (1989)) (incorporated by reference in lis entivety for gll purposes) Each heavy chein is
comprised of a heavy chain variable region (HCVR or V) and a heavy chain constant region (C) The
heavy chain constant reglon is comprised of three domains, CH1 CH2 end CH3 Each iight chain s
comprised of a light chain yariable reglon (LCVR or V) and a light chain constant reglon The light chain
constent region is comprisad of one domam C, The Vy; and V, regions can be further subdivided into
regions of hypervariabllity termad complementarity detarmining regions (CDR) Inlerspersad with regions
that are more conserved termed framework reglons (FR) Each Vi and V4 Is composed of thres CDRs
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and four FRs asranged from amino-terminus to carboxyl-terminus in the following oder FR1 CDRt
FR2, CDR2, FR3, COR3 FR4. The assignment of amino acids to each domaln Is in accordance with the
definitions of Kabat, Sequences of Proleins of Immunological interest (National Instihries qf Health,
Bethesda, MD (1687 and 1691)) or Chothia & Lesk, J Mol Biol. 196 801-017 (1087) Chothla et al
Nalure 342.878-883 (1986).

The term "antigen-binding portion of an antibody (or simply "antibody portion™) s used hereln,
refers to one or mors fragments of an antibody that retain the ability to specifically bind to an antigen (e g
CTLA4) i has been shown that the antigen-binding funciion of an anibody can be performed by
fragments of a fuldength antbody Examples of binding fragments encompassad within the term
"antipen-binding portion” of an entibody include (f) a Fab fragment, a monovalent fragment consisfing of
the Vi, Vi, C. 8nd Cy1 domalins. {f) 2 F{ab’); fragment, a bivalent fragment comprising Iwo Fab fragments
linked by a disulfide bridge at the hinge region (i) a Fd fragment consisting of the W, and Cy1 .domalns.
(W) a Fv fregment conaisting of the Vi and Vy, domains of a single arm of an antibody (v) & dAb fragment
(Werd ot al (1888) Naiure 341544-548) which consists of a Vi domain and (V) an lsolated
complementerity determining region (CDR) Furthermore, asithough the two domains of the Fv fragment,
V, and Vy, are coded for by separate genes they can be joined using recombinani metheds by a
synthetic linker that enables them td be mads as a single protein chain in which the V, and V,, regions pair
fo form monovalent molecules (known as single chain Fv (ecFv)) see e.g Bid et al Science: 242.423-
428 (19688) and Huston et al Proc. Netl Acad. Scl USA 8565879-5883 (1888)) Such siigle chain
antibodies are also intended to be encompassed within the tarmn "anfigen-binding poriion™ of an anfibody
Other forms of singls chain antbodies. such s disbodies are also encompassed. Digbodies are bivalent,
bispecific anthodies in which V,, and V. domains are expressad an a single palypeptide chain but using a
linker that (s too short fo allow for pelring between the two domams on the same chain thereby forcing the
domains to pair with complementary domains of another chaln and creating two antigen binding sites (see
o9 Hollger et al Proc. Nel Acad Soi USA 90:6444-8448 (1983) Pojjak et al Sivcture 2:1121-1123
(1984))

Sl further en antbody or antigan-binding portion thereof may be part of larger inmunoadhesion
molacules, formed by covalent or noncovalent association of the antibody or antibody portion with one or
more other proteins or peplides. Examples of such immunoadhesion molecules include use of the
streptavidin core region fo make a tetrameric scFv molecule (Kiprdyanov et al. Humen Antibodiss and
Hybridomes 683-101 (1985)) and use of a cysteine residus, a marker peptide and a C-tarminal
polyhistidine tag fo make bivalent and bictinylated scFv molecules (Kipriyanov et al. Mol /mmunal
311047 1058 (1964)) Other exampies Include where one orf more CDRs from sn antibody ere
incorporeted inlo @ molecule akther covaiently or noncovelenty to meke X an immuncadhesin that
speclfiically binde %0 Bn antigen of interest, such as CTLA4 I such embodiments. the CDR(s) may be
Incorporated es part of & larger polypeptide chain may be covalently linked to anather polypeplide chaln,
or may be Incorporated noncovalently Antbody portions, such es Fab and F(ab'), fragments. can be
prepared from whole antbodies using conventional techniques. such as papain or pepsin digestion
respectively of whole anibodles. Moreover antibodies anthbody portions and immounoadhesion
molecules can be obilalned using siandard recombmant DNA techniques as describad hersin

3
24



10

18

20

ke W " u

I
WO 2006048749 wi PCT/1B2005/003307

h }

Where an antibody” is referred fo herein with respect 1o the present invention & should be
undersivod that an antigenbinding portion thersof may siso bs used An anbigen-binding portion
competes with the intact antibody for specific binding See generally Fundamental Immunology, Ch 7
(Paul, W od 2nd ed. Raven Prass NY (1989)) (incorporated by reference in is entiraty for all
purposes). Antigen-binding portions may ba produced by recombinant DNA techniques or by enzymatic
or chemical clemvage of Intact antibodies In some embodiments antigen-binding portions include Fab,
Fab' F(ab)y Fd Fv dAb and complementarity detarmming region {(CDR) fragments single-chain
antbodies (acFv) chimeric antbodies diabodies and polypeptides that contain at least a portion of an
antibody that is sufficient to confer specific antigen binding to the polypeptide. In embodiments having
one of more binding sites, the binding slles may be identical to one ancther or may be different.

The terme human sntibody” or human sequence antibody” as used interchangeably herein,
include antbodies having variable and constant regions (¥ presenf) derived from human germitne
immunoglobulin sequences. The human sequence antibodies of the invention meay include amino acii
realdues not encoded by human germiine immunogiobulin sequences (e g. muistions Infroduced by
random or shte-specific mutegenesis m vitro or by somatic mutation in vivo) However the term “human
antibody” as used herein, is not Intended to Include chimeric” antibodies in which CDR sequences
derived from the germiine of another mammalian specles, such as a mouss have been grafted onto
human framewaork sequences (La. humanized or PRIMATIZED™ antibodias).

The tesmn chimeric aniibody” as used herein means an sntibody that comprises reglons from two
or more different antibodies In one embodiment, one or more of the CDRs are derived from a human antl-
CTLA4 antibody In another embodiment, all of the CDRs are derived from & human enti-CTLA4 antibody
In anocther embodiment the CDRs from mare than one human ant-CTLA4 antibodies are combined in a
chimeric human antibody For inatance & chimeric antbody may comprise a CDR1 from the light chain of
a first human anti-CD40 aniibody a CDR2 from the ght chain of a second humaen ent-CTLA4 antibody
and a CDR3 and CDR3 from the light chain of a third human ani-CTLA4 antibody and the CDRs from the
haavy chain may be derived from one or more ather ant-CD40 antibodies Further the framework regions
may be derived from one of the same ant-CTLA4 antibodies or from one or more differant human(s)

Moreover as discussed previously hereln chimeric antibody includes an antthody compiteing a
portion derived from the germiine sequances of more than one apecies.

"Glycoform refers o a complex oligosaccharide structure comprising iinkages of varous
carbohydrats units.  Such struciures are deacribed In e.g. Essentials of Glycobiology Varki et al. eds.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor NY (16888) which aiso provides a review of
standard glycoblology nomendature, Such glycoforms Include, but are not mitad to, G2, @1 G0 G-1
and G2 (see e g Intermnational Patent Publication No WO 80/22764)

"Glycosylation patiem” is defined as the patiemn of carbohydrate units that are covalently attached
to & protein (e g the glycoform) as well as to the siie(s) to which the glycoform(s) are covalently altached
to the peptids backbone of a protein, more specifically to en immunoglobulin protein.

Rt = Bkely thet antibodlas expressed by different cell ines or in transgenic animals will have
different glycoforms and/or glycosylation patierns compared with each other However all antibcdies
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encoded by the nucleic acid molecules provided herein, or comprising the amino acid sequences provided
herein are part of the Instant invention, ragardiess of the glycosylation of the antibodies !

By the tarm effective amount or “therapeutically effeciive amount, as used herein, is meent an
amount that when adminisiered to a8 memmal, preferably a human mediates & detectable thérapeutic
response companed to the response detected in the absence of tha compound A therapeutic response.
such as but not limited to mhibttion of and/or decreased tumor growth tumor size. metastasis, and the
Tke can be readlly assessed by a plethora of art-recognzed methods. Including, @ g  such methods as
disciosed herein

The skilied srtsan would understand that the effective amount of the compound or composition
administered hereln varies and can be readlly delermined based on a number of factars such as the
disease or condition being trested the stage of the disaass the age and hesith and physical condifion of
the mammal being treataed the severity of the disease the particular compound being administered and
the Ike

By the term compets as used herein with regard to an entibody s meant that a first antibody
or an antigen-binding portion thereaf compedes for binding with a second antbody or an antigen-binding
portion theresf where binding of the first antibody with lts cognate epltope ls detectably decreased in the
presence of the second antibody compared io the binding of the first anibody In the absance of the
second antbody The altemetive where the binding of the second antibody to s epiiope is also
datactably decraased In the presence of the firs antibody can bul nsed not be the case. That is. a first
antibody tan Inhiblt the binding of a second antibody to its epitope without that second antibody inhibiting
the binding of the first antibody fo iis respective epiiops. However whers each antibody detectably
inhibits the binding of the other antibody with s cognate epliope or ligand whether fo the same grester
or lesser axtan! the antibodies are said to cross-compele” with sach other for binding of thelr respective
epitope(a). For Instance. cross-competing antibodies can bind to the epitops, or potion of the spitope, to
which the antibodies usad in the invention bind Uss of both competing and cross-compating antibodies is
encompassed by the present invention Regardiess of the mechanism by which such competition or
cross-compeliion occurs (e.g  steric hindrence, conformationat change, or binding to 8 common epfiope
or portion thereof end the like) the skiled artisan would appreciate, based upon the teachings provided
herein that such compating and/or cross-competing antibodies sre encompassed and can be useful for
the mathods disclosed harein,

The term “epliope™ Includes any protein determinant capable of specific binding o an
Immunogiobulin or T-cell recepior Epitopic determinants usually consist of chemically activg surface
groupings of molecules such 8s amino aclds or sugar elde chaine and usuelly have specific thres
dimensional structural characisristics es well us specific charge characleristics. cmhmuw and
nonconformetionsl eptiopes are distinguished In that the binding to the former but not the letien is lost in
the presence of denaturing solvents

Instructional material s that term is used hereln Includes a publicution, @ recording adiagrem
wwmwmmmdmmmwumhwbmmummmdhw
combination and/or composition of the invention In the kR for affecting allevisting or teating the various
dseases of disorders reclied herein Optionally or alternaiely the instructional material can describe one
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or more methods of afievieting the diseases or disorders In a cell a tissue or @ mammal Including as
disclosad sisewhere herain

The Instructionsl matsrial of the kit may for example be affixed to a container thet contains the
compound and/or composition of the Invention or be shipped together with a container which contains the
compound and/or composition Alernatively the instructional material may be shipped saparately from
the contalner with the intention thet the reciplent uses the instructional material end the compound
cooperatively

Except when noted the terms "psbent” or "subject® are used mierchangeably and refer to
mammais such es human patients and non-human primaias, as well as veterinary subjscts such es
rabbits rats and mice and ather animals. Preferably patient refers to a human.

Conventional notation s usad herein to poriray polypeptide sequencea the lefi-hand end of a
polypeptide sequence Is the amino-terminus the right-hend end of a polypsptide sequence s the
carboxyl-terminus.

By the phrase "specifically binds. as used herein, Is meant & compound, e g a protsin a nuclelc
acid an antibody and the llke. which recognizes and binds a specific molecule but does not substantialy
recognixe or bind other molecules in a sampla For Instanca an antibody or a peptide Inhibitor which
recognizes end binds a cognate ligand (e.g. an ant-CTLA4 antibody that binds with its cognate antigen
CTLAM) In a sample but does not substantially recognize or bind other moleculas In the sampls. Thus
under designaled assay conditions the specified binding molety (6 g an entibody or an aniigen-binding
portion thereof) binds preferentially to a pariiculsr target molecule and does not bind In & significant
amount to other components present in a test sample. A variety of assay formais may be used to select
an antibody thal specifically binds a molecule of injerest. For example, solid-phase ELISA immunocassay
immiunoprecipitation BlAcore and Westemn biot analysis are used to identify an antibody that specifically
reacts with CTLA4 Typically a specific or selaciive reaction will be at least twice background signal or
nolse and mare typically more than 10 times background even more speciiically an antibody Is said to
"specifically bind” an antigen when the equiibrium dissociation constant (Ko) Is < 1 yM preferably < 100
nM and most preferably £ 10 nM.

, The tem "Kp refers to the equilibium dissoclafion conetant of a pasticular antibody-antigen
mbpdlm

As used herein, “substantially pure® means an object species la the predominant epecles present
{Lte on a molar bess R Is more abundant than any other individual species In the composition) and
preferably a substantially pwsified fraction is a composition wherein the object species (e.g. an ant-
CTLAA antibody) comptises &t least about 50 parcent (on a molar basis) of all macromoleculer spacies
present. Generally a substantially pure composiion will comprise more than about 80 percent of all
macromolecuiar species present in the composition more preferably more than about 85%. 080% 86%,
and 98% Most preferably the object species Is purified to essential homogenelty (contaminant species
cannot be detecied in the composition by conventional delection methods) wheran the composition
consists essantially of a single macromoleculer species

As used herein, to “treat” means reducing the frequency with which symptoms of e disease (/6.
fumbr growth and/or metastasis. or other effect mediated by the numbers and/or activity of immune cells
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and the fike) are experienced by a patient The term Includes the administration of the comppunds or
agents of the present Invention to prevent or delay the onsst of the symptoms complcations. or
biochemical indice of a diseass (e elevation of PSA level) zllaviating the sympioms or amesting or
inhibliing further development of the disease condiion, or disorder Trestment may be prophylactic (o
prevent or delsy the pnset of the deease w{:mﬂhmanlhﬂaﬂonofchhlwubclnul
symptoms thereof) or therapeutic suppression or allevigtion of sympioms aftel the manifestation of the
disease

ThalnvmnonnhuhmemodcbrhadmmnﬁondanmmmdbhmhumancTLM
or sn antigen-binding portion of the antbody in combinstion with hormonsl (e.g aromatase inhiblior)
therapy {0 treat breast cancer The combination of CTLA4 blockada with reduction (n the level of-estrogen
in a patient according to a mathod of the inveniion mey provide a synemgsiic therapeutic benefit as more
fully dscussed below

Although the Invention encompasses numerous combination theraples whareln theé antibody ls
sdminstered o the pabent in combination with at ieast one aromatsse inhibltor the present invention is In
no way imited to the exempllified egents which are set forth herein for liustrative purposes only

In one embodiment, @ combination of a CTLA4 antibody or an antigen-binding portion thereot
and an aromatase inhibitor ("Al") is adminislered to a breast cancer patient In one espect, the aromatase
inhibltor ls selecied from the group consisting of anasirozole, letrzole and exemestans, which arne
commercially evsilable as ARIMIDEX FEMARA and AROMASIN respectively More prefersbly the
sromatase Inhibifor is exemestans. Thia s because a synergistic or additive effect is mediated by
sdminstration of a combinstion comprising an ant-CTLA4 antibody and an Al  Without wistjing io be
bound by any particular theory of the invention, Al therupy may Increase. parhaps by apoptolic or ether
archilectural changes exposure of breast cancer tumor specific antigen(s) to the immune system such thet
the Iimmune response 1o the tumor cell s increased That » hormonal therspy may creete or ¥icrease a
source of tumor-specific antigen medisted by tumor cell death which, in tum may feed tumor antigen intg
hoat antigen presanistion pathways. Ani-CTLA4 antibody mediates an increased immune rejponse o
tha Increased levels of tumor-specific antigen in the antigen presentetion pathway thereby providing @
potential synergstic therapeutic effect when combined with aromatese Inhibkor therapy Other
combination theraples that may result in synergy with ant-CTLA4 anllnearnent of the immune fesponse
through cell desth elease of tumor-spacific antigens are radiation, nlwy and chemotherapy among
others

Wllnutwthgbbaboundbymymmdhlmﬂm.hmumdcm;‘lhbdude
and aromatass inhibition may Induce a more robust immunological response to the breast cancer than
expecied Thereiore, the combination of eromatass blockade using among others exemestans, in
combination with an ant-CLTA4 antibody can provide a potential synargstic effect thereby providing an
important novel therapeuytic treatmant for breast cancer

The methods of the Invention may be camied out as a necadjuvant therapy prior to surgery
radiation therapy or any other freatmeni locelized treatment, In order o sensliize the tumor cells or o

=t
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otherwise confer a therapsutic benefl 1o the patiesnt However thes Invention is not imiisd o the
necadjuvant setiing. Rather the methods of the invenbon may be used along the entire disease and
treatment continuum eg but not limited to, adjuvant first-line second-fine third-ine therapy and the
fike for breast cancer

In one embodiment, the breast cancer Is estrogen recepior positive (ER+), such thet aromatase
Inhibiion reduces the level of estrogen thareby affecting the tumor In one espect, the ER+ tumor Ia
preasnt in a postmenopausal (post-men) woman patient, such that decreasing the ieval of esirogen
medistes a therapeutic anti-tumor effect In the patient However while it may be preferable o adminisier
Al therapy to @ post-men ER+ patient, the present Invention i not imited to such patient, but rather
comprises administration of ant-CTLA4 antbody-aromatase inhibltor therapy to any patient thet may
derive a therapautic benefit from a combination of decreased estrogen level combined with Immune
enhancement via CTLA4 blockade as determined by the skiled artisan armed with the teachings
provided hereln

1i._Dossae Regimens

Dossge regimens may be adjusted o provide tha opiimum deslrec] response. For example, 8 aingle
bolus may be edminsiered ssveral divided doses may be administered over time or the dose may be
proportionally reduced or mcraesed s indicated by the exigencies of the therapeutic situstion. It Is
especiafly advaniageous to formulsie parenteral compositions In dosage uni form for eass of sdminisiration
and uniformily of dosage. Dosage unlt form as used herein refers o physically discrets units sulted as
unitary dossges for the mammahan subjects 1o be treated aach unit containing a predeterminad quantity of
active compound csiculated to produce the desbed therapeutic effect in assocmiion with the required
pharmaceutical carrler The specificalion for the dosage unit forma of the invention are dicteied by and
directly dependent on (@) the unique characteristics of the antibody and the particular therapeutic or
prophylactic effect 1o be echieved and (b) the limiations Inherent in the art of compounding such an active
compound for the treatment of sensitivity in individuals.

An exemplary non imiing range for a therapeutically effective amount of an antibody administored
according (o the invention Is at least about 1 mg/kg, &t least about 5 mg/kg &t least shout 10 mg/kg, more
than about 10 mg/kg, or at least about 16 mg/kg, for example about 1-30 mg/kg, or for exampie sbout 1-26
mgi:g, or for exemple about 1-20 mg/kg or for example about 5-20 mgikg, or for example about 10-20
mg/kg or for ample sbout 15-20 mg/kg, or for exampie, abowt 156 mg/kg. It Is to be noted that dosage
vaijes may vary with the type and sevasily of the condition 1o be allevisted and may Include single or
multiple dosss. It s 0 be further understood that for any particuler subject, specific dosage regimens should
be adjusted over time according o the individual need and the professional judgment of the person
edministering or supervising the adminmiration of the compositions, and that dosage ranges aet forth hereln
ae exemplary only and are not Intended to limit the scope or practice of the claimed composiion
Determinkyy appropriate dosages and regiments for edministretion of the antibody are well-known In the
relevant art and would be understood to be encompassed by the skiiad ariisan once providad the isachings
disclosed herein.
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in one embodiment, the antibody is sdministered In an intevenous formuiation as a siriejaqueous
solution conteining about § to 20 mg/ml of antibody in an appropriate buffer system '

In one embodiment, for adminisiration of low dosas part of the dose Is edminisiersd by an
intravehous bolus and the rest by infusion of the antbody formulstion For example, a 0.09 mgikg
intravenous injaction of the antibody may be given as a boius and the rest of a predetemined. antibody
doss may be sdministered by intrevencus injection In ancther embodiment, the entke kw dose Iy
administered as a singie bolus Injection. For higher doses, 6.g. 3 mg/kg the antibody la not sdministered
as & bolus, but the entire amount Is administered by infusion A predetarmined dose of the antibody may be
administered for exampie over a perod of about an hour and a heff to about five hours.

The present invention relates fo administering a combination of an ant-CTLA4 enthody and an
aromatese inhibitor The skiled artisan wouki mppreciate that the combination can be ‘administered
simultaneously or the two agents can be administered at different imes. For instance in one embodiment,
the antbody is administered a3 @ single injection andior infuslon snd the aromatess hhibltor (e.g.
exemestals) '8 administered once per day commencing before, during or after admmistration of the
antibady.. Typlcally exemestene Is acminisiered daly ance par day ususily at the same time of the day
and accompanied with a meal However the present Invention is not Iimited % any paniculer dosage or
administration regimen for an aromaiess Inhiblior Rether the optimal dose route and regimen for
edministration of the aniibody and the aromaiase inhibitor can be readlly detarmined by one of ordjnary skl
In the relevant art using wall-known mathods.

For instance @ single dose or mulliples doses of the antibody may be adminisierad Allematively
at least one dose or st least three six or 12 doses mey be administered The doses’ may be
sdmmistered for example every two weeks monthly every iwenty days every 28 days avuy!za deys,
every 30 days. every 40 deys, every 6 weeks every 50 days every two months. every 70 days .every 80
days every three montha every six months or yeary in addition, the aromatase inhibliol can be
administerad dally several imes or once per day weekly every other week, every third week, every
fourth week, monthly every three months, every six months, once per year or any other period thet
provides a therapeutic benefit to the patient es determined by the skilled practiioner

The antibody cen be administerad untll disease progression or (ntolereble toxiclly or up fo 12
consecutive cycies, whichever time Is shorter The antibody cen also be administarad using & regimen
comprising administration of a loading dose followed by a lower dose. Repest courses of at lbast one
and more preferably several cycles of antibody and an aromatase Inhiblior can be adminisigred 1o a
patient that axpanences g tumor recurmence who haxd previously derived benefit from administration of the
combination of an ant-CTLA4 aniibady and an aromatase InhibRor

in one embodiment, a singld injection comprising the anii-CTLA4 antibody s adminkstered to a
patisnt Infravenously st a dose of sbout 3 mg/kg every twenty-sight deya. A dose of approximalsly 26 mg
per day of exernestane ks also administered to the patient, either before, during and/or afier administration of
the nlibody In an embodiment of the kwention, & single dose comprising the anti-CTLA4 antibody Is
administered 1o @ patient kriravercusly ot @ doss of about 3 mphg preferably about & mg/kg, more
preferably about 10 mg/kg, preferably sbout 15 mg/kg every three months. Aduedupmb}uulyzs
mwmdmmbmmmwmhmmmdmuﬁmm
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administration of the antbody In another embodiment, a bolus injection comprising an anti-CTLA4 antbody
is administered to a patient Intravencusly al a dose higher than 3 mg/ikg (e.g. 8, 10, 15 20, 25, 30 35 or 40
mp/kp) every twenty-eight days. The dose can be adjusted as known in the art based on among other
fectors toxdcily if any snd therspeulic effectiveness. A dose of spproximately 26 mg per day of
exemesians is also adminisiered to the patient, sither before dumng and/or afler administration of the
antibody

The anthody-aromatase inhibitor combination can be admmistered as & first line systemic adjuvant
therapy or It can be administerad to the patient es a necadjuvant therapy prior to surgery radiation therapy
or any other treatment, In order to sensiiize the fumor cells or to ctherwise confer a therepeutic benefil to the
patient.

Further the combination can be administered as a aacond line therapy such a5 but not fimiiad to
once tamaxdfen first line therapy hes falled Ahematively the combination can be admirstered concurrently
with tamendfen therapy and or at eny point during tamendfen thetepy which typically Is admnlatered for
about five yaers following Inliial trestment. In another smbodiment, the combination of ant-CTLAM antibody
and exemestane may be administerad 1o a pstient following about two or three years of tamaxdfen or other
adjuvant therapy This is because it has been demonstrated that exemestane therapy following about two to
thres ysars of tamoxifen therapy provides a therapeutic benefit while reducing the slde effects of tamadien
therapy

Thus, a combinabon of an ani-CLTA4 antibody and an aromatase inhibltor preferably exemestane
can provida a therapeutic benefit once tamaoxdfen therapy has falled once systemic adjuvant therapy using
another aromatase inhibitor (6.0 anastrozole letrazole and the Mke) hes falled and/or efter tamoxdfen
administration for sboul two to three ysars, among cthers. Therefore, the Invention encompasses
admmhtmﬂmdmanﬂ-mlw antbody and an aromatese inhbitor in combination with or following
additional anthormonal therapy Inclding but not Emied to, tamoxifen, enastrozole, letrozole and
fulvestrant as would be appreciated by one skiled in the art based upon the disclosure provided hereln.

1ll._Anti-CTLA4 Antlbodies
In one embodiment, the CTLA4 anibody used in the invention comprises a haavy chain whorein

the amino aecld sequence of the Vi, comprises the amino acid sequences set forth In SEQ ID NOs:3, 16
and 27 In yet another embodiment, the V| of the CTLA4 antibody comprises the amino acld sequances
set forth In SEQ ID NOs.9 21 and 33 More preferably the V), and V| reglons of the antlhody comprisa
the amino acki sequences set forth in SEQ ID NO3 (V; 4.11) and SEQ ID NOS (Vi 411)
regpeciively’ the amino acid sequences set forth In SEQ ID NO 16 (Vi 4 13 1) and SEQ ID NO'21 (V,
4 13 1) respectively” and the amino acid sequences set forth in SEQ ID NO'27 (Vy 112 1) and SEQ ID
NO:33 (V, 11 2 1), respectively Most prefersbly the antibody Is ticiimumab (also known as CP-875,208)
which has the heavy and light chain amino acld sequences of antibody 112 1

in yet another embodiment, the amino acid sequence of the heavy chain comprises the amino
acud sequence encoded by @ nuclelc aclkd compriging the nucleic acid sequencas set forth In SEQ ID
NOs1 13 and 256 In yet another embodiment, the light chain comprisss the amino acid sequence
encoded by @ nudleic acid comprising the nucieic acid sequences set forth in SEQ ID NOs 7 19 and 31
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More preferably the heavy and light chains comprise the amino acid sequences ancoded by nucjeic acids
comprising the nucleic acld sequences set forth In SEQ ID NO-1 (heavy chain 4 1 1) and SEQ ID NO'7
(light chain 4 1 1) respeciively' the nuclaic acid sequences set forth in SEQ ID NO-13 (heavy chain
4.13 1) and SEQ ID NO 18 (fight chein 4 13 1) respectivaly and the nucleic acid sequences set forth in
SEQ 1D NO 26 (heavy chain 11 2.1) and SEQ ID NO-31 (Eght chain 112 1) respectively

Furthermore the entibody can comprise 8 heavy chain amino acld sequence comprising human
CDR amino acid saguences derived from the Vi 3-30 or 3-33 gane or conservative substiiutions or
somatic mutations thereln It s undersiood that tha Vi, 3-30 or Vy; 3-33 gens encodes from FR1 through
FR3 of the heavy chain varlable region of an antibody molecule Thue the Invention encompasses an
antibody that shares at least 85% more preferably at least 80% yet more preferably at least 81% even
more preferably at least 84% yet more preferably at leest 5% more preferably et least 87% aven
mora preferably at least 88% yet more preferably st least 88%. and most preferably 100% ientity, with
the saquence from FR1 through FR3 of an antibody selectad from the group consiatingof 311 411
481 4102 4131 4143 611 1121 1181 1171 12311 2911 10D1 and DP-50

The antibody can further comprise CDR regions In Rs light chain derived from the A27 or the 012
gena or |t may comprise the CDR megions of an antbody selected from the group consisting of 3.1 1
4114814102 4131 4143 611 1121 1161 1171 12311 26.11 10D1

In other embodiments of the invention, the antibody nhibla binding betwean CTLA4 and B7-1
B7 2 or both Preferably ihe antibody can Inhioit binding with B7-1 with an ICs of about 100 nM or
lower more prefersbly about 10 nM or jower for example sbout 5 nM or lower yet more preferably
about 2 nM or lower or even more preferably far example about 1 nM or lower Likewise the antibody
can inhibit binding with B7 2 with an ICx of about 400 nM or lower more praforably 10 nM or lower for
example evan more preferably about 5 nM or lower yet mare preferably about 2 nM or lower or even
more prefsrably about 1 nM or lower

Further in another embodiment, the ant-CTLA4 antibody has a binding affinity for CTLAA of about
10 or gresiar affinity more preferably about 10° or grealer affinty more preferably about 10°° or
greater affinty and even more preferably about 107! or greater afflnity

The ant-CTLA4 antibody Inciudes an entibody thet compeles for binding with an antibody having
heavy and light chain amino scid sequences of an antibody selected from the group consisting of 4 1 1
8.11 1121 413.1and 4143 Further the ant-CTLA4 antibody can compete for binding with antibody
10D1

In another embodiment, the antibody preferebly cross-competas with an anfibody having @ hesvy
and ght chain sequence. a variable heavy and a variable fight chain sequence and/or the heavy and light
CDR sequences of antibody 411 4,131 4143 6.11 or1121 For example, the.antibody can bind to
the epiiope to which sn entibody that has heavy and light chain amino acid sequences variable
sequences and/or CDR sequences, of an antibody selected from the group consisting of 411 413.1
4143 6.11 or 112 1 binds. In sncther smbodiment, the antbody cross-competes with an antibody
having heavy and ight chain sequences or antigen-binding ssquences of 10D1 (MOX-D010).

In ancther embodimert, the invention Is practiced using an ant-CTLA4 antibody that comprises a
heavy chain compreing the amino acid sequences of COR-1 CDR-2 and CDR-3 and o light chain
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comprising the amino acid sequences of COR-1 CDR-2 and CDR-3, of an antibody selected from the
group consisting of 3.11 411 481 4102 4131 4143, 811 1121 1161 1171 12311 and
129011 or sequences having changes from the COR sequences selected from the group consisting of
conservalive changes. whereln the conservative changes are seleciad from the group coneising of
replacement of nonpolar residues by other nonpolar residuss replacement of polar charged residues
othet polar uncharged reskiues. replacement of polar charged resiiues by other polar charged residues.
and substitution of struclurally simliar reskiues non-conservailve substiiutions wherein the non-
conservative subsiitutions are selected from the group consisting of substiiution of potar charged residus
for polar uncharged realduss end subsiituiion of nonpoler residves for polar residues, additions and
deletions

in a further ambodiment of the invention the antibody contains fewer than 10 7 5 or 3 amino
acld changes from the germiine sequence In the framework or CDR regions. in another ambodiment, the
antibody contains fewer than § amino acld changes in the framework reglons and fewer than 10 changes
In the CDR reglons. In one prefarmed embodiment, the antibody contains faewer than 3 amino acld
changes in the framework reglons and fewer than 7 changes in the CDR regions. In a preferred
embodimant, the changes in the framework regions are conservative and those in the COR regions are
somatic mutations,

In ancther embodiment, the antlbody shares at lsast 80% more preferably =t ieast 85% even
more prefersbly st lesst 50% yet more preferably at least 54% preferably et least 85% more
preforably ai least 90% sequence(eg amino acld nuciele acld or both) dentity or sequence simiarity
over tha heavy and fight chain full-length sequences, or over the heavy or the fight chaln aeparalely with
the sequences of antibody 3.11 411 481 4102 4131 4143 811 1121 11681 1171
123.11 12811 10D1 Even more preferably the entlbody shares 100% sequence identily or
sequance similarity ovar the heavy chein and the light chain or with the haavy chain or the light chain
eeparsiely of an antibody selecied from antibody311 411 481 4102 413.1 4143,611 1121
1161 1171 12311 12811 10D1

In another embodiment, the antbody shares at least 80% more praferably ot leaat 85% even
more preferably, at least 80%. yet more preferably at least 94% more preferably ot least 55% even
more prefergbly at least 98% sequence identity or sequence similarity over the heavy and light chain full-
length sequences. or over the heavy or the light chain. separailely with the sequences of germilne V, A27
germiing V, 012, and germiine DPS0 (which is an aiiele of the Vi 3-33 gene locus) Even more
prefersbly the antibody shares 100% saquence kienlily or sequence simlarity over the heavy chain
saguence of garmiine DPS0 and/or with the ght chein sequence of germiine A27, or germiing 012

In one embodiment, the antibody shares at least 0% more preferably at least 85% even more
preferably ot least 80% yet more preferably st least 84%. preferably at least 85%, more preferably st
least 98% saquence{eg amino acid nuckic scid or bofh) identily or sequence simlilarity over the
heavy and light chein varlable reglon sequences, or over the heavy or the Iight chain variable region
sequence separately with the sequances of antbody 311, 411 4.8.1, 4102 4131 4143,6.1 1,
1121 4161 1171 12311 12811 10D1 Even more preforsbly the antbody shares 100%
sequence identity or sequence eimiarity over the heavy chein and the fight chain variable region
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sequences, or with the heavy chain or the light chain sequence separately of an antibody seleciad from
antbody 311 411 4814102 41314143 6.11 1121 1161 1171 12311 12811, 10D1

In ancther embodiment, the antibody ahares at least 80% more preferably ot least 85%. even
more preferably at least 80% yet more preferably at least 94% more preferably -tleuteélx. even
more preferably at least 090% sequencs ldentity or sequence simiiarity over- heavy chaln variable reglon
sequence with the heavy chaln variable saquence of heavy germiine DPSQ (which is an allels of the Vj, 3-
33 gene locus) or with the light chasn variable sequence of germliine V, A27 or germime V, 012, Even
more preferably the aniibody heavy chain region sequence shares 100% sequence identity or sequence
amiardty with the sequence of germiine DP50 or with the light chain sequence of germiing A27 or
germine O12.

In one embodiment of the present invention the antibody shares at least B0%. more praferably
ot lsast 85% even more preferably at lsast 90% yet more preferably at least 85% more preferably st
least 99% sequence identity or sequence similarity with the heavy chan the light chain or both
sequences from FR1 through FR4 with the FR1 through FR4 region sequences of antbody 3+.1 411
481 4102 4131 4143, 6.11 1121 11683 1171 12311 129811 10D1 Even more
preferably the antihody shares 100% saquence identity or sequence simllarity over the heavy light. or
both sequences from FR1 through FR4 with anfibody 3.11 411 481 4102, 4131 4143 611
1121 1161 1171 12311 12911 and 10D1

In snother smbodiment of the present iInvention, the antbody shares et lsast 80% more
preferably at least 86% even mors preferably at least 90% yet more profersbly &t loast 85% more
preferably at least 89% and most preferably about 100% sequence identity or sequence similarity with
the heavy chan sequences from FR1 through FR3 with the FR1 through FR3 region sequences of
germilne DPS0.

in yet anothar embodiment of the present invention the antbody shares at least 80% more
preferably at lesst 85%. even more preferably st least 90% yet maore prefersbly at least 85% more
preferably at least 99%. and most preferably about 100%, sequence identity or saquence similarily with
tha light chain sequences from FR1 through FR4 with the FR1 through FR4 reglon seguences of garmiine
V,;A27 or germiine V, 012

In one embediment of the present Invention. the antibody shares et least 80% more prefarably at
least 85% even more preferably at least 80% yet more preferably at least 6%, more preferably at
least 89%. sequance ldentity or sequence simiiarity with the heavy chain the light chain, or both CDR-1
CDR-2 and CDR-3 aequences of antibody 3.11 411 481 4102, 4131 4143, 611 1121 1161
1171 12311,1201 1, 10D1 Even more preferably the antibody shares 100% sequence idermity or
sequence similanty aver the heavy light, er both COR 1 CDR-2 and CDR-3 sequences with antibody
3114114814102 4131 4143,611 1121 1161 1171 123.11 12911, and 10D1

In another embodiment of the present invention the antbody sheres at least 80%, more
preferably at least 85% cven more prefersbly st laast 50% yet more preferably at leest 85% more
prefarably at least 90% and most preferably about 100% sequence identity or saquance simiarity with
the heavy chain CDR-1 and CDR-2 sequences with the CDR-1 and CDR-2 sequences of germina DP50
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In yet another embodiment of the present invention, the antibody shares at least 80% more
preferably &t least 85% aven more preferably at least 80% yet more preferably et lesst 85% more
preferably st least 99% and most preferably about 100%. sequence identity or sequence similarily with
the light chain CDR 1 CDR-2 and CDR-3 sequences with the COR-1 CDR-2 and CDR-3 sequences of
permiine V, A27 or germiine V, 012

Examples of antibodles empioyable In the present invention, and methods of producing them are
described In, among others U S. Paient Application No. 09/472,087 now Issued as U.S. Patant No.
6682,738 Int Appl No. PCTAUS00/23366 (published March 1 2001 ss WO 01/14424) (e.g antibody
1001 elso known ss MDX-010 Meadsrex, Princeton, NJ). Int. Appl No. PCTAJS89/25738 (published June
8 2000 as WO 00/32231) U S Pat Nos. 5811 087 5855887 6061 227 and 6.207 1566, each of which is
incorparated by reference herein Whils information on the amino and nucleic acld sequences relating to
these antibodles Is provided hereln, further information can be found in U S. Patent No 8,662 736 s wall
as WO 00/37504, the sequences set forth in those appications are haraby incorporated herain by reference

Certain uses for these anthodias to trest varlous cancers were discussed In U S Pstent Appiication
No. 10/153,382, now published as U S. Patent Applicaion Publcation No. 2003/0086830 which Is
incorporated by reference as If set forth In Ra entirety herain.

Characleristica of human anfi-CTLA4 antibodies useful in the methods of the invention are
exisnsively discussed In eg. US. Patant No 6,682 736, and Include antbodies having amino acid
sequences of an antibody such as. but not limited to. entibody 311 411 48.1 4102 4131 4143
611 1121 1181 1171 12311 126.11 and 10D1 The knvention also relates o meihods using
antibodles comprising the amino ackd sequences of the CDRs of the heavy and iight chains of these
gntbodies. as well as those comprising changes m the COR reglors, as described in the above-clied
applications and patant The Inveniion also concems sntbodies comprismg the variahle reglons of the
heavy and fight chains of those antbodies. In aencther embodiment, the antibody Is selected from an
antibody comprising the full length variable region or CDR amino acld sequences of the heavy and light
chalna of entibodles 3.11 411 481 4102 4131 4143 611 1121 1161 1171 12311 and
12911 and 10D1

. Whie the ent-CTLA4 antibodies discussed previcusly herein may be prefared the skilled
arilsan, based upon the disclosure provided hersin would appreciate that the Invention encompassas a
wide variely of eni-CTLA4 antibodies and ia not limited to these particular antibodies. More perficularly
while human antibodles are preferred, the invention Is in no way fimited to human antibodies: rather the
invention encompasses useful antbodies regardiess of species origih and Inciudes, among others
chirheric, humanized and/or primatized antibodies. Also. although the antibodies exempiified herein wers
obtdined using @ transgenic mammal, #g. & mouse comprising & human immune repertalre tha skilled
artisan based upon the disclosure provided herein would understand thet the present invention Is not
mited to an antibody produced by this or by any other particular method Instead the invention includes
an ant-CTLA4 antibody produced by any method including but not imited to. a method known In the art
(e.g. scresning phage display libraries. and the Ike) or to be developed in the future for producing an
anf-CTLA4 anfibody of the invention. Based upon the extensive disclosure provikied hereinend in e g
U S Patent No 8,682 738 to Hensonetal and U S Pat App. Pub. No 2002/0088014 one skiled in the
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ait can readlly produce and Identify an antibody useful for treatment of breast cancer in combinetion with
@ hormonal tharspeutic agent using the novel methods disclosed herein. i

The present Invention encompassas human antibodies produced using a transgenic non-human
mammal /s. XenoMouse™ (Abgentx, Inc. Fremont CA) es discicsed In the U S. 6 882,738 1o Hanson
etal

Another transgenic mouss system for production of *human” anfbodies is referred to a2 HuMAD-
Mouse™ (Medarex, Princeton N.), which confains human immunogiobulin gene minlloc! thet encodes
unrearanged human heavy (mu and gamma) and kappa light chaln immunoglobulin sequences. together
with targeted mutations that inaciivate the endogenous mu and kappa chein logl (Lonberg el &l Nature
388 856-850 (1094) and U 8 Pat No. 5,770,4290)

However the Invention uses humen anl-CTLA4 antbodles produced using eny iransgenic
mammal such as. but not limited to, the ¥irin TC Mouse™ (Kirin Beer Kabushiki Kalsha, Tokyo. Japan) aa
described In, 6g Tombzuka et al Proc Nall Aced So USA 97722 (2000) Kurolwa et al Neature
Blotechnal 18 1086 (2000) U S Patent Application Publication No 2004/0120848, to Mikayama et al
end the HuMAb-Mouse™ (Medarex Princeton NJ) and XenoMouse™ (Abgenix, Inc Fremont, CA)
supra Thus, the Invention ancompasses using an anti-CTLAA4.antibody produced using amy fransganic or
other non-humen animail

In another embodiment, the antibodies empioyed In methods of the Invention are not fully human,
but humanized" In parlicular murine antibodies or anttbodias from other species can be humanized” or
primstized” using techniques well known in the art. See e.g Winter and Harris Jmmunal. Today 14.43-48
(1993) Wright ot al Crit Reviews jn Immunal. 12 125-168 (1692) and US Patent No 4,818,667 fo Cabilly
unwumamwhmmmnﬂmﬂmmn‘p7m
Marcal Deldear Inc., New York, NY (1687) Thua, humanized chimeric antibodies. antl-CTLA4 antfbodles
derived from any species (including singte chaln entiodies obtained from camelids es described in, e.g.
US Pat. Nos. 5 756 808 and 6,765 087 to Casterman and Hamers) as well as any human antidody can
be combined with a therapeutic agent o practice the novel methods. disciosed hereln

As will be sppreciated based upon the disciosure provided hereln. antibodies for use In the invention
can be cbisned from & transgenk non-human mammal and hybrkiomas derived therefron but can afso be
expressad in call ines other than hybridomas

Mammalien cell ines avaliable es hosts for mxpression are wel known in the art and mclude many
immoriaiizad cel ines avaliable from the American Type Gutture Collection (ATCC) Including but ot fimited
to Chiness hamstar ovary (CHQ) cells, NSO Sp2, HEK, Hela cells, baby hamster kidney (BHK) cefla,
monkey kidney cslls (COS) and human hepatocellular carcinoma cells (eg Hep G2). Nm-mrnrrﬂln
prokaryotic and eukaryofic cells can also be smployed Inchuding bacterial, yeast, insect, and plant cells.

Various expreasion systems can be used as well known In the ert, such &s. hulmlltnlnd(b.ﬂue
described in, e.¢, Sambrook and Russell Molscular Cloning A Laboratory Approsch, Cold Spring Harbor
Press Cold Spring Harbor NY (2001) and Ausubel et al Curent Prolocals in Molecular Blology John
Wiley & Sons, NY (2002) These expression systems inciude dihydrofolate reduciase (DHFR)-based
sysiems, among many others. The glutamine synthetase system of expreasion is discussed in whole or part
in connection with European Patents No. 021884881 No, 025605581 and No 0323807B1 end Euwrgpeian

5%
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Patent Application No. EP88303864 in one embodiment, the antbody used Is made in NSO cells using a
glutamine synthetase system (GE-NST) In another embodiment, the entibody s mada in CHO calls using a
DHFR sysiem Both sysiems are well-known in the at and are described In among others, Barnes et al.
Biotech & Bloangineering T3261-270 (2001) and references clied therein,

Site directed mutagenesis of the antibody CH2 domain fo efminate glycosylstion may ba preferred
in order to prevent changes In ether the Immunogenicity phasmacokinetic, and/or effecior funciions
resulting from non-human glycosyiafion. Further the antibody can be deglycosylaled by enzymatic (see.
ag Thotakura et al Meth Enzymol 138350 (1887)) andir chemical methods {see, e g. Hakimuddin et
al, Arch Blochem Blaphys. 258°52 (1987))

Futher the Invention encompasses using sn anf-CTLA4 anibody comprising sn efiered
glycosylation pattem The ekilled artisan woukd appreciale, based upon the disclosure provided hereln, that
an ant-CTLA4 antbody can be modified io comprise additional fewer or different giycosylations slies
compamed with the naturally-occuming entbody Such modifications ere described in eg U S Patent
Application Publication Nos 20030207336, and 2003/01567108, end Intemational Palent Publication Nos.
WO 01/81405 and 00/24883

Additionelly the Invention comprises using an ant-CTLA4 antibody regardiess of the glycoform. ¥
any present on the antbody Moreover methods for exiensively remodeling the glycoform present on »
glycoprotein are wall-known In the art and include, e.g. those descitbed in international Patent Publication
Nos WO 03031464 WO 008/58004, and WO 08/22764, and US Patent Application Pubfication Nos.
200470063911 2004/0132640, 200401428566, 2004/0072260 and US Petent No. 8,602 884 fo Umafia ot @l

Further the invention encompasess using an ant-CTLA4 antibody with any art-known covalant and
non-covaient modification, Including but not Ilmied to, inking the polypsptide to one of = varlety of
nonproteinaceous polymers, e.0. polyethylene giycol, polypropylens giycol, or polyoxyakylenes, in the
menner set forth In, for example, US. Palant Appiicaion Publicabon Nos 2003X207348 end
2004/0132840, and U 8. Pat. Nos. 4,640 835 4,498,680 4,301 144, 4870417 4 701 182 4 170337

Addiionally the invention encompesses using an anti-CTLA4 antibody or antigen-binding portion
thereof chimeric prolein comprising, 6.g. 2 human serum abumin polypeptide, or fragment thereof
Whether the chimeric protein is produced using recombinent methods by e.g. cloning of s chimeric nucieic
ack encoding the chimeric protein, or by chemical Inkage of the two peptide portiona, the skilled artisan
would understand once armed with the teachings provided herein that such chimeric proleine ere well-
known In the art and can confer desirable biological propertias such as but not imitad {0, increased stability
and serum half-Te to the antibody of the invention and such molecuios are therefore Inckided hereln.

Anfibodies that are generated for use in the inverdion nead not Inlially possess a particular desired
isolype Rather the antibody as gencrated can possese any lsotype and can be lsotype switched thereafier
using conventional techniques These Inchxle direct recombinant technijues (sse ag, U 8. Patent
4.816.307), and cal-cail fusion tachniques (ses 8.g U S. Patent No. § 916,771

The effector function of the antibodies used in the invantion may ba changed by latype switching to
an IgG1 1gB2, ipG3, igG4. IgD IgA, IgE. or IgM for various therapeulic uses Furtharmore, depandence on
compismant for cell Kifing can be avolded through the use of bispacifics, Inmuncicxins, or radioiabels. for
example
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Although antibody 4 11 4 13 1 and 11.2 1 are igG2 antibodies and the sequences of the variable
ragions of the antlbodles are provided herein (Figures 1-3) and in the applications and patents r¢ferenced
and incorporated herein it b undarstood that the ful-ength sequences of these antibodies are
encompassed herein s wel s the use of any antibody comprising the sequencas set forth it SEQ ID
NOs 1-36 and further comprising any canstant region regardiess of isotype as more fully discussed
elsswhere herein Lkewise, any entthody comprising the fulHength sequence of 10D1 or any portion
thereof Including a sequence encoding an antigen-binding portion of 10D1 can be used nwordmgtnﬂu
mathods of the Invention,

Thus the skilled artisan once provided with the teachings provided herein wouki readily
appreciate that the anti-CTLA4 antibody-therapeullc agent combination of the Invention can comprise a
wide plethora of ant-CTLA4 antibodles.

Further one skilled In the eit, based upon the disciosure provided herein would undem‘tand that
the Invention is not limied to administration of only a single anlibody rether the Invention encompassas
administering at least one ani-CTLA4 antibody eg. oneof411 4131, or 11 21 in combination with a
therapeutic agent, Further any combination of ant-CLTA4 antibodies can be combined with &t deast one
therapeutic agent and the present Invention ancompasses eny such combinetion snd permutation thereof

IV, Aromgiase Inhibior

The present invention relates to administering 8 combination of an anti-CTLA4 antibody and an
aromatase InhibRor {o @ patient for treaiment of breast cancer

Hormone therapy agents for treaiment of ssirogen receptior expressing breast cancer fumors are
wel-known in the art. These hormonal therapy agents include compounds that affect the recepior iteelf
such as, but not fimited to, tamoxifen which binds with the receplor thereby inhibiting receptoriigand
interaction and fulvestrant, which degrades the receptor such that less is avaliable to mediate signaling
via receptorligand Interaction

AddRtionally hormonae therapy agents comprise nhibliors of the aromasiase enzyme such as. but
not limited 1o, anastrozole. letrozole and axemestane Thase antihormonal agents, unike tamoxiien and
fuivestrant, supra Inhibit receptorligand interaction by decrassing the level of ligand avallable to bind with
the receptor More speciiically an aromatase Inhiblior inhibits the eromatization of the A ring of an
androgen substrate to form an estrogen which is a necessary step In the blosynthesla of tha receptor
Ggand, le estogen. Thus the aromatase inhibitors mediate decraased serum levels of estrogan thereby
Inhibiting growth of tumor cells requiring the hormone for growth. i

Non-steroidal srometase inhibliiors ("AF) such es. but not limited to,- snastrarcle and lﬂrmnh
HndmunlblyhUwhemcpodbnanammﬂnhcuhlndmmhdm“umh
sromalase aclivty WMNOWWGMdWMbmthMM}
ferm use of the inhiblior Further the biosynthesis of estrogen In the presence of these inhibitors can
ocour without the need for synthesis of new aromatese since the Inhibitor Is bound reversibly to the
enzyme (ses Miler Clin Breast Cancer 1 89-814 (2000)) thereby aiso providing ancther opportunlly for
tumor cells to avold the Inhibltien.

'gb
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Steroidal aromatase mhiblicrs, such as. axamesisne diffsr from the non-sterodal inhibitors {e.g.
anastrozole and letrozole) in that the stercidal agents bind lreversibly to the substrate-binding shie of the
enzyms and are associsied with a decrease In aromeainse activity For instance exemestane is
structurally related % the natural substrate androstenedione. and s recognized by the enzyme us a false
substrate such that Rt competes with the natursl substrale at the active site. Exemestane is then
fransformed to an Intermediate that bmds kreversibly to the enzyme causing is Inactivation (le “suicide
inhibitlon”) See eg U S Patant Appiicalion No. 104811,853, published #s US Pat. App. Pub. No.
2004/0082557 U S Patent Application No (/363235 published as US PaL App. Pub. No
2004/0024044 end US Patent Application No. 10/343,805 published as U S. Pat. App. Pub No.
2003/01568168

Thus unike reversible non-steroidal mhibkors, exemestane is a steroidal aromatase inactivaior
that binds imeversibly to sromitase cuusing nearly compiete suppression of aromatase activity in
peripheral tissuss, as well as In the tumor and mediates substantial lowertng of serum estrogen levels
wihout eximneous endocrinologic effects (Kaufmann ot sl J Glin Oncol 18.1386-1411 (2000)).
Exemesalane Is curently approved in the US Canada and Europe for second-ine treatment (ag where
the disease has progressed following tamoxifen first ine therapy) of posimenopausal women wih
metpstiatic bredst cancer Exemesiane produces a response rale of approximately 15% with & median
survival of 123 4 weaka and demonstrales a lack of cross-resisiance with the non-sterokial agenis such
that  has been shown fo be effactive afler anasirozole and Jetrazole treatment (Gelsler et al. Ciin Cancer
Res 4.2089-2003 (1868) Lonning J Clin Oncol 18.2234-2244 (2000)) Mare recently exemestane has
besn approved In Europe for adjuvant treatment of estrogen receptor poaitive invasive early bresst cancer
following two-to-three years of inltial sdjuvant tamoxifen therapy in post-menopausal women

Becsusa liz Intermediate Is bound imeversihly exemestane. unfike the non-stencidal aromatase
inhibitors further preventa the biosynthesls of estrogens in that de novo synthesls of sromatase snzyme
Is required. Moreover the different mechaniam of action of the non-stercidal and stercidel aromatase
Inhibltors may axplain the phenomanon thet one asomatase inhibiior can be effective following fallure of
another More perticularly treatment of postmenopausal breast cancer patients ireated with examestate
following fallure of both tamoxifen and a non-siaroide! sromatass inhibitor provided e clinicel benefi
(Lonning ot al. J Ciin Oncol 18.2234-2244 (2000)). )

HTmmu-CTLManﬂbodyhmmlbnwlﬂnwammmmIbnw or muitiple Inhibitors. can
be used fo ireat a breast cancer patient where the tumor expresses estrogan receplor (ER+). Further
although the presant invention ls axampified by a combination comprising exemestane the inveniion is in
no wey Omited 1o this inhibilor or ks mechanism of ithibiion. Indesd the mechanism by which the
aromatase inhibltor inhibits the enzyme need nol be known. Thus any inhibitor thet detectably Inhibits
aromatizetion of the A ring of a subsirals in the biosynthesls of estrogen using any known sssay for
essessing such activity can be used in the combination of the invention.

Y. Addiiions| Agents
Tha present Invention may be further combined with additional agents and theraples, e.g

chemotherapy surgery rediotherapy transplaniastion, end the like, o treat a patient. That s the patient
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may be subjected to additional chemotherapy with agents wel-known. such s, but not limited to, growth
factor Inhibitors, biological response modifiers. akylating agents, infterca lating antibiolics, vinca sikaloids,
immunomodulators. texanes selective estrogen receptor modulators (SEIRMs) such a8 but not Uimited to.
lasofoxifene and angiogeneasis inhibilors.

Therapeutic agents ars numerous and have been describecd In, for Instence U8 Psient
Appiication Publcation No. 2004/0005318, No 20030086830 No 2002/0088014 and Intemational
Publication No. WO 03/088458 all of which are incorporeted by refererce herein smong many othecs.
Such therapeutic agenis include but are not Imiled to, iopoilsomerase | mhibitors, other antibodiss
(rituximab, bevaczumab. trastuzumab antHGF 1R antibody {e 9. CP-751 871), ant-CD40 antibody [e.g.
CP-870 883], and the lke) chemotherapeulic agents such as bul not limited to. Imatinikk (GLEEVEC)
SU11248 (SUTENT sunitinib) SU12662 SU14813 BAY 43-8008 AG-0O13738 (axitink) toll-ike receptor
stmulating agents (6.g TLR-O agonist such ss, but not imhed to, CPG-7009 siso refemed o as
PF03512676 or PROMUNE) Indoleamine-2 3 -dioxygenase (IDO) inhibitors, selective estrogen’ receptor
modulators (SERMa e g lascfoxifens) taxanes vinca alkalokis temozolomide: anglogenesis inhibitors
EGFR inhbiors. VEGF inhibliors. erbB2 recepior Inhibitors, anti-prolfera tive egents (e.g. famesyl protein
transfersse Inhibilors and avB3 Inhibitors avp5 Inhibiiors, p&S3 Inhibltors, and the Jike)
Iinmunomodulators brological response modifiers, cytokines tumor vaxccines tumor-specific .antigens
heat shock protein-based tumor vaccines dendritic and stem cell thexraples sikylsting agents folale
antsgonists pyrimidine antagonists anthracycline antibiotics, pletinum eompounds immune costimutatory
moleculss (e g. CD4 CD25 PD-1 B7-H3, 4-1BB OX40 ICOS, CD30 HLA-DR MHCIl and LFA) and
agonist antibodies thereto. among many others.

In one embodiment, the methods of the Invention may be furthesr combined with transplantation
eg stem call transplaniation io provide & therapeutic bensfit io a patient afficted with breast cancer
Stem cel transplantstion may be performed according to the methods known in the art and may be
alloganel; or autologous stern cell iransplantation Addiionslly ore skilled In the art would appreciats,
based upon the disclosure provkied herein that transplantation enccompasses adoptive transfer of
lymphocytes. efther autologous or obtained from an HLA-maichsd doncor Where tha method comprises
stam cell ransplant, the first dose of the entibody-Al therapy agent combination can be administered after
the immune system of the mammal has recovered from transplantation, Tor exampie, in the period of from
one 0 12 months post traneplantation. In certain embodiments, the first dose s administered in the
period of from one to three. or one io four months post transplantaion. Transplaniation methods are
described many treatises Including Appalbaum in Harrison's Princples of infernal Medicine. Chaptér 14
Braunwald of o Eds 15% ed McGraw-Hil Professional {2001), which Is hereby incorporaied herein by
referenca.

As pointed out previously herein, there sre many chamagtherape utic agants cumently av?lhhb for
the treatment of humors that are sultable for use in the combination therapy of the pmuﬂhvarilm For
axample ekylating agents &re a class of drugs that alkylate DNA, restricting uncolling and replication of
strands A preferred alkylating sgent for use In the mathods of the presesnt Invention is cyclophobphemide
{CYTOXAN) t

yo
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Folaie entagonists bind to dhydrofolets reductass (DHFR) and interfere with pyrimidine
(thymidine) synthesls Methotraxsate and pemetrexed (ALIMTA) are folate antagonists sultable for use in
the methods of the present Invention In addition fo DHFR pemesirexed aiso inhibits thymkiylats synthase
and giycdinamide ribonuciootide formyl transferasa, two other folate-dependant enzymes Involved In
thymkiine synthesis

Pyrimidine antagonists inhibit enzymes Involved In pyrimkiine synthesis. As pyrimidine analogs
they also interfere with DNA production by compeling with normal nucleotides for incorporation into the
DNA molecule. Pyrimidine antagonists sultable for use In the methods of the present Invention Incliude 5-
fluocrouracll (5-FU) capecitabine (XELODA) a prodrug of 5-deoxy-5-fluorouridine (5'-FDUR) which is
enzymatically converted to 5-FU i vive; and gemeitablne (GEMZAR)

Anthracyciine antbiotics inhibit the uncolling of DNA by intercalption beiwesn DNA strands.
Anthracycline antibiotics Include doxorubicin hydrochioride (ADRIAMYCIN) epirubicin hydrochloride
(ELLENCE, PHARMORUBICIN) deunorublcin (CERUBIDINE DAUNOXOME) and idarubicin
hydrechioride (IDAMYCIN PFS, ZAVEDOS) Preferred anthracyclines for use with the present invention
Include doxorubicin and eplrubicin

Platinum compounds exert their anti-neoplastic effect by intercalation and intracsistion between
DNA sirands. which inhibits uncolling of the DNA. Platinum compounds usefizl in the methods of the
present invention Include cispiatin (PLATINOL). oxalipiatin (ELOXATIN) and carboplatin (PARAPLATIN)

Taxanes promote assembly of microtubules while Inhibiting their disessembly into tubulin thereby
blocking @ ceX's abillty to break down the mitofic spindle during mitosls. They have damonstrated
significant acivity ageinst meny solld tumors es single agent therapy and In combination with other
chemotherapy agenis. One embodiment of the combination therapy of the prese nt invention inciudes the
use of one or more texanes In combination with an IGF-1R antibody Suitable tmxanes for uss In
combination with the IGF-1R antibody include docetaxel (TAXOTERE) and paciitaxel (TAXOL)

Taxane-derivatives, which may ba active In celis resisiant to doxorubicin vinblastine paciitaxel
docetaxsl and the like. Include XRP 9681 (Sanofi Aventis) and are encompassed in the invention.

Vinca alkslolds, ke i=xenes, are "spmdie polsons,” acting on the microtubules that fom the
mitotic spindle.  They Inhibit mitosls by Interfering with microtubule assembly kesping the spindie from
being. formed. Vinca alkalolds include vindesine (ELDISINE), vinblastine sulfate (VELBAN) vincristine
sulfale (ONCOVIN) and vinorebine tarirats (NAVELBINE). A prefarmed vinca alkalold for use in the
methods of the present invention ls vinorelbine.

BMS-247550 (baabepliong) promotes tubulin polymerization and microtubule stabiiization thereby
amesing cefls In the G2-M phase and Inducing tumor call apoptosis. This agent demonstrates activity
agamst laxane-resistant cells.

Analogs of rapamycin. which bind and inhibit the mammalian {arget of rapamycin (mTOR) are
also weful and Include, emong cthers CCI779 (temsirolmus Wyeth) and RAD-001 (everolimus
CERTICAN Novariis)

The campiothecin analogs act through Inhibition of topolsomerase | an enzyme critical for DNA
replication and packaging Levels of topoisomerase | are higher In tumor celis than in normal tissue. A
campiothecin analog useful In the methods of the present iwention Is Irinotecan (CAMPTOSAR)
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In certain embodiments of the Inventon the above described methods ara cnmbhﬁdwllha
cancer vaccine. See e.g. Oh el al Cancer Res. 64:2610-2618 (2004) (TARP epiicpas and breast
cancer) Kontanl et al int J Molec Med 12:493-602 (2003) (dendritic cell vaccine targeting MUCH mucin)
Holmberg & Sandmalec Exper! Rev Vaccines 3 268-277 (2004)(vaccination for breast or gvarian cancer)
That Is. useful vaccines may be withoui Kmitation those comprised of breasst cancer-associsted: antigens
(e g HER 2/neu, manimagiobin prostate and breast tumor-associaled protein [TARP] MUGt CEA,
sialyikTn end other carbohydrate antigens} other tumor cancer-assoclated antigens (elg. p33
telomerase) ant-Hdiotype antibodies such as 11010 as wel as vaccines comprising GM-CSF DNA and
cel-besed vaccines. dendritic cell vaccines, recombinani viral (6.0 veccinia virus) vaccines and heat
shock plotsin (HSP) vaccines (e.g. HSPPC-98 Antgenics Inc.) Useful vaccinas algo Include tumor
vaccings such as those formed of breast tumor cells snd may be sutologous or allogeneic and the
vaccines may be peptide, ONA or cell-based

Vaccines may be adminisiered prior to, or subsequent to administration of the antibody-
gromalase Inhibor combination and when chemotherapy Is part of the regimen a vaccine may be
administsred prior to chemotherapy In cerlsin embodiments, the santlbody-eromatase inhibltor
combnatior; of the Invention may also be administered prior to chamotherapy [n yat other smbgdiments,
the tresiment can be combined with siem cell fransplant. That Is, the antibody-aromatesd Inhibitor
combination can be administered before or after stem cefl traneplant Vaccine may aiso be adminisiered
before or after stem cell transplantation and in certain embodiments. concarmitantly with the antibody

The sbove described treatments can also be used with aignal trmnsduction Inhibliors. such as
agents that can inhibit EGFR (spidermal growth factor recaptor) responsea such ss EGFR antibodies
EGF anfibodies and molecules thet are EGFR Inhibitors VEGF (vascular endothellal gmp factor)
inhibliors such ss VEGF recepiors and molecules that can Inhibit VEGF and erbB2 receptor (HER2)
inhbhors such es organic molecules or antibodies that bind to the erbB2 receptor for exampia,
trastuzumab (HERCEPTIN Genentach Inc. San Francisco CA) and pertuzumab (2C4, OM‘NI'I'ARG:
Genentach) which is a HER dimerization Inhibitor (HDI)

EGFR Inhibliors are described in for example in intemstional Patent Publication Nos. WO
©5/16070 WO B8M44561 WO 58/02434 and U S. Paient No. 5,747 498, and such subsiances cah be used
In the present Invention as described herein. EGFR-inhibliing agents include, but are not imited o the
monocional amtibodies C226, ant-EGFR 22Mab (ImClone Systems Inc. New York, NY) and ABX-EGF
(Abgenix inc. remont, CA), the compounds ZD-1838 (AstraZenecs), BIBX-1382 (Boehringer Ingelheim)
MDX-447 (Medarax Inc. Annandale, NJ) and OLX-103 (Marck & Co. Whitehouse Siation, NJ) VRCTC-
310 (Ventech Resserch) ard EGF fusion toxin (Seragen inc. Hopidnmion MIA) These and othér EGFR-
inhiblling agents can ba used In the present invention.

Compounds direcied at inhibition of epidermal growth facior receptor (EGFR) tyrosine kinase (TK)
represent @ reistively new class of antineoplestic drugs that are useful Inllnmnlhodofth?plponl
invention. Many human cancers express members of the EGFR famlly on the cell surface. ; When a
igand binds to EGFR it seis off a cascede of callular reactions that result In increasad cell division and
influence cother aspects of cancer development and progrepsion, Including anglogenesis, Tmc
spread and Inhibition of apopiosle  EGFR TK inhibltors may selectively target one of the members of the
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EGFR family (EGFR (aiso known as HER1 or ErbB-1) HER2/neu (also known as ErbB-2) HER3 (also
known se ErbB-3) or HER4 (also known ss ErbB-4)) or may target iwo or more of them, EGFR-TK
mhibitors sultable for use In the present invention include gefitinlb (IRESSA) eriotinlb (TARCEVA). CI-
1033 (Pfizer) GW2018 (GlsxoSmithKline) EKB-569 (Wyeth) Pi(1-1688 (Novartis) CP-724 714 (Pfxer)
and BiBX 1382 (Boeringer-ingelheim) Additional EGFR-TK Inhibitors are described In U § Patent No.
0.890024

VEGF Inhibltors. for example SU-54168 SU-8668, SU-11248 SU-12862 SU-14813 (Sugen inc.
San Francisco, CA) as well a3 AG-013738 (Pizer) can also bes employed in combination with the
antbody VEGF inhibRors ame descrbed for example in Intemetional Patent Application No
PCTAB8B/00797 (filed May 3 1996) International Patent Publication Nos. WO 88/24440 WO 05/21813
WO 8B1422; WO 88/60356, WO 85/10348 WO 57/32858, WO 97/22686 WO 98/54083 WO 58/02438
WO 90/18765 WO 88102437 U.S. Petent Noa. 5834 504, 5883 113, 5.886.020" and 5762 783 Other
examples of some specific VEGF InhibRors useful in the present invention are IM862 (Cytran Inc.
Kirkland WA) IMC-1C11 Iimclone antibody ani-VEGF monocional entibody of Genentech Inc. San
Francisco, CA, and aengiozyme a synthetic rbozyme from Ribozyme (Boulder CO) and Chiron
(Emeryville CA)

ErbB2 receplor inhibitors such es GW-282674, GW-572018 (lapatinib) (Glaxo Wallcome pic). and
the monocional antibodies AR-208 (Aronex Phammaceuiicals Inc. Woodlands, TX) trastzumab
(HERCEPTIN -Genentech Inc. Sen Francisco CA) perizumab (OMNITARG 2C4 Genantech, a HER2
dimerizaton nhibltor HDI)) and 2B-1 (Chlron) can be combined with the antibody-aromatase inhibitor
combinstion therapy Other erbB2 recepior Inhibliors are described In for example Intemational Patent
Publication Nos. WO 8812434, WO 98/35148, WO 88/36132; WO 86/02437 WO 87/13780; WO 86/18870
U.s.‘PaientNm. 5587 468 and 6,877,306 ErbB2 recepior inhibliors useful in the present invention are
also described In EP1029853 (published August 23 2000) and [n Intemational Patent Publication No. WO
0044728 (publshed August 3, 2000) The erbB2 recepior inhibitor compounds and substance described In
the aforementioned PCT spplications U S patents, and U.S. provisional applications, as well as other
compounds and substances that Inhibit the erbB2 receplor can be used with the antbhody and aromatase
Inhibitor combination In accordance with the present invention.

The trestments of the Invention also be used with other agents useful In tresting abnormal cell
growth or cancer Including, but not limied to other agents cepable of enhancing antiiumor immune
responses such es addiionsl, different, CTLA4 antibodies and other agenis also capable of blocking
CTLA4 and antl-prolferative agents such as famesyl protsin transferase inhibitors and avp3 inhibitors,
such as the avf3 antibody VITAXIN. avf5 inhibiiors. p53 inhibitors, and the like.

Where the antbody af the Iinvention s adminstered in combination with ancther
Immunombdulhbry agent, the iImmunomodulatory agent can ba selected for example from the group
consisting of a dendritic cell activator such as CD40 ligand and ant-CD40 agonist anfibodies as wel as
enhancers of onligen preseniston enhancers of T-cel troplsm inhbiors of wmor-elatad
immunosuppreseive factors, such as TGF-§ (transforming growth factor bete) and IL-10. Preferred anti-
CD40 sgonist antibodies encompass sntibodies disclosed in Intemational Patent Applcstion No.
PCTAUSD2/38107 flled November 8 2002 now published as International Palent Publication No. WO
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03/040170 and U S Patent Application No 10/262,088. filied November 8 2002, now published as U S.
Patent Publication No US2003/0211100 Including but not EmRed to. en antibody having the heavy and
light chain amino acid sequenca of antlbody 311 3.1 1 H-A78T 3 1 1H-ATET VBBA-VE7A, 3 1 1L L4M-
L83V 31 1H-ATST VBRA-VOTAZS 1 1L LaM-LB3Y 712 1083, 1511 2121 2141 2211 221 1H
C100A 23.61 2325.1 23281 23.28 1H-D16E, 232801 and24 2 3

The present treatment regimens may aiso be combined with anthodies or other ligande that
inhiblt tumor growth by binding to IGF 1R (insulin-lke growth factor 1 receplor) Specific antHGF 1R
antbodles that can be used In the presant invention Include thosa described In intemational Patent
Application No PCTAUS01/51113, flad 12/20/01 and published @s intemational Patent Publicabon No.
WO02/053596 International Patent Applicstion No. PCT/1B2004/002555 flled August 3 2004 and
published as international Patent Publication No WO 20050018067 Preferred antHGFR-1R antibodies
encompass an antibody having the heavy and light chain amino acid sequence of e.g. antibody 2 12 1
2132,2943 311 492and4173

The antibody of the invention may also be sdministered with cytokines such as IL-2 niterferon
(eg IFN-y IFN-a eic) GM-CSF IL 12 iL-18 and FLT-3L

The ireaiment regimena described herein may be combined with anti-anglogenesis agenta. such
as MMP 2 (matrix-metalioproteinase 2) Inhibiiors MMP-@ (matrix-metalioproieinase §) inhibitore and
COX4l {cyclocxygenase Il) inhibitors. can be used in conjunction with the antibody in the method of the
invention Examples of useful COX Il inhiblom include CELEBREX {(celecoxb), vaidecmdb and
rofecoxib. Examples of useful mabix metalloproisingse inhibilors are described In interational Patent
Publication Nos. WO 96/33172 WO 96/27683 WO 6807807 WO 08/03518, WO £58/34018 WO 88/34013
WO 96733768, WO 9830868, WO 90/05718 WO 60/62910. WO BB/52889 WO 90/26687 European
Palant Applicetion Nos. 780386 (published June 25, 1907) 97304971 (fled July 8, 1687), 2308817 (fled
October 29 1898) 608046 {published July 13 1864), 531788 (published July 28, 1509), 88302232 (filed
March 25, 19889) Internationsl Applcstion PCTAB0S/01113 (fed July 21 1986) Grest Britain patent
application number 9912061 (fled June 3, 1009), Unlted Siates Provisional Palent Application No
60/14D 4684 (fled August 12 1880) and U S Patent Nos. 5,883 848 and 5,861,810.

Preferred MMP-2 and MMP-8 Inhibitors are those that have Bitle or no activity inhiblting MMP-1
More preferred are those that seleclively Inhbit MMP-2 and/or MMP- relative to the other matrix-
metalioproteinases (l¢ MMP-1 MMP-3 MMP-4, MMP-6, MMP-8 MMP-7 MMP-8 MMP-10, MMP-11
MMP-12 and MMP-13)

Some spacific examples of MMP Inhibliors useful in the presant mvention sre AG-3340. RO 32-
3565, RS 13-0830 and the compounds reciied in the foliowing list

3-{]4-(4-fluoro-phenoxy)-benzenesulfonylH{ 1-hydroxycarbamoyl-cyciopeniyl)-amino}-proplonio
acid

3-ex0-3-{4-{4-fluoro-phenoxy})-benzenesulfonyiaminc}-8-oxa-bicycio(3 2 1jociane-3-carboxyllc
acid hydroxyamide

(2R, 3R) 1{4<(2-chioro-4 fluoro-henzyloxy)-benzenesulfonyl}-3-hydroxy-3-methyl-piperidine-2-
carboxylic acid hydroxyamide;

4-{4-(4-fluoro-phenaxy)-benzenesulfonylemnoHstrehydro-pyran-4-carboxylic acid hydroxyamide:
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3-{J4-(4-fuaro-phenoxy) benzenesulfonylH 1-hydraxycarbamoyl-cyciobutyl)-eamino}-proplonic acid.

4-{4-({4-chloro-phenaxy)-banzenssulfonyleminc}-tetrahydro-pyran-4-carboxylic acld hydroxyamide;

(R) 3-j4-{4-chioro-phenaxy)-benrenssulfonylamino}-tetrahydro-pyran-3-carboxyilc acki
hydroxysmide

(2R 3R) 144-(4-fluoro-2 methyi-banzylaxy)-benzenesulfonyl]-3-hydroxy-3-maethyl-pipendine-2
carboxyilic acld hydroxyamiide

3-I4-{4-fluoro-phenoxy) benzenesulfonyl]H{1-hydroxycarbamoyi-1 methyl-ethyl}amino}-proplonic
acid

3-{]4-{4-fluoro-phencxy)-benzenesulfonyl}-{4-hydroxycarbamoyl-tetrahydro-pyran-4-yf}-aminc}-
proplonic acid,

3-ex0-3-{4 (4-chioro-phenoxy)-benzanesulfonylamino}-8-oxa-bicyciaf3.2 1joctane-3-carboxylie
ackd hydroxyamide:

3-endo-3-{4-(4-fluoro-phenaxy)-benzenssulfonylamino}-8-oxe-bicycio]3 2 1]joctane-3-carboxylic
acki hydroxyumide and

(R) 3-{4-{4-fuoro-phenoxy)-benzenesulfonylamino}-tetrahydro-furan-3-carboxyhic acxl
hydraxyamide:

and pharmaceutically acceptable salts and solvates of sakd compounds.

Radiation therapy can be administered In accordance to wellHmown radiotherapy methods for
treatment of breast cancer The dose and regimen for radiotherapy can be readlly determined by one
skiiad In the art and is based on the stege of the dssase, and other faciors well-known In the art.

Co-administration of the antibody with an ssomatase Inhibltor (combination therapy) encompasses
adminiatering @ pharmaceutical composition comprising both the antl-CTLA4 antibody and ona or more
sromatese hhibltors) and edmmistering two of more separate pharmaceutical compositions one
comprising the anti-CTLA4 entibody and the othai(s) comprising the aromatase inhibltor(s) Further
aithough co-administration or combination (conjint) therapy generaily mean that the antibody and
additional therapeutic agents are administerad at the same time as one another k also encompesees
simuftanecus, sequential or separate dosing of the individual components of the trestment. Additionally
where an antibody Is administered intravenously snd the aromatase inhibltor Is administered orally (.g.
exemestane) It Is understood that thelr combination is preferably adminsiered as two separmte
pharmaceutical compositions.

The present Invention also encompasses the edministration of other therapeutic agents in
addition to the first and second components elther concurrently with ons or more of those componerits. or
saquentially before and/or after Such thempeutic agents mciude cancer vaccines, antl-vascular agents,
anti-proliferative agenis, and pallistive agents io provide supportive care auch as, but not imited to,
snaigesics ant-smetic agente ant-diarrheal agenia and sterolds. Preferred ant-emetic agents Include
ondansetron hydrochloride granisetron hydrochioride, and metociopramide.  Preferred anti-diarheal
agents Include diphencxylate and atropine (LOMOTIL) loperamide (IMMODIUM) ocirechde
(SBANDOSTATIN). oisalazine (DIPENTUM) and mesalamine (ASACOL). Preferred eteroids Include the
non-absorbable sterold budesonide (ENTOCORT) and the steroids for systemic admmnisirgtion
dexametasone (DECADRAN) and prednisone (METICORTEN).
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Each administration may vary In s durstion from a repid administration 1o & continuous perfusion
As a result, for the purposes of the prasent invention. the combinations are not exclusively imiisd to those
that are obtained by physical association of the constituents. but alsc to those thet permit a separate
adminisiration which can be sinultanecus or spaced out over a period of ime The composkions
sccording to the invention ere preferably composiions which can be adminisiered parentally However
these compositions may be administered orally or intraperitoneally in thé case of localized reglonal
theraples

As will ba spprecisted by one of skil In the art, the choice of therapeutic agents o be used in
combination with ani-CTLA4 antbodies and aromatase Inhibitor combination therepy end the timing of
thelr use will be deterrined In part by the type and stage of the cancer that Is being treated For
mxample in early breast cancer (where the cancer has not spread outside the breast) surgery snd
radistion are genarally followed by adjuvant chemotherapy or adjuvant hormonal therapy ekher of which
may be combined with the ant-CTLA4 antibody-aromatase inhiblior combination in the methods of the
present invention. Typical adjuvant chemotherapy for early breast cancer Inchuies cyclophosphamide,
methotrexate and 5-FU ("CMF?Y &5-FU doxorubicn and cyciophosphamide ("FACY) docetaxel,
daxorublcin, and cyclophosphamide ("TAC"), duxorubicin and cyclophosphamide ("AC") doxorubicin and
cyclophosphamide followed by paclitaxel ("AC and T") and 6-FU eplubicin and cyciophosphamide
("FEC")} As discussed previously elsewhere herein, tamoxifen is an antihormonal treaiment administersd
at this stage Thus the antbhody-aromatase inhbltor combination cen be- administared in combination
with additional hormonal therapy (eg. another sromaiase inhiblor tamaxifen fulvestrant, or any
combination thereof) and such combination can be coadministered In combination with an adjuvant
chemotherapy therapy (6.g. CMF FAC, TAC AC AC end T andlor FEC or the chematherapeutic
agents can be administared Individually In combination with the antibody-aromatase inhibitor combination,
among others)

in tocally advanced breast cancer wherein the cancer hes spread only 0 nearby tissues or lymph
nodea the patient Is oftsn given chemotherapy prior to surgery and radiation, which are then followed by
adjuvant hormaonal tharapy Alternatively surgery/rediation is followed by pdjuvant chemotherapy than
aduvant hormonal therapy The ant-CTLA4 anibody-aromatsse inhiblior combination csn be
administered In cenjunction with the chemotherspeutic or additionsl hormonal therapy agents (e.g.
another aromatase Inhiblior tamcscien, fulvestrani, or any combination thereof) whather they =re usad
elther bafore or after surgery/radiation Typical chematherapy regimes for locally advanced breast cancer
inciude FAC AC. FEC. and doxorubicin pius docetaxel CAT").

Metsstntic breast cancer has spread to other parts of the body from the breast In which R started.
Chemotherapy optionally may be preceded by hormonal therapy First line hormonal therapy curently
includes tamoxifen and anastrozole  First ling chemotherapy regimens currently inciude FAC, TAC
docetaxs! plus epirubicin docetaxel paciitaxel capecitabine vinorebine and tastuzumab
(HERCEPTIN). Second line freatments Include docetaxel, alone or in combination with capecitabine. The
methods of the present Invention are suliable for uss both as first Ene therapy and second line therapy
Further the methods of the Invention can be combined with radlation therapy and stem cel tranapiant,
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and any combination of any of the trestmenta describad hersin  known In the art, or to be developed In the
future.

In one embodiment, the eddiional therapeutic agent adminisiered with antibody-aromatase
inhibitor therapy is an alkylating agent. In one aspect, the alkyiating agent i cyclophosphamids.

In another embodiment, the addltional agent Is a folate antagonist In one espect, the folate
antagonist Is selecied from the group consisting of methotrexate and pemetrexed

In one embodiment of the invention the additional agent Is a pyrimidine entagonist The
pyrimidine anslog may ba selected from the group consisting of 5-FU capecitabine, and gemcitahine.

In another embodiment of the present invention, the additional agent ks an anthrecycline anthiotic.
In one aspect, the anthracycline antiblolic is selected from the group consisting of eplrublcin and
doxorubicin. In a further aspect, the anthracyciine antiiotic is doxornublein,

in anothar embodiment of the invention the addifional agent s a platihum compound The
platinum compound may be selected from the group consisting of cleplatin and carboplatin

In yet another embodiment of the imvention. the additional agent is a taxane. In one aspect, the
tmcane is docataxel. in snother aspect, the txena is pacitaxsl.

in an embodiment of the present mvention the ant-CTLA4 antibody and aromatese inhibitor
combination is administered with docetaxet in further combination with at least one of capeciiabine
cisplatin, gemcitebine and epirubicin.

In an embodiment of the invenlion the anti-CTLA4 and sromaisse inhibitor combination ls
adminlstered in further combination with paciitaxel and an addiional sgent selecied from the group
conalsting of carboplatin, cpiatin, and gemcitabine. in one aspect, the additional agent ls carbopiatin.

in ancther embodiment, the anti-CTLA4 and aromatass inhibitor combination is administered with
an additional agent where the additional agent Is a vinca akalold In one aspect, the vinca aksiok Is
vinorebine
In an smbodiment of tha invention the additional agant administered with the antlbody-aromstase
inhibltor combination s a cempiothecin analog. In one aspect, the camptothecin analog Is irinotecan.

In snother embadiment, the additional agent is &n EGFR inhiblfor

In an embodimant of the invention the additional agent is an arbE2 inhibilor  In ohe aspect, the
orbB2 inhibltor is selectad from trastuzumab and pertuzrumab. In yet another aspect, the erbB2 inhiblor s
trastuzumab (HERCEPTIN)

In an embodiment of the invention the anti-CTLA4 end aromatsse inhibitor combination s
administered W further combination with a combination comprising 65-FU doxorubicin and
cyclaphosphamide.

In another smbodiment of the present invention, the antCTLA4 and wsomatase inhiblior
combination s agministered In further combination with a combination comprising docetsosl, doxorubicin,
and cyclophosphamide.

The methods of the present invention also relais to the trestment of cancer In @ mammal
preferably & human who has undergone stem cell transplantation which methods comprise administering
fo the mammal an amount of a human ant-CTLA4 antibody thet is effactive In tresting the cancer In
combination with an sromatase Inhibitor In further combination wih stem cell trensplantation Stem cell
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transplantation may be allogeneic or autologous stem cell transplantstion and more preferably the
aromatase Inhiblior is exemestane. Where the method compnses stem cell transpiant, the firet dose of
the antibody-aromatase Inhibitor combination can be administered after the immune sysiem of the
mammal hes recovered from transplantation for example In the period of from one fo 12 months post
transplantation In certain smbodiments. the first dose is administered In the period of from one to three,
or one to four months post fransplanistion The patient may undergo stem cell fransplantation
preparaiory treetment(s)

W, _Pharmaceuticsl Compositions

The invention ehcompasses the preparation and use of pharmaceutical compositions comprising
e humen ant-CTLA4 antibody of the invention as an active Ingredient In combination with an sromatase
Inhibitor preferably @ steroldal sromatase inhibitor and even more preferably the aromstase inhiblior is
examestane Such a pharmaceutical composiion may consist of each active ingredient alone, as &
combination of at least one active ingredient (o g an effective dose of an ant-CTLA4 an effective does
of an eromsiase inhibitor) in @ form sulisble for administration to a subject, or the pharmaceutical
composition may comprise the active Ingradient and one or more pharmaceutically acceptable casriers,
one or more additional (active and/or inactive) ingredients or some combination of these.

in one embodiment, the antibody Is administered parenterally (e.g. intravenously) in an aqueous
solution while the aromatase inhibior (6g. axemestane) s administered orally in pilicapsula form
However the skilled arisan would understand based upon the disclosure provided herein, that the
invention is not [imited to these or any other formulations dosea rouiss of administration and the ike.
Rether the invention encompasses ahy formulation or method of administering an antibody In
combination with an aromatase Inhiblior including but not ImBRed to, adminisiering each agent sepamately
in a different formulation via a differant route of administration and administering the antibody and
aromaiase inhibitor In a Eingle compositon (s.g. In an aquaocus composition administored infer afis, |v)
among many others. Thus the foliowing discussion describes various formulations for practicing the
methods of the invention comprising administration of any ant-CTLA4 antibody in combination with any
aromatase Inhibltor but the Invention Is not limked to these formulations but comprises any formulation
a8 can be readlily determined by one skilled In the art once armed with the teachings provided herein for
use In the methods of the invention.

The aniibodles empioyed In the invention can be incorporated into phesmacsutical composifions
suitsble for édministration to @ subject Typically the pharmaceutical composition comprises the antibody
and @ pharmaceutically acceptable carrier As usad hereln, "pharmaceuically acceptable camier includes
eny and all soivents. dispersion media, coatings antibacterial and antifungal agents, isctonic and absorption
delaying agenis, and the ke that are physiclogically compatible. Examples of pharmaceutically acceptable
carriers include one or mom of water saling, phosphste buffered saline, daxtross, glycerol ethanol and the
ke as well as combinations thereof In many cases, it will be preferable fo include Isolonic agents. for
emmple sugars polyaicohols such as manniiol, sorbitol, or sodium chiorkie In the composition
Pharmaceutically acceptable substances such as welting or minor emounts of auxiliary substances such as
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welting or smulsifying agenis preservatives or buffars. which enhance the shelf fife or effectiveness of the
gntibody or antibody portion

The antbodies may be in a variely of forms These ncluds, for example liquid, semi solid and solid
dosage forms. such as liquid solutions (e.g injectable and infusihle solulions) dispersions or suspansions
tablets pils, powders fiposomes and suppositories. The praferrad form depends on the intended mode- of
administration and therapeutic application. Typice) preferred compositions are in the form of injeciable or
infusible solutions, such as compositions simiiar to thoge used for pessive immunization of humans with
other antbodies. The preferred mode of administration Is pareniaral (e.g Intravenous. subcutaneous.
intraperitonesal, intramuscutar) In a preferred embodiment, the antibody is administered By ntravenous
infusion or injection. In ancther prefarred embodiment, the anfibody is adminisiered by intramusculer or
subcutaneous Injection.

Therapeutic compositions typically must be starfie and stable under the conditions of manufachure
and storega. The composition can be formulated as a solution microemulsion, disparsion, iposome, or
other ordered structure suitable fo high drug concentration. Sterle injectable solutions can be prepared by
incorporating the antibody in the required amourt in an appropriatie solvent with one or 8 combination of
mgredients enumerated above &s required followed by fillered sterilization. Generally disperalons are
prepared by incorporating the active compound Inic a sterfle vehicle that contsmns a basic dispersion
maedium and the required other ingredients from those enumerated above In the case of sterlle powders for
the preparation of sterfle injectable solutions, the prefermed methods of preparation are vacuum drying and
freezs drying thet ylelds a powder of the sctive mgredient plus any addiional desired ingredient from a
previously steriie fitered solution thereof The proper fluidity of a solution can be maintained for exampia, by
the use of a coating such as lecithin by the maintenance of the required particle size in the case of
dispersion and by the use of surfactants Prolonged absorption of injactable compositions can be brought
about by Including in the compostiion an agent that delays absorpiion, for sxample monostearate saks and
gelatin.

The antibodies can be adminisiered by a varisly of methods known in the art, including without
fmitalion omsl, parentersl, mucossl, by-Intieiation fopical buccal, nesal, end rectal For meny therapeutic
appiications, the preferred roule/mode of adminisiration 8 subcutaneous (ntramuscutar intravenous or
infusion. Non-needle Injection may be employed Y desired. As will be appreciated by tha skilled artisan, the
route and/or mode of administration will vary dapending upon the desired results.

in certain embodiments, the antibody may be preparsd with a carier that will protect the compound
against rapid releage such as a controlled release formulation Including implants, ransdermal paiches, and
microencapsulsied delivery systems, Blodegradable, blocompatibie polymers can be used auch as ethylena
vinyl acetale, polyanhydrides, polyglycolic acid collagen, polyorthoesters, and polylactic ecid Many
methods for the preparation of such formulations ame patanted or generally known to those skilled in the art.
See eo.g. Sustained and Controied Release Drug Defivary Systems. J R. Robinson ed Marcel Dekker
Inc. New York (1878).

Dosage regimens may be adjusted to provide the optimum desired responss. For example a single
bolus may be edministered, several divided doses may be administered over time or the dose may be
proporticnally reduced or increased as indicated by the exigencles of the therapsutic situstion. it is
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especially advaniageous to foormulets parenieral compositions in dosage unit form for ease of admmistration
end uniformiy of dosage Dosage unit form as used herein refers to physically discrete unils sulled as
unitary dosages for the mammalian subjecis to be treated each unit contalning a predetermined quantily of
active compound caiculated to produce the desired therapeutic eflect In association with the required
pharmaceutical carrier The specification for the dosage unit forms of the invention are dicieted by end
directly dependent on (a) the unique characterietica of the antbody and the perticuler therapeutic or
prophylactic effect to be achleved and (b) the imitations Inherent in the art of compounding such an aclive
compound for the treatment of sensitivily in individuals.

it Is to be noted thet dosage values may vasy with the type and saverity of the condition 1o be
alleviated and may include single or multipis doses I Is io be further understood that for any pasticular
subject, apecific dosage regimans should be adjusted over time according to the individual need and the
professional judgment of the person adminisiesing or supervising the administration of the compositions, and
that dosage ranges set forth herein are axempilary only and are not iIntended to limit the scope or practice of
the clalmed composition

in ane embodiment, the antibody is adminisiered in an infravenous formulation ss a sterlle agueous
solution contalning § mg/m. or mone preferably about 10 mp/ml, or yet more preferably about 16 mg/ml or
even more preferably about 20 mg/m} of antibody with sodium acetale, polysorbate 80, and sodium
chioride at @ pH ranging from about § o 6. Preferably the Intravenous formulation s a sterle aquecus
solution contalning & or 10 mg/mi of antbody with 20 mM sodium acetate, 0.2 mg/mi polysorbate 80 and
140 mM eodium chioride at pH 5.5. Further a solution comprising an ant-CTLA4 antibody cen comprise,
among many other compounds, histidine mannitol, sucrose, trehaiose glycine. poly{ethylene) giycol, EDTA,
methionine. and any combination thereof and many other compounds known in the relevant art

in one ambodiment, part of the dose is administered by an infravensous bolus and the rest by
infusion of the antibody formulation For mample, a 0.01 mg/kg Intrevenous Injection of the antibody may be
given as 8 bolus and the rest of a predetermined antibody docse may be adminisiered by nrevenous
Injection A predetermined dose of the antibady may be administered, for example. over a pariod of an hour
and a heff to two hours to five hours.

With regard fe an aromatase inhibitor the Inhibitor can be present in the pharmaceuticel
compoaltion In the form of a physiclogically sccepieble ester or sall, such as In combination with a
physiologically acceptable cation or anion as Is well known in the art.

The foomulstions of the phamaceutical compositions described heroin mey be prepared by any
method known or hereafter developad In the art of pharmacology In general such preparatory methods
include the etep of bringing the active ingradient into assoclation with a carrler or one or more other
accessory Ingredients, and then K necessary or deslable shaping or packaging the product nto a
desired single- or multi-dose unit

Phamaceutical compositions that are useful In the methods of the invention may be prepared.
peckaged or sold in formulstions suitable for oral rects!, vaginal, parenteral, topical, pulmonary
intranesal, buccal, ophthaimic, or ancther routs of administration. Othsr contempisted formulations
include projectad nanoparticles fiposomal preparstions, resealed erythrocytes contalning the active
ingredient, and immunologically-bassd formutations

éO
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A pharmaceutical composiiion of the invention may be prepared packaged, or sold In bulk as a
single unit dose or as a plurality of single unit doses. As tsed hereln a unit dose" is discrete amount of
the pharmaceutical composition comprising a predetermined amount of the active Ingredient. The amount
of the active Ingredient is generally equal to the dosage of the active Ingrediont which would’ be
adminiatered to & subject or a convenient fraction of such a dossge such as, for example one-haif or one-
third of such a dosage.

The relative amounts of the active Ingredient, the pharmaceutically acceptable carmer and any
addlifional Ingredients in a phammeceutical compaesition of the invention will vary depending upon the
identity size, and condition of the subject ireatsd and further depending upon the raute by which the
composition is to be administered By way of example the composition may comprise between 0.1% and
100% (w/w) active ingredient.

In addition to the ective mgrediant, a pharmacautical composillon of the Invention may further
comprise one or more additional pharmaceutically active agents. Perticularly contemplated additionsl
agents Include anti-emetics, anti-diamheals. chemotherapeutic agents, cytokines and the like

Controlled- or sustained-relaase formulstions of a pharmaceutical composition of the invention
may be made using conventional tschnology

A formuletion of a pharmaceutical composition of ithe invention suftable for oral administration
may be prepared packaged or sold In the form of a discrete solid dose unit Including but not limiled to. a
tablet, a herd or soft capaule, a cachet, a troche or a iozenge, esch containing a predelermined amount
of the active ingredient. Other formulations sultabile for oral administration include but are not limited to a
powderad or granuiar formulation en aqueous or olly suspension an aguecus or olly solution or amr
emulsion.

As used herein an “olly”" iqud Is one which comprises a carbon-containing Aquid molecule and
which exhibits a less polar character than water

A tablet comprising the aclive ingredient may for example, be made by compressing or molding
the active ingredient, oplionally with one or more additional Ingredients Compressad iabists may be
prepared by compressing, in a suliable device the active Ingredient In a free-flowing jorm such as a
powder or granular preparation optionally mixed with one or more of a binder a bsicant, an exciplent, a
surface active agent, and a dispersing agent Molded tablets may be made by moiding  a sultable
device, a mixture, of the active ingredient, a pharmaceutically acceptable carier and at least sufficient
fiquid to molsten the mbdure.

Phammaceutically accepiable axciplents used in the manufacture of tsblets Include, but are not
Bmited to, inert diluents, granulating and disintagrating agents, binding agents and lubricating agents.
Known dispersing agents Include, but are not mied o, poiaio starch and sodium starch glycolate
Known surface aclive agents include but are not imited to, sodium lswryl sulphate Known diluents
include but are not iimited o, calcium carbonate, sodium carbonate lactose, microcrystaline cellulose
calclum phosphate calcaum hydrogen phosphate and sodium phosphats Known granuisting and
disintegrating agents include bul are not limited 10, com starch and aiginic acikd Known binding agents
include. bt are nct limiied to, gelatin, acacia, pre-gelstinized malza starch, polyvinyipyrolidone, and
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hydroxypropyl methyicellulose Known lubricating agents include. but are not Bimited 1o magnesium
siaarale slearic acid. sliica, and talc.,

Tabletse may be non-coated or they may be costed using known methods o achieve delayed
disintegration in the gastrointestinel tract of a subject. thereby providing sustained release and absorption
of the aclive ingredient By way of example. a material such as glyceryl monoatsaraie or glycery’l
distearate may ba used to coat ieblets Further by way of example tablets may be coated using methods
described in US Patents numbers 4 256 108 4 160.452, and 4265 674 to form osmofically-controliscl
relegse tablets Tablets may further comprise a swestaning agent, a flavoring agent, a coloring sgent, &
preservative. or some combination of thase in order to provide pharmaceutically elegant and palstable
praparation

Hard capsules comprising the active ingredient may be made using a phyelologically degradable
composition such as gelatin Such hard capsuies compriss the aciive ingredient, and muy hwther
compriss addRtional ingredients including, for axample sn iner solid diluent such as calclum carbonaies
calcium phosphate or kaolin

Soft geiatin capsules comprising the active ingredient may be made using a physiplogically
degradsble composition such as gelatin. Such soft capsules comprise ths active ingredisnt, which may
‘be mixed with waier or an oif medium such as peanut ol liquid paraffin or clive oll

Liquid formulations of a pharmacautical compesition of the Invention which are sultable for oreal
adminkstretion may be prepared packaged and sold either In liquid form or in the form of a dry product
intanded for reconstitution with water or another suiteble vehicla prior to use.

Liqud suspensions may be prepared using conventional methods to achieve suspension of the
active ingredient In an aqueous or olly vehicle Aqueous vehicies include for example waber and lsotoni<c
saine Ofly vehicles Include. for example, simond oll, oily esters. ethyl aicohol vegetsble olis suchi ae
arachia. olive, sesams, ar coconut ofl fractionated vegetable ofis, and mineral olls such as liquid parafin
Uquid suspensions may further comprise one or more addiions! iIngredients including but not limiled o
suspandin agents. dispersing or wetfing agenis, emulsifying agants, demuicents. preservatives. buffers
salls flavorings, coloring agents, end sweetenng agents. Olly suspensions may further comprise =&
thickening agent. Known suspending agenis include but are not imlied to, sorbital syrup, hydrogenaie d
edible fats, sodlum alginate polyvinyipymrolidona, gum tragacanth, gum acacia and celulose derivatives
such =8 sodium carboxymethylicellulose methyicelluioss, hydroxypropyl methyicelulose. Known
dispersing or wetiing agents Iinclude but are not limRed to, naturally-occurring phosphstides such as
lacithin condensation products of an alkylens cdde with a faity acid with a long chain allphalic aicoho |,
with a partial estar derived from a falty acid and @ hexitol, or with @ partial ester derived from a fatty acid
and @ hexiiol anhydride (6.g. polyoxysthylene stearate hapiadecasthylenecxycetanal, polyoxyethyten @
sorbitol monooleats and polyaxyethylene sorbitan monooleate respectively). Known emulsifying egente
inciude, but are not fimited to. lecithin and acacia. Known preservetives include, but are nat imited to,
metiyl, ethyl, or n-propyl-pam-hydraxybenzoates ascorbic eckd and sorbic acid  Known sweetening
sgents include, for example glycerol propylens glycol, sorblinl sucrose, and saccharin  Known
thickening agents for olly suspensions Include. for exampie, beeswax, hard paraffin and cetyl aicohol.
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Liquid solutions of the active ingredient in squecus or ofly solvents may be prepared in
subsiantially the same menner as fiquid suspensions the primary difference being that the active
ingredient Is dissolved rather than suspended in the solvent Liquid solutions of the phamacsutical
composition of the Invention may comprise each of the components described with regard to Bquid
suspensions, it being understood that suspending agents will nat neceasarily aid dissolution of the active
ingredient in the solvent. Agueous solvents Inciude, for example, waier end lsotonic safine. Olly solvents
include for example almond ol olly esters ethy! sicohol vegefable olls such as arechis olive sesame
or cocanut oll, fractionated vegetable olls, and mineral olis such as liqukd paraffiin

Powdered and granular formulations of a pharmeceufical preparation of the invention may be
prepered using known meathods. Such formulations may be administered directly tp a subject used for
emmple to form tablets, to fil capsules. or to prepere an aqueous or clly suspension or solution by
addition of an squeous or olly vehicle therelo. Each of these formulations may futher comprise one or
more of dispersing or weiting agent, a suspending agent, and a preservative. Addifional exciplents such
as filers and sweetening flavoring, or coloring agenis. may also be included In thess formuiations

A pharmaceutical composition of the Invention may also be prepared. packaged, or sold in the
forrri of ol-in-water emulsion or @ water-in-oil emulsion. The ofly phase may be a vegetable ol such s
olive or arachis oll, a mineral ol such as liquid paraffin, or 8 combination of these Such compositions
may further comprise one or more emyisifying agents such as naturally occurring gums such as gum
aceca o gum fragacanth, naturally-occurring phosphatidas such as soybean or lecithin phosphatide
esters or partial esters derived from combinations of faity acids and hexitol anhydrides such ea sorbitan
monocieats, and condensation products of such parlsl esters with ethylene oxide such e
polyoxyethylene sorbitan monooleate. These emulsions may also contain addiional ingredients Including
for emample sweetening or flavoring agents

A phamaceutical composition of the invention may be prepared packaged or gold In a
fomulation suitabls for rectsl adminisiration. Such a composltion may be In the form of for example a
suppoaliory a retention enema praparation, and a solution for rectal or colonic irrigation.

Suppoaitory formulstions may be made by combining the active ingredient with a nan-inlisting
pharmaceutically accepiable exciplent which Is solld st ordinary room tempersture (Le. about 20°C) and
which 13 liquid at the rectal temperature of the subject (La. sbout 37°C in a healthy humsn) Suiltable
pharmacautically acceptable exciplents Include but are not imited to, cocoa butter polysthylans glycols,
and various glycerides Suppository formulations may further comprise various addiional Ingredients
including, but not Emited to, anticeddents and preservatives.

Retention enemsa preparations or solutions for rectsl or colonic imrigation may be made by
combining the active ingredient with a pharmacseutically acceptable liquid carrier As Is well known In the
art, enema preparations may be administered using end may be packaged within a delivery device
edapiad to tha rectal anstomy pl the subject Enema preparstions may further comprise various
additional ingredients including but not limited o, entioxidanta and preservatives

A phamsceutical composition of the invention may be prepqred packaged, or soki In 8
formulation sultable for vaginel administration, Such a composition may be In the form of for example, a
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suppository an impregnaied or coated vaginally-inseriable materisl such as @& tampon 8 douche
preperation or gel or cream or a solution for vaginal inigation.

Msthods for impregnating or costing @ material with a chemical composition are known Iin the ar,
and include but are not Emied to methads of depositng or binding a chemical composliion onto a
surfece methods of incorporating & chemical composition inlo the structure of a material during the
synthesis of the material (le euch as with @ physwiogically degradable material) and methods of
absorbing an aqueous or olly soluion or suspension into an absorbent material with or without
subsequent drying

DOouche preparations or solutions for vagingl imgation may be made by combining the active
ingredient with @ pharmaceutically acceptable liquid carler As Is well known In the at, douche
preparaiions may ba administered using and may be packaged within, a delivery device adepted to the
veginal analomy of the sublect. Douche preparations may further comprise various addibonal ingredients
Including but not limited to, antiodidants antiblotics. antifungal agents and preservatives.

As usad herein, "parentsral administration” of a pharmaceutical composition includes any route of
administration characierized by physical breaching of a tissue of a subject and administration of the
phéarmaceutical composttion through the breach In the tissue Parenteral adminisiration thus includes. but
s not Iimited fo, administration of a pharmaceutical composition by Injection of the composition by
application of the composition through a surgical Incision by application of the composltion through a
tissve-penetrating non-surgical wound and the Fke. In paricular parenteral administration Is
contempiated to Include, but is not limitad 1o subcutanecus intreperitonsal, intremuscular Intrastermnal
injection, and kiiney dialytic infusion techniques.

Formulations of a pharmaceutical composition sultable for parenteral administration comprise the

active ingradient combined with a pharmaceutically eccepiable cerrier such as sierlle water or sterdiie
lsolonic saline Such formulations may be prepared, packeged or sold In a form sultabla for bolus
adminisimation or for continuous administration. Injectable formulalions may be prepared peckaged of
sold in unlt desage form, such as in ampules or In mulli-dose containers contalning a preservative.
Formulations for parenteral administration inciude, but are not Umiied o suspensions esolutions.
‘emuisions In olly or squecus vehicles pasies and implantabls sustalnedreloass or biodegradable
formuistions as discussed below Such formulstions may further comprise one or more additional
ingredients inciuding. bul not limited to, suspending stablizing or dispersing agents In one embodimant
of a formulation for parenteral administration the active ingredient ls provided In dry (Le. powder or
granular) form for reconstiution with a sultable vehicle (e.g sterile pyrogen-free water) prior to parenteral
adminlsiration of the reconstituted composition.

A composition of the present invention can be administared by a varlety of methods known in the
at. The route and/or mode of administration vary depending upon the desired results. The active
compounda can ba prepared with camers that protect the compound against rapid release such as a
conbolled releasa formulstion mcluding impiants, transdermal paiches and microencapsulated delivery
systems. Blodegradable, blocompatible polymers can be used such ss sthylene vinyl acetste,
polyanhydrides. polyglycolic acid collagen polyorthoesters, and polylactic acid Many methods for the
preparation of auch formulstions are described by @ g. Sustained and Conirofled Refease Drug Delivery
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Systems, J R Robinson, ed Marcel Dekker Inc. New York (1678) Phamaceutical composiiions are
preferably manufaciured under GMP conditions

The pharmaceutical compositions may be prepared, packaged or sold in the form of a sierlle
injeciable aqueous or olly suspension or solution This suspension or solution may be formuiaied
according to the known eit, and may comprise in addibon to the active ingredient, additional ingredients
such as the dispersing agenfs welling agents or suspaending agenis described herem. Such sterile
injectable formulations may ba prepared using a non-toxic parenterally-acceptable diluent or solvent, such
as weler or 1 3-butene diol for example Other acceptable diluents and solvents include bud are not
Imited to. Ringer's solution ksotonic sodium chiorkie solution and fixed olls such as synthetic mono- ar di-
glycerdes Qther parentsily-administrable formulstions which are useful include those which comprise
the sctive ingredient in microcrystaline form ‘n a llposomal preparetion, or @8 a component of a
blodegradable polymer systems Compositions for sustajned release or implaniation may comprise
pharmaceutically acceptable polymenc or hydrophobic materials such as an emulsion, an lon exchange
realn a sparingly soluble potymer or a sparingly soluble salt

Formuiations sullable for fopical administration include but are not iimited fo. liquid or semMiguid
pregerstions such as liniments, lotions, ol-Hn-water or waier-in-ofl emulsions such as creams. cintments or
pasies and solutions or suspensions Topically-administrable formulations may for example comprise
from about 1% to about 10% (w/w) active ingredient, although the conceniration of the active ingredient
may be as high as the solubility ImR of the active ingradiant jn the solvent. Formulations for topical
edministration may further comprise one or more of the additions! ingredients described herein.

A pharmaceutical composition’ of the invenfion may be prepared packaged or sokd in a
formulation sultable for pulmonery administration via the buccal cavity Such a foormutation may comprise
dry parikcles which comprise the active Ingredient and which have a diameter in the mange from aboul 0. &
to shout 7 nanometers, and preferably from sbout 1 to about 8 nanometers. Such compositions are
convenlently in the form of dry powders for administration using a device comprising a dry powder
resarvolr to which a stream of propellant may be directed to dispense the powder or using a salf-propaliing
solvent/powdar-dispensing container such as a device comprising the active ingredient dissoived or
suspended In a low-boling propeliant in a sealed contsiner Prafarably such powders comprise perticies
whereln at least 8% of the parficlea by weight have a diameter greater than 0.6 nanometers and at japst
85% of the particies by number have a diameter lsss than 7 nanometers. Mare prefarably ot least 85% of
the perticies by weight have a diameter greater than 1 nanomater and at least 80% of the particles by
number have a diamster less than 8 nanometars Dry powder compositions preferably include a solid fina
powder diluent such 88 sugar and are convenlently provided in & unit dose form.

Low bolling propeliants generally include Bquid propeliants having a bolling point of below 65°F at
stmospheric pressure  Generally the propellent may constitute 50 to 98.8% (w/w) of the composiion and
the active ingredient may constite 0.1 1o 20% (wiw) of the composition. The propellant mey further
comprisa additional ingredients such as 2 Gquid non-onic or solid anlonic surfactant or a sofid difuent
{preferably having a particie size of the same order as pariicies comprising the active ingrediant).

Phemaceutical compositions of the invention formulated for pulmonary delivery may also provide
the active ingredient In the form of dropleis of a solution .or suspension. Such formulations mey be
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prepared packeged or sokd as aqueous or dilute aicoholic solutions or suspensions, optionally sterile
comprising the active ingredient end may convenienly be adminisiered using eny nebultzetion or
atomizstion devica. Such formulations mey further comprise one or more additional Ingredients Inciuding
but not fimited to a flavoring agent such as saccharin sodium a voletile oll, & buffering agent, a surface
active agent, or a preservative such as methyhydroxybenzoste. The droplets provided by this routs of
administration preferably have an average diameter in the range from about 0. 1 to gbout 200 nanomeiers

The formulstions described herein as being useful for pulmonary delivary are also useful for
Intranasal delivery of a pharmaceulical composifion of the invention,

Ancther formulation suitable for intranasal administration Is a coarse powder comprising the
active Ingredient and having an average particle from about 0 2 to 500 micrometers. Such a formulation
s administered in the manner in which snuft Is taken, | e by rapid inhalation through the nass! passage
from a container of the powder held close to the nares.

Formulations suitable for nasal administration may for example, comprise from about as kttle as
0.1% (wiw) and as much as 100% (w/w) of the active ingredient, and may further comprise one or more of
the additional mgredients described harain.

A phammsceutical composition of the invention may be prepared packaged or sold in a
formulation sultable for buccal administration Such formulations may for example be in the form of
tablets or lozenges made using conventional methods. and may foruan'mh. 01 to 20% (w/w) active
ingredient, the balance comprising an omlly dissolvahle or degradable composition and optionally one or
more of the additional ingredients described herein. Altemnafely formulntions sullble for buccal
administration may comprise a powder or an aerosolized or atomized solution or suspension comprising
the aclive Ingredient Such powdered eerosolzed or aserosolizad formulations, when dispersed
preferably have an average particie or droplet size In the range from about 0 1 to about 200 nanometars
end may further comprise one or more of the additional ingredients describetd herein.

A phamaceutical compasition of the invention may be prepared. packsged or sold In a
formulation suitable for ophthaimic administration. Such formulations may for example be In the form of
eye drops Including for example a 0.1 1 0% (ww) solution or suapension of the aclive Ingredient in an
aqueaus or oily liquid carrler Such drops may further comprise buffering agents, salts or one or more
other of the additional ingredients described herein  Other ophthaimaimically-administrable formulations
which sre ussful include those which compiise the active ingredient in microcrystaline form or In @
liposomal preparstion.

As used herein, "sdditional ingredienis” inchude, but are not Imited to. one or mare of ihe
following: exciplents. surface ective agents, dispersing agents; inert diluents granulating and
disintegrating agents binding sgente lubricating agents sweetering agents flavoring agents, coloring
agenis, preservatives, physiologically degradable compositions such s gelatin aqueous vehicies and
solvents olly vehicles and soivents suspending egents. disperaing or welling sgents: emuisifying agents
demuicents buffers, saits, thickening agents, fllers emulsifying agenis, antinddants, antiblotics;
anlifungal egents stabilzing aegents and pharmaceutically acceptable polymeric or hydrophobic
materials Other "addRional Ingredients” which may be included In the pharmaceutical compositions of the
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invention are known In the art and described, for example In Remingion’s Phermacoutical Sclences,
Genaro. ed. Mack Publishing Co. Easton, PA (1985) which Is Incorporated herain by reference.

The anti-CTLA4/aromatase inhibiior active Ingredient combination of the Invention, can be
administered to an animal, preferably @ human Whie the precse dosage adminisiered of sach active
Ingredient will vary depending upon any number of faciors, including but not imlited to. the type of animal
and type of disease &tate baing freated, the age of the animai and the route of administrafion

The anti-CTLA4 antibody may be admmnmstered io an animal as frequently as several imes daily
or ik may be administered less fruquently such as once a day once a week once every two weeks once
@ month or even less frequently such as once every saveral months or even once a yesr or less The
frequency of the doss will be readily appavent to the skilied artisan and will depend upon any number of
faclors such as, but not limited to the types and severfty of tha disease being trestad, the type and age of
the.animal eic.

The aromatase Inhiblior preferably exemesiane may be administered to an animal as frequently
as saveral times daily or it may be administered less frequantly such as ance a day once a week, once
every iwo weeks once & month or even less frequently such as once every several months or even once
@ year of less. The frequency of the dose will be readly apparent fo the skiliad artisan and will depand
upon any number of factors, such a8 bul not limited to, the type and severity of the disease being treated
the type and age of the animal, eic.

The anllbody and aromatase can ba co-adminietered in thet they can be administered separately
on different dates or et different times of the day as well as simultanecusly or on the same date. Co-
administration thus encompasses any temporal combinetion of administration of the anilbody and the
sromatase nhibitor such that administration of the two sgenis mediates a therapeutic bensfit to the
patient that is deteciably greater than administration of elther agent in the absence of the other

An entbody-aromatase mhiblior combination of the invention may be co-adminisiered with
numerous other compounds (other antihormonal therapy aganis cytokines chemotherapsutic and/or
antiviral drugs among many others) Altematively tha compound(s) may be administered an hour, a day
@ week, a month, of even more, In advance of the antibody-aromatase Inhibitor combination, or any
pemnuiation theraof Further the compound(s) may be adminigtered an hour a day a week or even
more. after administrabion of radiation, stem cell transplant, or administration of any therapeutic agent
(e.g. cytokine, chamotherapeutic compound and the lke) or any permuiation thereof The frequency
and adminbiration regimen will be readlly apparent to the skiled artisan and wik depend upon any
number of factors such @8 but not limited to, the type and severlty of the disesse being treated the age
and health staius of the animal the identfly of the compound or compounds belng administered, the route
of administration of the various compounds and the (ka

Vi, Kits
The invention Includas various kits which comprise a themspeutically sffeciive amount of & human

ant-CTLAJ4 anitibody of the invention and & therapeutically offective amount of an aromatase Inhibitor
along with an appiicator and instructional matsriale which descsibe use of the combination to perform the
methods of the invention Although exemplary kits sre described balow the contents of other usefu kits

o
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will be apparent to the skiled artisan in light of the present disciosure Each of thesae kits s included within
tha invention.

The Invention includes a kit for treatment of breast cancer in a patient in need thereof The ki
mchides a human ant-CTLA# antibody of the mvention and at least ons aromatase inhibitor The Inhibior
encompasses but Is not iimied to. fulvestrani, anastrozole Istrozole and exemestane The kit further
comprises an applicator Including but not limited fo. a syringe. for administration of the components of
the kit 1o a patlent. Further the kR comprises an insiructional material setling forth the pertinent
information for the use of the kit to treat breast cancer In the patient.

More preferably the kit comprises at least one anfl-CTLAA antibody selected from an antibody
having the heavy and fight chaln amino acld sequance of antbody 411 481 4102 4131 4143
6111121 1161 1171 12311 12911 and 10D1 (MDX-010) even more prefemably the antibody
is an antbody having the heavy and light chain amino acxi sequence of antibody 4 131 1121 and 10D1
(MDX-010)

in one embodiment, the aromaiase Inhibitor Is st least one inhibitor selectsd from anastrozole
letrazole, and exemestane. More preferably the eromatase inhibitor Is exemestane.

The kit can comprise any number of add2ional agents for treatment of breast cancer Such agents
are sel forth previously and Include chemotherapeutic compounds cancer vaccines, signal fransduction
inhibiors. agents useful In treating abnormael cell growth or cancer antibodies or other ligands that inhibit
tumor growth by bindihg to IGF 1R, and cylokines. among many others

The Invention aiso relaies t0 an aficle of manufactre (eg. dosage form adapted for Lv
administration) comprising & human ant-CTLA4 antibody In the amount effective to treat cancer (e g. more
than 10 mg/kg =t least 15 mg/kg or 15 mg/kg) and & therapeutically effeciive amount -of an aromainse
inhiblor In certain ambodiments, the ariicle of manufaciure comprises & container or containers comprising
a human ant-CTLA4 aniibody the sromatiase inhibhor and a label and/or inatructions for use o treet
cancer

The Invention Is further described in detall by reference to the following experimentsl examples.
These examples are provided for purposes of lustration only and are not intended fo be limiing uniees
otherwise specified Thus, the invention should In no way be conetrued as being imited o the following
examples, but rather should be consirued to encompass any and all variations which becomae evident as
a result of the teaching provided herein.

postmenopauss) pationt

Patients having metastatic or locally advanced breast cancer with at least one lesion that can be
sccurately measured In two dimensions and whose size Is 2 2 cm x 't cm by conventional CT scen or = 9
cm x 1 cm by spirst CT scan were administered an [V Infusion (100 mUMr) of ant-CTLA4 entibodies as
describad herein. Prophylactic antl-emetics and antl.-diarrheals are givan as appropriate
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The treatment s rapeated after 28 days. Successive cohorts receive escalsting doses of the antl-
CTLA4 antibody dose sterting at 3 mg/kg and increasing to 8 mg/kg 10 mg/kg and 16 mg/kg every 28
days thereafler respechvely for maximum of 12 cycies In the absence of intolerable toxicity or disesse
progression

Preferably the patients are premedicated with antihistamine (H1) at least one half hour prior to
infusion of ant-CTLA4 Premedicstion s recommended but not required.

All patients receive exemestane as continuous onal dose of 25 mg per day of every 28-day cycle
Preferably exemestane Is taken at the same time each day

Doses are escalated using an accelerated litrstion design utilizing 8 dose-doubling schema with
3-8 subjects per cohort.  Wihn each new cohort there Is no required waling pariod between subjects.
Subsequent cohorts may not be opened unti] the firet subject ot the current dose level has been obeerved
for 21 daye and subsequent subjecis have been observad for 14 days.

The antibody Is provided in 10 mi clear giass vials with a rubber stopper and an aluminum seal.
Each vial contains 5 mg/mi (with a nominal fill of 60 mg/vial) of ani-CTLA4 antibody In a sterile aqueous
solution comprising 20 mM sodium acetate. 02 mg/mi polysorbate 80, and 140 mM sodium chioride at pH
55

For all patlents ECOG performance status. vital signs, and body weight are assessed pre-dose
and vital signs can be repeated post-dose. as clinically indicatad. A physical examination (including
ophthalmologic assessment and signs of autolmmunity) is performed on Day 1 Samples for hematology
panel (hematocrt, RBC count, WBC count, differential), chemistry (Akaline Phosphatasa, caicium
chioride, GGT LDH megnesium phosphorus, random giucose, sodium urea wic acid) winalysis
(blood, projein) others (activated pertial thrombopiastin time [APTT], prothrombin time (PT), autoantibody
panel, C reactiva protein, TSH T3 T4 amylase lipase serum C3 C4 sarum lg level) are obtalned

Baseline human ant-human antibody (HAHA) tier s determined and pharmacokinetic (PK)
specimen is obtained pre-dose.

The following endpoints are measured: PK parameiers HAHA, response rete end time to
progression. Time to progression and overall survival are caiculated using the Kaplan-Meier product Emit
method.

Preferably the ant-CTLA4 antlbody has the heavy and fight chaln amino acid sequences of at
least one antbody selected from 411 413.1 1121 and 10D1 More preforsbly the antihody has the
heavy and light chain amino acld sequences of 11 2.1

Three pstients were adminmtered ant-CTLA4 antibody (ticlilmumab) at 3 mgkg Al three
patients were administered exemestans at 25 g delly One patlent received two dosse of ant-CTLA4
every twenty-eight days and axemestane dally for 66 days. Cycle 2 siaging CT revealed a lung lealon not
preagnt at basellne. Also, the patient demonstreted new miki circumferential wall thickening involving the
terminal lleum distal descending colon and sigmold colon of uncertain eticlogy possible infecions or
Inflammatory The patient did not have a clinical history to explain these changes and the patient falt well
end wes clinically esympiomatic Na infaction was detected This patient want off-giudy for progression of
disease (PD)
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A second patient was adminisiered two cycles of ani-CTLA4 antibody and had approximately
fourteen (14) days of examestana therapy (25 mg delly) Following infisl ticimumsb dose, the pailant
reporiad some basefine lymphedema of the right arm that became somewhest worse then subsided. Also,
the patient reported transient, mid non-pruritic rash.

A third patient recslved one cycle of ticlimumab and approximataly twenty-eight days of daily 25
mg exemestane thus far On day twenty-eight routine labaratory studies detected Grada 1 elevatad ALP
and AST as well ss Grade 2 alovated ALT The patient was asymplometc. Therapy was placed on-hold
pending improvement of these laboratory values

These data suggest that patients treated with the combination of ticlimumab and exemestane
demonsirated biological activity

The disclosures of each and every patent, patent application and publication ciled herem are
hereby Incorporated herein by reference in thelr entirety

Whie the Invention has been disciosed with reference to speciic embodiments. &t ks apparent that
other embodiments and variations of this invention may be devised by others skilled in the art without
depariing from the irue spiit and scope of the invention The appended claims are Iintended to be
consirued to Include all such embodiments and equivalent variations
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1 A mathod for the treatment of breast cancer In a patisnt in need of such trestment, said

methed comprising administering to eaid petient a therapeutically effective amount of en ant-CTLA4
antibody or antigen-binding portion thereof In combination with s therapeutically effective amount of an
aromatase inhibitor
2 The method of clsim 1 wherein saki aromatase inhibitor Is st lesst one inhibitor selectsd
from the group consisling of anastraxols leptrozole, and exemestans.
3 The method of claim 2 wherain sald aromatase inhibltor ls:axameatans.
4 The method of claim 3 wherein saki therapeutically effective amount of a humen anti
CTLA4 antlbody amount ranges from about 1 mg/kg to 40 mg/kg
] The method of clasn 4 wherein said tharapeutically effective amount of @ human anti-
CTLA4 antibody emount ranges from about 3 mg/kg to 15 mg/kg
-] The method of claim 3 wherein sald therapeutically effective amount of axemesiane
ranges from about 25 mg per day i 200 mg per day
7 The method of claim 8 wherein said therapeuiically effective amount of exemestane is
about 26 mg per day
8 The method of claim 1 wherem sald freatment s selected from the group consisting of a
necadjuvant therapy an adjuvent therapy a first line treatment, & second line treatment, and a third ine
trestment.
8 The method of claim 1 wherein sald antibody Is selected from a group consisting of a
non-human mammallan antibody a chimaeric antibody and a human antibody
10 The method of claim 0, wherenn sald antibody is & human antibody
" The method of claim 1 wherein said anti-CTLA4 antibody or antigen-binding portion
thereof s at least one antibody selecied from the group consjsting of
()) @ human aniibody having @ binding affinity for CTLA4 of about 10° or greater
and which inhibiis binding between CTLA4 and B7 1 and binding belween CTLA4 end B7-2
' (b) 8 human antibody having an amino acki sequence comprising at lsast one
human CDR sequence thet comesponds to a CDR sequence from an aniibody aelected from the group
corisisting of 4.11 48.1 4102, 4.13.1 4143, 611 1121, 1161 1171 12311 12911 ad
10D1 '
(©) @ human anflbody having the heavy and light chain amino acid sequences of an
antibody selected from the group consieting of 4.11 48.1 4.10.2 4.13.1 4143 0.11 1121 116.9
1M71 12311 and 12011
(d) @ human antibody having the amino aciki sequences of a heavy chain variabla
region and a light chain varlable reglan of en antibody selected from the group consisting of 4 11 48 1
4102 4131 4143,611 11.21 1181 1171 42311 12811 and 10D1
(e} an antibody or entigen-binding portion thereof that competss for binding with
CTLA4 with at least cne antibody having the heavy and light chain amino ackl sequences of an antibody
selectad from the group conslsling of 411 481 4102 4131 4943 611 1121 1181 1171
12311 12911 ond 10D1 and
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() an antibody or antigen-binding portion thereof that cross-competes for binding
with CTLA4 with st least one antibody having the heavy and Bght chain amino acld sequences of an
antbody selected from the group consisting of 411 48.1 4102 4131 4143,611 1121 1181
1171 12311 12911 and 10D1

12, The method of claim 1 wherein sald antibody is 2 human antbody having the heavy and
fight chain amino acld sequences of antbody 11 2 1

13 The methad of claim 1 wharein sakd antibody comprises a heavy chain and a light chain
wherein the amino acki sequences of the heavy chain variable ragion of sald heavy chain and the flight
chain vanable region of sald Eght chain are selected from the group consisting of

(a) the amino acld sequence of SEQ D NO 3 end the amino acid sequence
of SEQIDNO @

(b) the amino acld sequance of SEQ 1D NO 16 and the amino acid seguence
-of SEQ 1D NO-21

{c) the amino scid sequence of SEQ 1D NO 27 and tha amino ecki sequenca
of SEQ ID NO 33

(d) the amino acid sequence encoded by the nucleic acid sequence of SEQ
ID NO-1 and the amino acid sequsncs encoded by the nucielc acld sequence of SEQ ID
NO7

(e) the amino acid sequence encoded by the nucielc acki sequence of SEQ
1D NO 13 and the amino acki sequence encoded by the nucieic acid sequence of SEQ ID
NO 18

(9] the amino acld sequence encoded by the nucielc acld sequence of SEQ
ID NO-25 and the amino acld sequence encoded by the nuglelc acld sequance of 8EQ ID
NO.31

® the- amino acid sequence of @ haavy. chain variable region and a Hght
chain variable region of antibady 10D1

14 The method of ¢ialm 1 wherein said antlbody or antigen-binding portion thereof Is an
antibody selected from the group consisting of

(a) an enfibody having a heavy chain variable region comprising the amino ackl
sequences set forth in S8EQ ID NO.4 SEQ ID NO 5, and SEQ ID NO§ and further having & light
chein variable region comprising the amino acid sequencas set foith in SEQ ID NO 10 SEQ ID
NQ-11 and SEQ ID NO 12

(b) an antbody having a heavy chain variable region comprising the amino aciki
sequences set forth In SEQ ID NO 18 SEQ ID NO-17 end SEQ ID NO 18 and further having &
ight chain variable reglon comprising the amino acid sequences set forth In SEQ 1D NO:22 SEQ
ID NO:23 and SEQ ID NO:24
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(c) an antbody having a heavy chain variable region compirising the amino acld
sequences set forth In SEQ ID NO'28 8EQ ID NO:28 and SEQ ID NO"30 and further having a
light chain variable reglon comprising the amino acid sequences set forth in SEQ ID NO 34 SEQ
ID NO 35 and SEQ ID NO 36, and

(d) en antbody having @ heavy cheain variable region comprising the amino acld
sequances of the heavy chain COR1 CDR2 and CDR3 of antibody 10D1 further having a fight
chain variabie reglon comprising the amino acid sequences of tha light chaln COR1 CDR2 and
CDR3 of antibody 10D1

15 The method of claim 1 sald method further comprising administering to sald patient at
least one agent selected from the group consisting of an akylsting agent, a folate antagonnt, a pyrimidine
antagonist, an anthracycline antibiotic, 8 platinum compound a taxane a vinca alkalold, & camptothecin
analog & tolHike raceptor stimulating agent, a hest shock protein-baged tumor vaccne an entigen
prezeniing cell-based therapy a mammalian iarget of rapamycin inhiblior an erbB2 inhibilor an EGFR
inhbitor a VEGF mhblior s VEGFR Inhibllor an anglogenesis inhibitor an antbbody an
immunomodulsior @ salective estrogen receptor modulator a cytokine a tumor vaccina an
antiproliferabve agent, an immune costimulatory molecule, and a cyiokine.

18 A pharmaceutical composition for the treatment of breast cancer comprising:
a therapeutically effective amount of an ant-CTLA4 antihody

a therapeutically effeciive amount of an aromatase inhibitor and

@ pharmaceutically acceptable carrler

17 The pharmacautical composition of claim 16, whearein said aromatase inhiblior Is at least
oné srometase inhiblior selected from the group consisting of anastrozole letroxole and examestane

18. The pharmacsutical composition of cieim 17 wherein said aromeimse inhibitor Is
axemesiana,

10 A use of an amount of an anti-CTLA4 antibody In the preparstion of a composition for the
treaiment of breast cancer In a patient whersin sald treatment further comprises adminiatering to esild
patient an amount of an aromataaas inhibior

20. The usa of claim 19 wherein saxi aromatase inhibitor |s exemestane and further wherein
sald antibody is 8 human antbody having the heavy and light chain vanable region amino acld sequences

of antibody 11.2. 1
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4 1 1 Heavy Chain cDNA (SEQIDNO 1)
atggagtttg ggctgagctg ggttbttcete gttgotettt teagaggtgt ccagtgtcag 60
gtgcagetgg tggagtctay gggaggcgty gtocagoctg ggaggtcoct gagactctec 120
tgtgtagegt ctgguttcac cttcagtage catggoatge actgggtccg ccaggetcca 180
ggcaagggoce tggagtgggt ggcagttata tggtatgatg gaagasataa atactatgca 240
gactccgtga agggocgatt caccatctce agegacaatt ceaagaacac getgtttetg 300
caaatgaaca gcctgagagc cgaggacacg gectgtgtatt actgtgepamg aggaggtcac 360
tteggtectt ttgactactg gggcoaggga accctggtoa cogtcteoete ageoctecacce 420
aagggcecat cggtcttcee cctggegoce tgetceoagga geacctocga gagcoacageg 480
gcectggget geetggtcaa ggactactcce cocogaaccgg tgacggtgte gtggaactcea 540
ggcgetotga ccageggcgt gcacacctte ccagetgtcc tacagtcetc aggactctac 600
tecctcagea gogtggtagac cgtgecctec ageaacttcg geoacccagac ctacacetge 660
aacgtagatc ACAaagCcccag CABCACCAmg gtggacaaga cagtigagcg caaatgtigt 720
gtogagtgee caccgtgcce agcoaccacct gtggcaggac egtcagtett cctettecec 780
ccasstaccoa aggacacoct catgatetce cggactocty aggteacgtg cgtggtgoty B40
gacgtgagce acgaagacce cgaggbtccag ttcaactggt acgtggacgg cgtggeogtg 900
cataatgcca agacasagoec acgggaggag cagttcaaca geacgttceg tgtggtcage 560
gtectcaccg ttgtgcaccs ggactggetg aacygoaagg agtacaasgtg ceagatctcc 1020
sacaaaggec tcecagooce catogaghas accabctcca asaccasagg goagccocgl 1080
gaaccacagg tgtacaccct gcccccatce cgggaggaga tgaccaagas ccaggtcagc 1140
ctgacctgee tggtcaaagg cttctaccdce agogacateg ccgtggagtg ggagageaat 1200
gygcagocyg agaacaacta caagaccaca cctcoccatge tggactcega cggetectte 1260
ttcctetaca goaagetcoac cgtggacaag agoaggtgge agoaggggas cogtcttetca 1320
tgctcocgtge tgcatgagge totgcacaac cactacacge sgaagagoct ctccctgeiet 1380

FIGURE 1A

4 1 1 Heavy Chain Protein (SEQ ID NIO 2)

A

MEFGLEWVFL VALLRGVOCQ VQLVESGG GV VOPGRALRLS CVABGFTFSS HGMHWVROAP 60

GKALEWVAVI WYDGRWKYYA DEVEGRFTIS RDNEKNTLFL. QMNSLRAEDT AVYYCARGGH 120
FGPFOYROOG TLVIVBSARET KGPSVFPLAP CORETSESTA ALGCLVEKDYF PEFVIVEWNA 80
GALTSGVHTF PAVLO] §8GLY SLEEVVTVPS SNFGIQTYTIC NVDHKPENTIC VDKTVERKCC 240
VECPPCPAPP VAGPSVFLFP PKPKDTLMIS RTPEVICVVV DVEHEDPEV] FNWIVDGVEV 300
QFNSTFRVVS VLTVVHUDNL NGEKEYKCEVS FEKGLPAFIEK TISXTKGOFR 360
EFQVYTLPPS REENTKNOVE LTCLVEGFYP SDIAVEWESN GOPENNYKIT PPMLDSDGBY 420
FLYSKLTVDK SRNQOGNVFS COVMAEALHM HYTOKSLSLS PGK 463

FIGURE 1B
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atggaaaccc
gaaattgtgt
ctctectgea
cctogccagy
gacaggttca
cctgaagatt
CRAgQJACCR
ccatétgatg
tatcccagag
caggagagtyg
acgctgagca
ggectgaget

METPAQLLFL LLLWLPDTTG EIVLT[OSPGT LOLSPGERAT LECRASQSIS SSFLANYQOR

e
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4 1 1 Light Chain cDNA (SEQ ID NO 7)

cagcgcaget
tgacgcagte
gggcecagtea
ctoccongget
gtggcugtgy
ttgcagtgta
aggtggaaat
agcagttgaa
aggccanagt
tcacagagen
asgcagacta
cgoccgtcac

tctettecte
tceaggeoace
gagtattage
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
caaacgaact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
coagARaCaC
aaagagette

ctgctactct
ctgtctetgt
agceagettet
ggtgcatcea
gacttecacte
cagtatggta
gtogctgeac
gcetotgttg
gtogataacg
gacagcacct
aaagtctacg

ggctcccaga
ctccagggga
tagectgata
gcagggccac
tcaccatcag
ccteaccctg
catctgtctt
tgtgectget
ccctecaate
acagecctcag
cctgogaagt
agtgttag

FIGURE 1C

taccaccgga
aagagccace
ccagcagaga
tggcatccea
cagactggag
gacgttegge
catecttcceg
gaataactie
gagtaactce
cagcaccctg
cacccatcag

4 11 Light Chain Protsin {SEQ ID NO 8)

PGOAPRLLIY GASSRATGIP DRFEGSGSGT DFTLTISMLE PEDFAVYYCQ QYGTSPWTFG

QGTXVEIKRT VAAPSVFIFP PHDEQLKGGT ASVVCLLINF YPREAK]VOWK VDNALOSGHSH

QESVTEQDSK DSTYBLEATL TLSKADYEKH KVYACEVIHD GLSSPVTKSF NRGEC

FIGURE 1D

60
la2c
lao
240
300
360
420
4180
540
600
660
708

60

120
180
235
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4 13 1 Heavy Chain DNA (SEQ ID NO 13)

caggtgeagc tggtggagtc tggogqgaggc gtggtecage ctgggaggtc cctgagacte 60

tcctgtgecag ogtctgyatt caccttcagt agtcatggea tccoactgggt ccgocaggek 120
ccaggecaagyg ggctggegtg ggtggcagit atatggtatg atggeagaaa taaagactat 180
gcagactceqg tgaagggeoeg attcaccatc tocagagaca attccahgaa cacgetgiat 240
ttgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggetgtgt attactgtgce gagagtggec 300
ccactggggce cacttgacta ctaggggccag ggaaccectgg tcacegtetc ctomgectec 360
accaagggec categgtctt cccectggeqg ccctgocteca ggagecacctc cgagagcaca 420
geggeectgg getgoctggt caaggactac ttccceganc cggtgacggt gteogtggaac 480
tcaggcgetc tgaccagogy cgtgcacace ttcccagetg toctacagtc cteaggacte 540
tactccctca goageogtggt gaccgbgocc tccagcaact tcggcaccea gacctacacc 600
tgcaacgtag atcacaagee cagcaacacc aaggtggaca agacagttga gcogcaaatgt 660
tgtgtcgagt gocecaccgtg cccagcaccea cctgtggoag guccgtoagt cttcctetice 720
CCCCCAAlAC CCRAGGACAC cctcatgate tcecggacee ctgaggteac gtgogtggtg 780
gtggacgtga goccacgaaga ccocogaggtc cagttcaact ggtacgtgga cggcgtggeg 840
gtgcataatg cocaagacaaas gccacgggag gageagtica acageacgtt cogtgtggte 900
agcgtcctca ocgttgtgca ccaggactgg ctgaacggca Aggagtacaa gtgoaagqgtce 960
tccaacaaag gcctcccage ccccatcgadg aaaaccatcet ccaaaa¢caa agggoagoce 1020
cgagaaccac aggtgtacac cctgocccea tccogggagyg agatgaccaa gaaccaggte 1080
agcctgacct gectggtcas aggcttctac cccagegaca tegeogtgga gtggoagage 1140
aatgggcagc cggagsacaa ctacaagacce acacctececa tgectggactc cgacggetcee 1200
ttecttectect acagcaaget caccgtggac aagagcaggt ggcagcaggg gascgtctte 1260
tcatgctcog tgatgeatga ggetctgocac aaccactaca cgcagaagag cctetecctg 1320
toctcegggta aatga 1335

FIGURE 2A

4 13 1 Heavy Chain Protein (SEQ ID NO 14)

QVOLVESGGG VVQ[PORSLRL SCAAEBGFIFE SUGTHNVRQA FORGLEWVAY INYDGRNKDY
ADSVXGRFTI ORINSKNTLY LOMNSLRAED TAVYTCARVA PLGPLDYWGO GTLVIVEAAS
TEGPSVFPLA PCHRSTSBEST AALOGCLVEDY FPEFVIVEWN SGALTS]GVAT FPAVIQSG6GL
YSLEGVVIVP SONFGTOTYIT CNVDHEPSNT KVDKIVERKC CVECPFCPAP PVAGPESVFLEF
PPXPEDTLMI SRIPEVICVY VDVEHEDFEV (QFINYVDGVE VANAKIEPRE EQFNSTFRVV
SVLTVVHQDN LEGKEYECKY SNKGLPAPIE KTISKIXGOP REPOQVYTLPF SREENTKNOV
SLTCLVEGFY PADIAVENES NUQPEMNYET TPMMLDSDGS FFLYSKLTVD KSRWQO@HVF
SCEVMHEALH REYTOKSLSL SPGK

FIGURE 2B

60
120
180
240
300
360
420
444
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4 13 1 LUight Chain DNA (SEQ ID NO 19)

gasattgtgt tgacgcagtc tccaggcace ctgtottigt ctccagggga
ctctectgea gggccagtca gagtgtoage agctacttag cetggtacea
ggccaggetc coaggotoct catctatggt geatecageoa gggecactgg
aggttcagtg goagtgggtc tgggacagac ttcactotca ceatcagcag
gaggattttg cagtgtatta ctgtcaacag tatggtaggt caccattcac
gggaccaaag tagatatcaa gegaackgig gotgoaccat ctgtettcat
tctgatgage agttgaaatc tggaactgee tctgttgtgt gectgctgas
cccagagagg ccaaagtack gtogaaggty gataacgece tccaatoggg
gagagtgtca cagagcagga cadcamsggec agceacctaca gectcagoag
ctgagcaaag cagactacga gaaacacasa gtcotacgect geogasgtcac
ctgagctoge cogtcacaaa gagcttcaac aggggagagt gttag

FIGURE 2C

PCTAB2005003307
sagagccace 60
geagasacct 130
cateccagac 1s0
actggagcet 240
tttecggeect 300
cttececegeoca 360
taacttctat 430
taactcccag 400
caccctgacg 540
ccatcaggge 600

645

4 13 1 Light Cham Protein (SEQ ID NO 20)

EIVLT[QSPGT LSLSPGERAT LSCRASQSVE SYLAWYQQKP GOAPRLLIYG ASSRAYGIPD
RFSGEGSGTD FTLTISRLEP EDFAVYYCQQ YGRSPFIFGP CTEKVDIERTV AADSVFIFPR

FDROLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVOWKV D] NALQSGNSOQ ESVTEQDSXD STYSLSSTLT

LEKADYEXHK VYACEVTHOG LSSPVIKEFN RGEC

FIGURE 2D
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86
112 1 Heavy Chain DNA (SEQ ID NO 25)
atggagtttg goctgagctg ggtittcete gttgetctbt taagagotgt ccagtgtcag 60
gtgcagetgg tggagtctgg gggaggogty gtccagectg ggaggtcect gagactetec 120
tgtgeagegt ctggattcac cttcagqtage tatggeatge actgggtecg ccaggotoces 180
ggcaagggge tggagtgggt ggcagttata tggtatgatg gasgtaataa atactatgea 240
gactcegtga agggecgatt caccatctcoc agagacesatt ccaagaacac gotgtatetg 300
caaatgamca gcctgagage cgaggacacg goetgtgtatt actgtgogag agatccgagg 360
ggagctacees tttactacta ctactacgot atggacgtcet ggggecasgg gaccacqogte 420
accgtetcect cagectocac caagggecea teoggicttoee coctggegec ctgotcomgg 480
agcacctcog agagoacage ggccctoggge tgectogtca aggactactt ccoccogaaceg 540
gtgacggtgt cgtggaactc aggcgctctg accageggeg tgcacacctt cccagetgtc 600
ctacagtcct caggactcta ctecccteage agegtggtga ceqtgecctc cagcaactte 660
ggcacccaga cctacacctg caacgtagat cacaagecca gcsaciccaa ggtggacaag 720
acagttgage gcaaatgtty tgtegagtge ccaccgtgee cageoacceacc tgtggeagga 740
ccgteagtet teoctcttece cecaaaacee maggacaccee tcatgatcte ccggaceccet 849
gaggtcacgt gcatggtggt ggacgtgage cacgasgacc cogaggtcca gttcaactgg 900
tacgtggacg gegtggaggt goatantgec aagacaaage CAcgggagga gcagtrcsac 960
agcacgttec gbgtggtcag cgtcctocace gtigtgoace aggactgget gaacggceaag 1030
gaytacaagt gCoaaggtclic cracaiaggc ctcccocagocc CCAtCOagad aaccatctcc 1080
BAAACCARAG OUCAgCCCCH agaaccacag gtgtacacce tgeccccate cogggaggag 1140
atgaccaaga accaggtcag cctguacctge ctggtcaaag gettctacec cagegacate 1200
gecegtggagt gggagagcaa tgggcagecg gagaacaact ACBAgACCAC Acctccocatg 1260
cr..glctceg acggctcctt cttcctctac mgoangcotca cogtggacasa gageaggtgg 13320
cagcagggga acgtotictc atgcteegtg atgcatgagg ctctgeacas ccactacacg 1380
cagaagagce tetcectgtc tccgggtaaa tga 1413
FIGURE 3A

QVULVERGG [G VVQPARSLRL BC

11.2 1 Heavy Protein (SEQ ID NO.26)
PAKALENVAY_IWYDGSNKYY

ADEVNURFTI SRONSKNTLY LOMNELRAED TAVYYCARDP RGATLYYYYY GMDVWOQGTT

VIVESASTXG PSVFPLAPCS RETSEETAAL GCLVEDYFPR PVIVEWNSGA LTBGVH)TFPA

VLOSSGLYSL: SSVVIVPSSN FQTQTYTCRV DRKPSNTKVD KTVERRCCVE CPPCPAPPVA
GPEVFLFPPK PXDTTMISRT PRVICVVVDV SHEDPRVOFN WYVDGVEVEN AKTKPREEQF
NOTFRVVEVL TVVRQDWING KEYKCKVENK GLPAPIEKTI SKYKGQPREP QVYTLPPERE

ENTEVALT CLVKGFYPSD IAVEWEENGQ PENNYXKITPP MLDSDGEFFL YSKLTVDKER

WOOGNVFSCE VMHEALANHY TQKELELEPG X

FIGURE 3B
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atggacatga
agatgtgaca
gtcaccatea
aaaccaggga
ccatcaaggt
caacctgaag
ggccctggga
ccgeeatctg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggectga

RFSGSGBGTD FTLTISELQP EDFATYYCQQ YYETPFTFGP GTEVEIKRTV AAPSVFIFFP
SDEQLKEGTA SVVCLIMNFY PREAKVIQWXV DMALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT

gggtceccege
tccagatgac
cttgceggge
asgcccctaa
tcagtggeag
attttgcanc
ccaaagtaga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
gctegeocogt

PCT/IB2005903307

11 2 1 Light Chain DNA (SEQ ID NO 31)

tcagetectg ggpctoctge
ccagtctcca tectcoctgt
aadgtcagagc attaacagct
actcctgatc tatgetgeat
tggatctagg acagattiea
ttactactg:t cascagtatt
astcaaacga actgtggetg
gaaatctgga actgcctekg
agtacagtgg aaggtggata
gCAQQACAgC Adggacagce
ctacgagaaa cacaaagtct
cacaaagagc ttcaacaggy

tactctgget
ctgeatctgt
atttagattyg
ccagtttgca
ctcteaccat
acagtactcc
caccatctgt
ttgtgtgeect
acgcccetcoa
cctacagect
acgcctgega
gagagtgtta

FIGURE 3C

cegaggtgec
aggagacaga
gtatcagcag
aagtgggqtc
cagcagtctg
attcacttte
ctteakette
gctgmataac
atcgggtaac
cagcagcace
agtcacccat
gtga

11 2 1 Light Chain Proteln SEQ ID NO 32
DIQMTQE [PES LSASVGDRVT ITCRASQSIN SYLDWYQOKP GKAPKLLIYA ASS

LBRKADYEKHK VYACEVIHQG LOSPVIKHFN RGEC

FIGURE 3D
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<110>

PC32619A ST25 txt

SEQUENCE LISTING

PFIZER PRODUCTS INC

Gomez-Navarro, Jesus

<120>

Breast Cancer

PC32

2005

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<21l1>
«212>
<213

<400> 1
atggagtttg

gtgcagctgg
tgtgtagcgt
ggcaaggggc
gactccgtga

36

1
1392

Caaatgaaca
ttcggtectt
aagggcccat
gccctggget
ggcgctctga
tcectcagea
aacgtagatc
gtcgagtgec
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaaggcc
gaaccacagg
ctgacctgce
gggcagecpg
ttcctctaca
tgctccgtga

619A

no to be assigned

-10-07

Us 60/624,856
2004-11-04

DNA
Homo sapiens

ggctgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtoggt
agggcegatt
gcctgagage
ttgactactg
cggtcttcce
gcctggtcaa
ccageggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
caccgtgeec
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
ttgtgcacca
tcccageccc
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc

PatentIn version 3 3

ggttrtccte gttgctettt
@9gaggcgtyp gtccagcctg
Cttcagtagc catggcatge
ggcagttata tggtatgatg
caccatctec agagacaatt
cgaggacacg gctgtgtatt
gggccaggga accctggtca
cctggegeec tgetccagga
ggactacttc cccgaaccgg
gcacaccttc ccagetgtce
cgtgcectce agcaactteg
caacaccaag gtggacaaga
agcaccacct gtggcaggac
catgatctcc cggacccctg
cgaggtccag trcaactggt
acgggaggag cagttcaaca
ggactggctg aacggcaagg
catcgagaaa accatctcca
gcccccatce cgggaggaga
cttctacccc agcgacatcp
caagaccaca ccrcccatgce
cgtggacaag agcaggtggc

tctgcacaac cactacacgce
Page 1

taagaggtgt ccagtgtcag
ggaggtccct gagactctcc
actgggtccg ccaggctcca
gaagaaataa atactatgca
ccaagaacac getptttcetg
actgrgcgag aggaggtcac
ccgtctecctc agectocace
gcacctccga gagcacageg
tgacggtgtc gtggaactca
tacagtccte aggactctac
gcacccagac ctacacctgc
cagttgagcg caaatgrtgr
cgtcagtctt ccrettccce
aggrcacgtp cgtggtogty
acgtggacgg cgtogaggto
gcacgttccg tgtggtcagc
agtacaagtg caaggtctcc
aaaccaaagg gcagccccga
tgaccaagaa ccaggtcagc
ccgtppagtg ggagagcaat
tggactccga cggetcctte
agcaggggaa cgtcttctca
agaagagcct ctcccrgtct

CTLA4 Antibody and Aromatase Inhibitor Combination Treatment For

120
180
240
300
360
420
480
540

660
720
780
840

960
1020
1080

1200
1260
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1380
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ccgggtaaat ga

<210> 2

<211> 463

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Glu Phe Gly Leu Ser
1 5

val GIn Cys GIn val GlIn

20
Pro Gly g;g Ser Leu Arg
Ser Ser His Gly Met His
50
Glu Trp val Ala val Ile
65 70
Asp Ser val Lys g}y Arg
Thr Leu Phe Leu GIn Met
100
r Tyr Cys Ala Arg Gl
Tyr Ty 35 g aly
Gln G'Ig Thr teu val Thr
13
val Phe Pro Leu Ala Pro
145 150
Ala Leu Gly Cys Leu val
165

Ser Trp Asn Ser Gly Ala
P 180

val Leu GIn Ser Ser Gly
195

PCI2619A ST25 txt

Trp val pPhe
Leu val Glu
25
Lev Ser Cys
40 &
Trp Val Arg
55
Trp Tyr Asp
Phe Thr Ile
Asn Ser Leu
105
Gly His Phe
120
val Ser Ser
135

Cys Ser Arg

Lys Asp Tyr

Leu Thr Ser
185

Leu '{65 ser

215

Pro gg ser Asn Phe Gly Thr GIn Thr

Lys Pro Ser Asn Thr L!s
2!5 230

val Asp Lys

Leu val
10

Ser Gly
val Ala
GIn Ala
T 45
ga.r Arg
Arg Ala
Gly Pro
Ala Ser
Ser Thr

155

Phe Pro
170

Gly val
Leu Ser
Tyr Thr

Thr val
235

Page 2

Ala Leu Leu Arg G
159 y
Gly Gly val val GIn
y Gly 4
ser Gly phe Thr Phe
45
Pro Gly Lys Gly Leu
&6 y Ly y
ASn Lys Tyr Tyr Ala
ys Tyr Ty 80
ASp ASn Ser Lys Ash
P 4
Glu Asp Thr Ala val
110
Phe As r Trp Gl
12? Tyr Trp Gly
Thr Lys Gly Pro Ser
140 4 y
ser Glu ser Thr Ala
160
Glu Pro val Thr val
175
His Thr Phe Pro Ala
190
Ser val val Thr val
205

12:!3 Asn val Asp His

Glu Arg L
u Arg ysqs%
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val Glu Cys Pro Pro Cys Pro
y 248

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
260

Pro Glu val Thr Cys
275 i

val G1n pPhe Asn Trp Tyr val
290

Thr Lys Pro Arg Glu
305 Y

val Leu Thr val val
325

Cys Lys val Ser Asn
ys Ly 340

Ser Lys Thr Lys Gl
y 355 Y y

Pro Ser Arg Glu Glu
370 ro

val Lys Gly Phe Tyr
yes y. y Ty

Gly GIn Pro Glu Asn
405

Asp Gly ser Pha Phe
poly 420

Trp GIn GIn Gly Asn
P 435

His Asn His Tyr Thr
450

<210> 3

<211> 167

<212> PRT

<213> Homo Ssapiens
<400> 3

Gly val val GIn Pro
1 5

Gly phe Thr phe Ser
y Th e

val val

295
Glu GIn
310
His Gln
Lys Gly
Gln Pro
Met Thr

375
Pro Ser
390
Asn Tyr

Leu Tyr

val Phe

b

Gly Arg

Ser His

PCT/TB200N003307

PCI2619A ST25 txt
Ala Pro Pro val Ala Gly Pro Ser val
250 255

Lys Asp Thr
ys 588
val Asp val
280
Asp Gly val
Phe Asn Ser
Asp Trp Leu
P 330
Leu Pro Ala
345
Arg Glu Pro
360
Lys Asn GIn
Asp Ile Ala
Lys Thr Thr
ys 410
Ser L Leu
i
Ser Cys Ser
440 4

Ser Leu Ser

Ser Leu Arg
10

Leu

Ser

Glu

Thr

315

Asn

Pro

GIn

val

val

Thr

val

Leu

Leu

Met Ile Ser Arg Thr
270

His Glu Asp Pro Glu
285
val His Asn Ala Lys
300
Phe Arg val val Ser
320
Gly Lys Glu Tyr Lys
y Ly ;!5 y
Ile Glu Lgs Thr Ile
3%0
val Tyr Thr Leu Pro
3
Ser Leu Thr Cys 1ieu
380 o
Glu Trp Glu Ser Asn
400
Pro Met Leu Asg Ser
41
val Asp Lys Ser A
o

Met His Glu Ala Leu
445

Ser Pro Gly Lys
460

ser Cys val Ala Sser
< 15

Gly met His Trp val Arg Gin Ala Pro
25 30

Page 3

#
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PCI2619A ST25 TXt

PCT/IB2003/003307 }Z
2

Gly Lys g}y Leu Glu Trp val ﬂa val Ile Trp Tyr :gp Gly Arg Asn

Lys Tyr Tyr Ala Asp
s

ASn Ser Lys Asn Thr
65

Asp Thr ala val ar

ser
Leu
70

Tyr

\srg'l Lys Gly Arg Phe 'Egr Ile Ser Arg Asp

Phe Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
75 80

s Ala Arg Gly Gly His Phe Gly Pro Phe
Cy g 90’ y y 95

As r Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr
P Ty P 105 y 105 110

Lys Gly Pra Ser val

y y 115

Glu Ser Thr Ala Ala
130

Pro val Thr val ser
145

Thr phe pPro Ala val
165

<213> Homo sapiens
<400> 4

Gly Phe Thr Phe Ser
1 5

<210> 5

<«211» 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 5

val I1le T r As
! rp Ty asP

210> 6
<11> 9

PRT
<213> Homo sapiens
<400> &
Gly Gly His Phe Gly
1 Y S

<210> 7
<211> 708

Phe

Leu

Tr
15

Leu

Ser

Gly

Pro

Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser
120 i 12"?

Gl s Leu val Lys As r Phe Pro Glu
13! < y 148 T

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His
155 160

Gin

His Gly Met His
10

Arg Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser val
9 y BTY p -

Phe Asp Tyr

Page 4



WO 2006048749
<212> DNA
<213> Homo sapliens

<400> 7
atggaaaccc cagcgcagcet

gaaattgtgt rgacgcagtc
ctctcctgea gggecagtca
cctggecagg ctcccagget
gacaggttca gtggcagtgg
cctgaagatt ttgcagtgta
caagggacca aggtggaaat
ccatctgatg agcagttgaa
tatcccagag aggccaaagt
caggagagtg tcacagagca
acgctgagca aagcagacta
ggcctgaget cgecegtcac
215 23

:%%32; :gu sapiens

<400> 8

PCT/IB2005N003387

PC32619A ST25 txt

tctcttcctc ctgetactct ggetcccaga taccaccgga
tccaggcace ctgtctttgt ctccagggga aagagecace
gagtattagc agcagcttct tagcctggta ccagcagaga
cctcatctat ggtgcatcca gcagggecac tggcatccca
gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag
ttactgtcag cagtatggta cctcaccctg gacgttcgpe
Caaacgaact gtggctgcac catctgtctt catcttccep
atctggaact gcctctgtig tgtgectgct gaataacttc
acagtggaag gtggataacg ccctccaatc gggtaactcc
ggacagcaag gacagcacct acagcctcag cagcaccctg
Cgagasacac aaagtctacg cctgcgaagt cacccatcag

aaagagcttc aacaggggag agtgttag

Met Glu Thr Pro Ala Glin Leu Leu Phe Leu Leu Lev teu Trp Leu Pro
1 5 10 15

Asp Thr Thr Gly Glu Ile val Leu Thr GIn Ser Pro Gly Thr Leu Ser
20 25 30

Leu Ser l;rs'o Gly Glu Arg Ala Poir Leu Ser Cys Arg :}a Ser Gln Ser

Ile gsr Ser Ser Pha Leu g}a Trp Tyr Gln Gln egg Pro Gly GIn Ala

Pro Arg Leu Leu XIle Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro
g5’ A0 Lt Sk 750 y

ASp Arg Phe Ser t‘;;y Ser Gly Ser Gly ;gr Asp Phe Thr Leu Thr Ile

95

Ser Arg Leu Glv Pro Glu Asp Phe Ala val Tyr Tyr Cys GIn GIn Tyr
rg 00 P 05 Tyr TYr Cy $i0 Ty

Thr Ser pro Trp Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile LysS
Gly i ] 125 Yy y 125 Y

Arg Thr val Ala Ala Pro Ser val phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
130 135 140

Page 5
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PCT/IB2005/003307

PC32619A ST25 txt

GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val val
145 150

r Pro Arg Glu Ala Lys val GIn Trp Lys
b4 9 165 Y P 1¥0
ser Gly Asn Ser GIn Glu Ser val Thr Glu

180 185
Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu
195 200

Lys His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr
Y 210 y 2{5

pPro val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu
225 230

<210 9

<11> 141

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

GIn Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro

1 5 10

Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser
s A9 20 25

GIn GIn Arg Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu

35 y a Y

Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe
50 55

Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu

65 70

val Tvr Tyr Cys Gin GIn Tyr Gly Thr Ser
Tyr Tyr Cy. 85 4 H

Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg Thr val
y y. 100 y g 108

Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys
115 120

val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Ar

ﬁo 135 9

<210> 10
21> 12
<212> PRT

c¥s Leu Leu Asn Asn
155

val Asp Asn Ala Leu

175

GIn Asp Ser l:.;s ASp

ser Lys Ala As r

Y. 208 P Ty

His GIn Gly Leu Ser
220

5

Gly Glu Arg Ala Thr
15
Ser Phe Leu Ala Trp
30
Leu Ile Tyr Gly Ala
I! y
Ser Gly Ser Gly Ser
soy y
Glu Pro Glu Asp Phe
75
Pro Trp Thr Phe Gl
P 95’
Ala Ala Pro Ser val
110

ser Gly Thr Ala Ser
125

Glu Ala Lys
140

Phe
160
GlIn
ser

Glu

Ser

Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala
80

Glin
Phe

val

M
15
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PC32619A ST25 txt

«213> Homo sapiens
<400>» 10

irg Ala Ser Gln ger Ile Ser Ser Ser ;3e Leu Ala

<210>
<211
212>
«<213> Homo sapiens

<400> 11
g?y Ala Ser Ser grg Ala The

11
7
PRT

<210
<21
<212>
<213

<400>

12
10
PRT
Homo sapiens

12

s GIn GIn Tyr Gly Thr Ser Pro Trp Thr
Ey 5 P 10

<210>
<211>
«<212>
<213> Homo sapiens

<400> 13
caggtgcagc tggtggagtc tgogggaggc

tcctgtgcag cgtetggatt caccttcagt
ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagrt
gcagactccg tgaagggccg attcaccatc
ttgcaaatga acagcctgag agccgaggac
ccactgpgge cacttgacta ctggggccag
accaagpgcec catcggtctt cecectggeg
gcggeectgg getgoctggt caaggactac

13
1335
DNA

tcaggcgetc tgaccagcgg cgtgeacacc
tactccctca gcagcgtggt gaccgtgecc
tgcaacgtag atcacaagcc cagcaacacc
tgtgtcgagt gcccaccgtg cccagcacca
cccccaaaac ccaaggacac cctcatgate
gtggacgtga gccacgaaga ccccgaggc
gtgcataatg ccaagacaaa gccacgggag
agcgtcctea ccgttgtgca ccaggactgg
tccaacaaapg gectcccage ccccatcgag
cgagaaccac aggtgtacac cctgccccca

gtggtccagc
agtcatggca
atatggtatg
tccagagaca
acggetgtgt
ggaaccctgg
ccctgeteca
ttccccgaac
ttcccagotg
tccageaact
aaggtggaca
cctgtggeag
tcccggacce
cagttcaact
gagcagttca
ctgaacggcea
aaaaccatct

Ctpggaggtc
tccactgggt

atggaagaaa
attccaagaa
attactgtgc
tcacegtctc
ggagcacctc
cggtgacggt
tcctacagtc
tcggcaccca
agacagttga
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgtt
aggagtacaa
ccaaaaccaa

v Y5
b

cctgagactc
ccgecagget
taaagactat
cacgctgtat
gagagrggec
ctcagectee
Cgagagcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacacc
gcgcasatgt
cttcctcttc
gtocgtogtg
cggcgtggag
ccgtgtggtc
gtgcaaggtc
agggcagece

tcccgggagg agatgaccaa gaaccaggtc

Page 7
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PCT/IB200X803307 ?’G’
A

PC32619A ST25 txt
agcctgacct gccrggtcaa aggettctac cccagcgaca tcgcegrpgga gtgggagage 1140
aatgggcagc cggagaacaa ctacaagacc acacctccca tgetggactc cgacggctce 1200
ttcttcctct acagcaaget caccgtggac aagagcaggt ggcagcaggg gaacgtctte 1260
tcatgctccg tgatgcatga ggctctgcac aaccactaca cgcagaagag cctctcectg 1320

tctccgggta aatga

<210> 14

<211> 444

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14
§1n val GIn Leu gﬂ Glu ser Gly
Ser Leu Arg Iz.su Ser Cys Ala Ala
Gly Ile His Trp val Arg GIn Ala
35 40
Ala val Ile Tr r Asp Gly Ar
%0 p Ty P ss.‘l g
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser A
6 70 g
Leu GIn Met Asn ggr Leu Arg Ala
Ala Arg val Ala Pro Leu Gly Pro
100 y
Leu val Thr val Ser Ser Ala Ser
115 120
Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr
130 & 0 135
Cys Leu Val Lys Asp T!r pPhe Pro
145 150
ser Gly Ala Leu '{ls'l; Ser Gly val

Ser Ser G6ly Leu Tyr Ser Leu Ser
y ise Ty

Asn phe 61! Thr GIn Thr Tyr Thr
19 200

Gly Gly val val G1n Pro Gly A
y m.'l 15! rg
Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser His
25 30
Pro Gly Lys Gly l4.§u Glu Trp val
ASNn Lys Asp Rr Ala Asp Ser val
ASp Ash Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
75 3
Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr
sol’ TY ;‘! Cys
Leu As r Trp Gly Gin Gly Thr
105 Py pely 110 y
Thr Lys Gly Pro Ser val Phe Pro
125
Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly
140
Glu Pro val Thr val Ser Trp Asn
155 160
His Thr Phe Pro Ala val Leu GIn
170

175

Ser val val thr val Pro Ser Ser
185 190

Cys Asn val Asp His Lys Pro Ser
205

Page B
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WO 2006048749

Asn Thr Lys
210 ty
Pro Pro Cys
225 &
Pro Pro Lys
Thr Cys val
Asn Tr r
!
Arg Glu Glu
9 290
val val His
305
Ser Asn Lys
Lys Gly GIn
Glu Glu Met
355
Phe Tyr Pro
70
Glu Asn Asn
385
Phe Phe Leu
Gly Asn val
Tyr Thr E'In

<210> 15
<211> 153
<212> PRT
«213> Homo

<400> 15
;ro Gly Arg

PC32619a ST25 txt

val Asp Lys Thr val Glu Arg Lys Cys Cys
y 215 mygﬂw

Pro Ala Pro
230
Pro Lys As
245 °°P
val val Asp
260
val Asp Gly
GIn Phe Asn
Gln ASp Tr
310
Gly Leu Pra
325
Pro Arg Glu
340 i
Thr Lys Asn
Ser Asp Ile
r Lys Thr
Tyr Ly 380

r ser
R4 405 nds

Phe Ser Cys
420 <

Lys Ser Leu

sapiens

Ser ls.eu Arg

Pro

val Ala Gly Pro Ser val
235

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
250

val

val

ser

295

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Leu

Ser

Ser

Leu

Ser His Glu Asp Pro Glu
265

Glu val His Asn Ala Lxs

280 285

Thr Phe Arg val val Ser

300

Asn Gly Lys GluU Tyr Lys

Y Lys 315 TYr LYy

Pro Ile Glu Lys Thr Ile

330

Gin val Tyr Thr Leu Pro
345

val Ser Leu Thr Cys Leu

360 365

val Glu Trp Glu Ser Asn

380
Pro Pro Met Leu Asp Ser
39%

Thr val Asp Lys Ser Ar

a1b 9

val Met His Glu Ala Leu
425

Leu Ser Pro Gly Lys
440 yu

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
10 15

PCT/IB2005/003307 }%

val Glu Cys
Phe Leu Phe

240

pPro Glu val
255
val GIn Phe
270
Thr Lys Pro
val Leu Thr
s Lys val
R 320
Ser l.!s Thr
335
fro sSer A
350 e
val Lys Gly
Gly G1n Pro
Asp Gly Ser
400
Trp ¢In GIn
415

1
His Asn His
430

76



WO 2006/04874%

ser Ser His Gly Ile
20
Glu Trp val Ala val
35
Asp Ser val Lys Gly
50
Thr Leu Tyr Leu GIn
65
Tyr Tyr Cys Ala 3;9
GIn Gly Thr Leu val
100
val phe Pro Leu Ala
115
Ala Leu G1 Leu
130 y o8
Ser Trp Asn Ser Gl
145 P y

<210> 16

<211> 10

«<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 16

Gly phe Thr phe Ser
1 5

<210> 17

<211> 15

<212> PKT

<213> Homo sapiens
<400> 17

val Ile Tr r As
H p Ty sI’

<210> 18
9

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 18
val Ala Pro Leu Gly
1 5

<210> 19
<211> 645

PC32619A ST25 txt

PCT/1B2005/003307

His Trp val ;;g Gin Ala Pro Gly |!.ss Gly Leu

Ile Tr r Asp Gly Arg Asn Lys Asp Tyr Ala
Pl’g p Gi1y Arg 4¥ pTY

Arg ls'lste Thr Ile Ser Arg &S’p ASn Ser Lys Asn

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val
70 75

val Ala Pro Leu g&y Pro Leu Asp Tyr ;rs-p Gly

Thr val Ser Ser Ala Ser Thr Lys ﬂ; Pro Ser
105

Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala
< 120 ke 125

val Lys As r Phe Pro 6lu Pro val Thr val
1!5 Py 140

Ala Leu Thr Ser
150

Ser His Gly Ile His
10

Gly Arg Asn Lys i‘s,p Tyr Ala Asp Ser !g'l

Pro Leu Asp Tyr

Page 10
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PC32619A ST25 txt

0

212> DNA

<21)3> Homo sapiens

<400> 19 iaF)
gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc 60
ctctcctpca gggccagtca gagtgtcagc agctacttag cctggtacca gcagaaacct 120
ggccaggctc ccaggotect catctatggt gcatccagea gggecactgg catcccagac 180
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac ttcactctca ccatcagcag actggagcct 240
gaggattttg cagtgtatta ctgtcaacag tatggtaggt caccattcac tttcggccct 300
gggaccaaag tagatatcaa gcgaactgtg gCctgcaccat crgtcttcat cttoccgeca 360
tctgatgagce agttgaaatc tggaactgcc tctgttgtgt gocctgctgaa taacttctat 420
cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggtg gataacgccc tccaatcggg taactcccag 480
gagagtgtca cagagcagga cagcaaggac agcacctaca gcctcagcag caccctgacg 540
ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa grctacgcct gcgaagtcac ccatcagggce 600
ctgagctcge ccgtcacaaa gagcttcaac aggggagagt gttag 645

<210> 20

<211> 214

<212> PRT

<213> Homo sapliens

<400> 20

Glu Ile val Leu Thr GIn Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala ;Rr Leu Ser Cys Arg g}a Ser GIn Ser val gsr ser Tyr

Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr ggy Ala Ser Ser Arg g}a Thr Gly Ile Pro esp Arg Phe Ser Gly

ggr Gly Ser Gly Thr ?Ep Phe Thr Leu Thr ;;e Ser Arg Leu Glu Pro

Glu Asp phe Ala val Tyr Tyr Cys GIn GIn Tyr Gly Arg Ser Pro Phe
85 9% 95
Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys val Asp Ile Lys Arg Thr val Ala Ala
y 100 y Hy 10? ys Aro 110
Pro Ser val phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser val val Cys Leu Lev Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys val GIn Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser Gin
Page 11



W 2006/048749 PCT/IB2005/003307 ‘90

PC32619A ST25 txt
145 150 155 160 01
Glu Ser val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asg Ser Thr Tyr Ser Leu Ser o
p 165 17 175

ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala As r Glu Lys His Lys val Tyr
180 ysAlm e ™ y e ' ™
Ala Cys Glu val Thr #is GIn G'I‘ Leu Ser Ser Pro val Thr Lys ser
195 20 205
phe Asn Arg Gly Glu Cys
A%n g Gly Cy

<21k 21

<211> 146

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21
GIn Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu
1 5 10 15
ser Cys Arg QAa Ser Gln Ser val g;r Ser Tyr Leu Ala ';sp Tyr GIn
GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Ser
y 35 4()g v '45y
Arg Ala Thr Gly I1e Pro Asp Arg phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
50 55 60
Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala val
65 70 75 80
Tyr Tyr Cys GIn g}n Tyr Gly Arg Ser ;50 Phe Thr Phe Gly ;us-o Gly
Thr Lys val ASB Ile Lys Arg Thr val Ala Ala Pro Ser val Phe Ile
b | 105 110
Phe Pro Pro Ser Asp &lu GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val val
115 120 125
s Leu Leu Asn Asnh Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys vVal GIn Trp Lys
s 1% 145 Fro Aro 140 i
val Asp '
145

<210> 22

<213> Homo sapiens

Page 12
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<400> 22

PCI2619A ST2S txt

irg Ala Ser GlIn ?er val ser Ser Tyr iﬁu Ala

<1> 23
<ll>» 7
<212> PRT
<213>

<400> 23

Homwo sapiens

§1y Ala Ser Ser erg Ala Thr

<i00> 24

Homo sapiens

s GIn GIn Tyr Gly Arg Ser Pro Phe Thr
iy 57 A9 1o

<210> 25
<211>
<212>
<213>

<400> 25

1413
DNA
Homo sapiens

atggagtttg ggctgagctg ggttttccte gttgotcttt taagaggtgt
tggagtctgg gggaggcgtg gtccagectg ggaggrccct

gtgcagctogo
tgtgcagegt
ggcaaggagc
gactccgtga
casatgaaca
pgagctaccc
accgtctect
agcacctccg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacccaga
acagttgage
ccgtcagtct
gaggtcacgt
tacgtggacg
agcacgttce
gagtacaagt

ctggattcac
Tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce
tttactacta
cagccteecac
agagcacagc
cgtggaactc
caggactcta

cttcagtagc
ggcagttata
caccatctcc
cgaggacicg
ctactacggt
caagggccca
ggccctggge
aggecgetctyg
ctcccteage

cctacacctg caacgtagat
gcaaatgttg tgtcgagtge
tcctcttcee cccaaaacce
gcgtogtpgt ggacgtgage
gcgtggaggt geataatgec
gtgtggtcag cgtcctcace
gcaaggtctc caacaaagge

tatggcatgc actgggtccg
tggtatgatg gaagtaataa
dgagacaatt ccaagaacac
gctgtgtatt actgtgegag
atggacgtct ggggccaagg
tcggtcttee ccctggegec
tgcctggtca aggactactt
accagcggcg tgcacacctt
agcgtggtga ccgtgcccte
Cacaagccca gcaacaccaa
ccaccgtgoc cagcaccacc
aaggacaccc tcatgatctc
cacgaapacc ccgaggtcca
aagacaaagc cacgggagga
gttgtgcacc aggactgget
ctcccagece ccatcgagaa

aaaaccaaag ggcagecccg agaaccacag gtgtacacte tgeccccatc

Page 13
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ccagtgtcag
gagactcicc
ccaggctcca
atactatgca
gctgtatcey
agatccgagg
gaccacggtc
ctgctccagg
ccccgaacceg
cccagctgtce
cagcaacttc
gotogpacaag
tgtggcagga
ccggaccect
gttcaactgg
gcagttcaac
gaacggcaag
aaccatctcc

ccgggaggag

120
180
240
300
360
420
480

gd88%

840
900
960
1020
1080
1140

gl
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PCI2619A ST25 txt

atgaccaaga accaggtcag cctgacctgc ctggtcaaag gettctacce cagogacatc
gccgtggagt gggagagcaa tgggeageeyg gagaacaact acaagaccac acctcccatg
ctggactccg acggctcctt cttcctctac agcaagceica ccgtggacaa gagcaggtgg
cagcagggga acgtcttctc atgctccgtg atgcatgagg ctctgcacaa ccactacacg

cagaagagcc tctccctgtc tccgggtaaa tga

<210> 26

<211l> 451

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26
g'ln val Gln Leu wsfﬂ Glu Ser Gly
Ser Leu Arg lz.su Ser Cys Ala Ala
Gly Met His Trp val Arg Gln Ala
y 35 9 40
Ala val Ile Tr r Asp Gly Ser
¥ p Ty P 55!
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ar
6! yare 70 9
Leu GIn Mat Asn ggr Leu Arg Ala
Ala Arg Asp Pro Arg Gly Ala Thr
rg Asp 00 g Gly
Asp val Trp Gly GIn Gly Thr Thr
PR y 120
Lys 613 Pro Ser val Phe Pro Leu
13 135
Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys
145 150
pro val Thr val Ser Trp Asn Ser
165

Thr phe Pro Ala val Leu GIn Ser
180

val val Thr val Pro Ser Ser Asn
185 200

Gly Gly val val GIn Pro Gly Ar
y mY 15! g

Ser Gly Phe Thr phe Ser Ser Tyr

25 y 30 Ty

Pro Gly Lys Gly igu Glu Trp val

Asn Lys Tyr ‘srxr Ala Asp Ser val

ASp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
P 75 y R

Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys

gop TY ;! Cy

Leu Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Gy Met

308 Tyr Tyr Tyr Ty Ho Yy

val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr

125
Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser
140
Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu
1!5 160
Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His
170 175
Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser
185 y R4 190

phe Gly Thr Gln ;R; Tyr Thr Cys

Page 14
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WO 2006/048749

Asn val
210
Arg Lys
2
Gly Pro
Ile Ser
Glu Asp
His Asn
290
Arg val
308
Lys Glu r Lys Cys
y TYF LY. ‘3:;
Glu Lys

Tyr Thr

Asp His Lys

Cys Cys val

Phe
245

ser val

Arg Thr Pro
260

Pro Glu val
275

Ala Lys Thr
val Ser val
5

Thr Ile Ser
340

Leu Pro Pro
355

Leu Thr Cys Leu val
70 <

Trp Glu
368

Met Leu
ASp LyS

His Glu

Ser Asn Gly
ASP Ser As
405

Ser Arg Trp
7t

Ala Leu His
435

Pro Gly Lys
i

<210>
<211>
<212>
<213>»

<400>

27

167

PRT

Homo sapiens

27

Pro
Glu
230
Leu
Glu
Gln
LyS
Leu
310
Lys
LyS
Ser
Lys
GIn
390
Gly

Gln

Asn

ser
215

Cys
Phe
val
phe
Pro
295
Thr
val
Thr
Arg
Gl

a7

Pro

Sser

GIn

PC32619A ST25 txt
Asn Thr Lys val ‘2"38 Lys Thr

Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro
235

Pro Pro L!S
250
Thr Cys val
it
ASn Tr r
280 Py
Arg Glu Glu
val val His
Ser Asn L;s
330
Lys Gly GIn
34%
Glu Glu Met
360
fhe Tyr Pro
Glu Asn Asn
Phe Phe Leu
410

Gly Asn val
425

Pro
val
val
Gin
GIn
318
Gly
Pro
Thr
ser
T;r
395
Tyr

Phe

His 35 Thr GIn Lys

Page 15

Lys Asp Thr
val Asp val
270
Asp Gly val
P 28!
Phe Asn Ser
300
ASp Trp Leu
Leu Pro Ala
A Glu Pro
e 350
s AsSn GIn
B 365
ASp Xle Ala
380

Lys Thr Thr

Leu
Ser
Glu
Thr

AsSh

Pro
335

Gin

val

val

Met
His
val
Phe
5

Ile
val
Ser

Glu

Pro
400

Ser Lys Leu Thr val

ser Cys Ser
i 430

Ser Leu Ser
445

415

val

teu

Met

ser
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Gly val v. 1 GIn Pro Gl g Ser L Arg L Se Ala Al Se
d a n (4] A e eu au r Cys 4a a F

Gly Phe Thr pPhe Ser Ser Tyr Gly Met His Trp val Arg Gln Ala Pro
20 25 30
Gly Lys Gly Leu Glu Trp val Ala val ITe Trp Tyr Asp Gly Ser Asn
35 40 45
s Tyr Tyr Ala Asp Ser val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg As
Ly }'z Ty P ve y Arg o rg Asp
Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
65 70 75 80
Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Pro Arg Gly Ala Thr Leu
P 3 Tyr Cy ' | goP g Gly 95
r Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp val Trp Gly GIn Gly Thr Thr val
Tyr Tyr Ty I‘O TY y p 305 p Gly y 110
Thr val Ser Ser Ala Ser Thr l].!s Gly Pro Ser val Phe Pro Leu Ala
115 0 125
Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
'1:!0 135 140
val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val Thr val Ser Tr n Ser Gl
145 y v 150 155 P As 165
Ala Leu Thr Ser G'l; val His v
16

210> 28

<«211> 10

<212> PRT

«213> Homo saplens

<400> 28
Gly Phe Thr phe Ser Ser Tyr Gly Met His
1 y 5 i y 10

<l> 29

211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

00> 29
val Ile Tr r Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser val
Y P Ty 4 P y '{x TY P -

<210>» 30
11> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Page 16
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<400> 30

PC32619A ST25 txt

PCT/IB2005A03307 gaigf‘

;sp Pro Arg Gly e1a Thr Leu Tyr Tyr Izr Tyr Tyr Gly Met agp val

31
714
DNA

<210>
<211>
212>
<213>» Homo sapiens

<400> 31
atggacatga gggrccccge

agatgtgaca tccagatgac
gtcaccatca cttgccgggc
aaaccaggga aagcccctaa
ccatcaaggt tcagtggcag
caacctgaag attttgcaac
ggccctggga ccaaagtgga
ccgccatctg atgagcagtt
ttctatccca gagaggecaa
tcccaggaga gtgtcacaga
ctgacgctga gcaaagcaga
cagggcctga getcgeccgt
24

PRT

Homp sapiens
32

210>
<211>
<212>
213>

<400>

tcagctectg
ccagtctcca
aagtcagagc
actcctgatc
tggatctogg
ttactactgt
aatcaaacga
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagec
ctacgagaaa
cacaaagagc

gggctcetge
tcctecctgt
attaacagct
tatgctgcat
acagatttca
caacagtatt
actgtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct
ttcaacaggg

Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10

ASp Arg val ;gr Ile Thr Cys Arg g}a Sser Gin

Leu Asp ;;p Tyr Gla Gin Lys :Eo Gly Lys Ala

Tyr gaa Ala Ser Ser Leu g}n ser Gcly val pPro

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu
63 70 75

Glu Asp Phe Ala ';gr Tyr Tyr Cys GIn gan Tyr Tyr Ser Thr

tactctgget
ctgcatcegt
atttagattg
ccagtttgca
ctctcaccat
acagtactce
caccatctge
trgtgtgcct
acgcectcca
cctacagcct
acgectgega
gagagtgtta

ser Ala ser

Ser Ile Asn

30

Pro Lys Leu
i3

ser Arg Phe
&b rg

ccgaggtgec
aggagacaga
gtatcagcag
aagtggogtc
cagcagtctg
attcactttc
ctrcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc
agtcaccecat

gtga

121 Gly
Ser Tyre
Leu Xle
Ser Gly
Gin Pro

Pro Phe
95

Thr phe Gly Pro Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg Thr val Ala Ala
y 100 y y 105 ye A 110

Page 17

120

240
300
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420
480
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WO 200648749
pro Ser val Phe Ile
115
Thr Ala Ser val val
130
Lys val GIn Trp LYs
145 P
Glu Ser val Thr Glu
165
Ser Thr Leu Thr Leu
180
Ala Cys Glu val Thr
195
Phe ASh Arg Gly Glu
210 rg Gly

<210> 33

<211> 139

<2]2> PRT

«<213> Homo sapiens

<400> 33

Pro Ser Ser Leu Ser
1 s
Arg Ala Ser Gln Ser

20
Pro Gly Lys Ala Pro
3%
Ser Gly val Pro Ser
50

Thr Leu Thr Ile Ser
65

Cys GIn GIn Tyr 'argr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

cys

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

70

Ser

val Glu Ile JLR Arg Thr

Pro Ser Asg Glu GIn
11

Leu Asn Asn Phe Tyr
130 b4

Leu

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gin

Ser

Asn

Leu

Phe

55

Leu

Thr

val

Lys

PC32619A ST25 txt
Pro ser Asp Glu GIn
120

Leu Asn asn Phe Tyr

%0

Asn Ala Leu GIn Ser

155

Ser Lys Asp Ser Thr
ys 17

Ala As r Glu Lys

lﬂg Ty y

(zi'l Leu Ser Ser Pro

val Gly Asp Arg val
10"
Ser Tyr Leu Asp Trp
b
Leu Ile Tyr Ala Ala
40
Ser Gly Ser Gly Sar
y y 80
Gin Pro Glu Asp Phe
75
Pro phe Thr phe Gly
80
Ala Ala Pro Ser val
105

Ser Gly Thr Ala Ser
120

Pro i;g Glu Ala Lys val

Page 18

rcrmmwgg

Leu Lys Ser G}

125 y y

Pro Arg Glu Ala

Gly Asn Ser GIn
160

Tyr Ser Leu Ser

175
His L s val Tyr

val Thr Lys Ser
205

Thr Ile Thr Cys

15
r GIn GIn Lys

TY 3“ll y

Ser Ser Leu GIn

45

Gly Thr Asp Phe

Ala Thr Tyr Tyr
v

Pro Gly Thr Lys

y o5 y
Phe Ile phe Pro
110

val val Cys Leu
125 4

QX



<400>

34

11

PRT

Howo sapiens

34

PC32619A ST25 txt

ir'g Ala Ser Gin ger Ile Asn Ser Tyr !l.su Asp

<210>
<211
<212>
<213>

<400>

i‘la Ala Ser Ser ;.eu GIn Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

35

7

PRT

Homo sapiens

35

36
9

PRT
Homo sapiens

gm Gin Tyr TYr ger Thr Pro Phe Thr

Page 19
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PC32619A
1
TRATAMIENT BINADO DE ANTIC TI-CTLA4 E INHIBIDO
AROMAT,
PARA EL ER DE MAMA

Antecedentes de |a Invencién
Cada afio a més de 180 000 mujeres se los diagnostica cancer de mama en

los Estados Unidos  Si siguen constantes los porcentajes de cancer de mama actua
les cada mujer nacida hoy en dia tiene una probabilidad de un décimo de desamollar
céncer de mama a una edad media de inicio de aproximadamente 60 a 65 afios

En aproximadamente dos tercios de las pacientes postmenopausicas con can-
cer de mama la enfermedad es dependiente de estrdgenos. por lo cual pueden tratar
$6 con una terapla antiestrogénica Los estrégenos promueven el crecimiento y la pro-
Iiferacidon de células diana especificas tales como el epitelio de la mama y células de
carcinoma de mama dependiente de esirbgenos (Brueggemeier Amer J Therapeutics
8 333-344 (2001)) De esta manera la terapla sistémica de fratamiento adyuvante
administrada ademas del tratamiento primario de un céncer de mama localizado (por
ejemplo una cirugia conservativa de mama y radioterapia 0 mastectomla) se ha cen
trado en agentes que bloquean el receptor de estrégenos en células tumorales Estos
agentes antlhormonales incluyen tamoxifeno (NOVALDEX D SOLTAMOX TAMO
FEN) que intube la unién de estrégencs ai receptor de ios estrégenos fuivesirant
(FASLODEX) que degrada el receptor asi coma inhibidores de aromatasa (por ejem-
plo anastrozol (ARIMIDEX) letrozol (FEMARA) y exemestano (AROMASIN)) que
bloquean ia catélisis por la enzima aromatasa de la transformacién de andrégenos en
estrégenos reduciendo de esta manera la cantidad de ligando hormonal disponible
para unirse al recepior

A pesar de los avancas en las teraplas hormonales 0 en otras terapias contra el
cancer de mama se estima que 40 821 mujeres monran por cancer de mama recu-
rrente o0 avanzado en 2004 (American Cancer Society Cancer Statistics (2004)) Ac-
tualmente no se dispone de ningln tratamiento curativo para los pacientes con la en-
fermedad extensiva y la terapia es esenciaimente paliativa De esta manera ias nue-
vas teraplas tales como la combinacién de un agente antihormonal con inmunoterapia
son importantes en el tratamiento del cdincer de mama Mas especificaments una es
trategia de inmunoterapla contra el cancer de mama se dirige al antigeno 4 asociado a
los linfocitos T citotdxicos (CTLA4 CD152) que es un receptor de la superficie celular
expresado en células T activadas La unién de CTLA4 a sus ligandos naturales B7 1
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(CD80) y B7 2 (CD86) libera una sefial reguladora negativa a las células T y el bio-
queo de esta sefial negativa potencia la funcién inmune de las células T y la actividad
anttumoral en modselos animales (Thompson y Allison Immunily 7 445-450 (1997)
McCoy and LeGros Immunol & Cell Brol 77 1 10 (1998)) Varios estudios han demos-
trado que el bloqueo de CTLA4 usando anticuerpos mejora notablemente la destruc-
clén de tumores mediada por células T y puede inducir inmunidad antitumoral (Leach
et al Science 271 1734-1736 (1886) Kwon et al Proc Nall Acad Sci USA 94 B0988-
8103 (1997) Kwonetal Natl Acad Scl USA 96 15074-15079 (1999))

Aunque el uso de anticuerpos anti-CTLA4 para Inducir una respuesta anti
fumoral es muy prometedor en el fratamiento del cdncer y a pesar de la promesa de
terapias anthormonales en el tratamiento del cancer de mama existe la necesidad de
desarrollar nuevas teraplas para tratar el cancer de mama La presents invencién sa-
tisface esta necesidad

Sumario de a Invencién
La invencién Incluye un método para el tratamiento del céncer de mama an un

paciente que necesite dicho tratamiento. El método comprende administrar al paciente
una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-CTLA4 o una porcién de
unién al antigeno del mismo en combinacién con una cantidad terapéuticamente efl-
caz de un Inhibidor de aromatasa

En un aspecto el inhibvdor de aromatasa es al menos un Iinhibldor selecciona-
do entre el grupo consistente en anastrozol letrozol y exemestano En ofro aspecto el
inhibidor de aromatasa es exemestano

En un aspecio la cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo ant-
CTLA4 humano varia de aproxmadamente 1 mg/kg a 40 mg/kg

En otro aspecto la cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo ant-
CTLA4 humano varla de aproximadaments 3 mg/kg a 15 mg/kg

En otro aspecto més la cantidad terapéuticaments eficaz de exemestano varfa
de aproximadamente 25 mg al dia a 200 mg al dia

En ofro aspecto la cantidad terapéuticamente eficaz de exemestiano es de
aproximadaments 25 mg al dla

En un aspecto el tratamlento se selecciona entre el grupo compuaesto por una
terapia necadyuvante una terapia adyuvante un tratamiento de pnmera linea un tra-
tamiento de segunda linea y un tratamiento de tercera linea
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En otro aspecto el anticuerpo se selecciona entre un grupo compuesto por un
anticuerpo de mamifero no humano un anticuerpo quimérico y un anticuerpo humano
En un aspecto el anticuerpo es un anticusrpo ant-CTLA4 humano
En otro aspecto el anticuerpo anti-CTLA4 o la porcién de unién al antigeno del
mismo es al menos un anticuerpo seleccionado entre el grupo consistante en
(a) un anticuerpo humano que tiene una afinidad de unidon por
CTLA4 de aproximadaments 10° o mayor y que inhibe la unién entre CTLA4 y B7-1 y
la unidn entre CTLA4 y B7-2
(b) un anticuerpo humano que tiene una secuencia de amino&cidos
que comprende al menos una secuencia de CDR humana que comresponde a una se-
cuencia de CDR de un anticuerpo selecclonado entre &l grupo consistente en 4 1 1
481 410241314143 611 1121 1161 1171 12311 12911y 10D1
{c) un anticuerpo humano que tiene las secuencias de aminoécidos
de cadena pesada y ligera de un anticuerpo seleccionado entre el grupo consistente
en411 4814102 4131 4143611 1121 1161 1171 12311y12911
(d) un anticuerpo humano que tiene las secuencias de aminoécidos
de una regién vanable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera de un
anticuerpo seleccionado entre ol grupo consistente en 411 481 4102 4131
4143 611 1121 1161 1171 12311 12811y 10D1
(e) un anticuerpo © porcién de unidn al antigeno del mismo que
compite por la unibn con CTLA4 con al menos un anticuerpo que tiene las secuencias
de aminoficidos de cadena pesada y ligera de un anticuerpo seleccionado entre el
grupo consistenteen 411 481 4102 4131 4143 611 1121 1161 1171
12311 12911y10D1 y
N un anticuerpo o porcién de unién al antigeno del mismo que
compite de forma cruzada por la unidn con CTLA4 con al menos un anticuerpo que
tiene las secuencias de aminoécidos de cadena pesada y ligera de un anticuerpo se-
leccionado entre el grupo consistente en 411 481 4102 4131 4143 611
1121 1161 1171 12311 12811y 10D1
En ofro aspecto el anticuerpo es un anticuerpo humano que tiene las secuen-
cias de ammnodcidos de cadena pesada y ligera del anticuerpo 11 2 1
En otro aspecto el anticuerpo comprende una cadena pesada y una cadena i
gera donde las secuencias de aminoécidos de la regién variable de cadena pesada de
la cadena pesada y la region variable de cadena ligera de la cadena ligera se selec-
cionan entre el grupo consistente en
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(a) la secuencia de aminoécidos de la SECID N®*3 y |a se-
cuencia de aminoacidos de la SECID N° 9

{(b) la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 15 y |la se-
cuencia de aminoécidos de la SEC ID N° 21

(c) la secuencla de aminoécidos de la SEC ID N° 27 y la se-
cuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 33

(d) la secuencia de aminoacidos codlificada por la secuencia
de &cido nucleico de l1a SEC ID N° 1 y la secuencia de aminoécidos co-
dificada por la secuencia de acido nucleico de la SEC ID N° 7

(e) la secuencla de aminoacidos codificada por la secuencia
de acido nucleico de la SEC ID N° 13 y la secuencia de aminoécidos
codificada por la secuencia de acido nucleico de la SEC ID N* 19

h la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia
de acido nucleico de la SEC ID N° 25 y la secuencia de aminoacidos
codificada por la secusncia de acido nucleico de la SEC ID N® 31

{(g) la secuencia de aminodcidos de una regidn variable de
cadena pesada y una regién variable de cadena ligera de un anticuerpo
10D1

En un aspecto el anticuerpo o la porcidn de unién al antigeno del mismo es

un anticuerpo selecclonado entre el grupo consistente en

(a) un anticuerpo que tiene una reglon vanable de cadena pesada que
comprende las secuencias de aminoacidos indicadas en la SEC ID N°4 SEC
IDN°5y SEC ID N°*6 y que tieane ademas una regidn variable de cadena lige-
ra que comprende las secuenclas de aminoacidos Indicadas en las SEC ID
N°10 SECIDN° 11y SEC ID N* 12

(b) un anticuerpo que tiene una reglén variable de cadena pesada que
comprende las secuencias de aminoécidos indicadas en la SEC ID N* 168 SEC
ID N° 17 y SEC ID N° 18 y que tiene ademas una regién variable de cadena |-
gera que comprende las secuencias de aminoécidos indicadas en las SEC ID
N°22 SECIDN°23y SECID N° 24

{(c) un anticuerpo que tiene una regién variable de cadena pesada que
comprende las secuencias de aminoécidos indicadas en la SEC ID N°28 SEC
ID N®29 y SEC ID N* 30 y que tiene ademéas una reglén varlable de cadena |i
gera que comprende las secuencias de aminoacidos indicadas en las SEC 1D
N°34 SECIDN*35ySECIDN®36 y
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(d) un anticuerpo que tiene una regi6n variable de cadena pesada que
comprende las secuanclas de aminoacidos de las CDOR1 CDR2 y CDR3 de
cadena pesada del anticuerpo 1001 que tiene ademés una regién variable de
cadena ligera que comprende las secuenclas de aminoacidos de las CDR1
CDR2 y CDRS3 de cadena ligera del anticuerpo 10D1
En otro aspecto el método también comprende administrar al pacients al me-
nos un agente seleccionado entre el grupo consistente en un agente alquilante un an-
iagonista de folato un antagonista de pinmidina un antibiético de anfraciclina un
compuesto de platino un taxano un vinca alcaloide un analogo de camptoiecina un
agente estimulante de un receptor tol-ike una vacuna para tumores basada en la pro-
teina del chogue tdrmico una tferapia basada en células presentadoras de antigenos.
una dlana de mamiferos del inhibidor de rapamicina un inhibidor de erbB2 un inhibi-
dor de EGFR un inhibidor de VEGF un inhibidor de VEGFR un inhibldor de la angio-
génesis un anticuerpo un inmunomadulador un modulador selectivo del receptor de
estrdgenos una citoquina una vacuna para tumores un agente antiproliferativa una
molécula coestimuladora inmune y una citoquina

La invencién incluye una compasicién farmacéutica para el tratamiento del
céncer de mama que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un anti
cuerpo antt CTLA4 una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de aromata-
sa Yy un vehiculo farmacéuticamente aceptable

En un aspecto. el inhibidor de aromatasa ee al menos un inhibldor de aromata-
sa seleccionado entre el grupo compuesto por anastrozol letrozol y exemestano

En otro aspecto el inhibidor de aromatasa es exemestano

Esta invencién incluye el uso de una cantidad de un anticuerpo ant-CTLA4 en
la preparacién de una composicién para el tratamiento del cancer de mama en un pa
ciente donde el tratamiento comprende ademéas administrar al paciente una cantidad
de un inhibidor de aromatasa

En un aspecto el Inhibidor de aromatasa es exemestano y ademas el anticuer-
po es un anficuerpo humano que tlene las secuenclas de aminoécidos de la region va
riable de cadena pesada y ligera del anticuerpo 112 1

B Descripe los Dibujos_
El compendio anterior asl como la siguiente descripcion detallada de la Inven
cién se entenderdn mejor cuando se lean junto con los dibujos adjuntos Para ilustrar
la invencibn se muestran los dibujos de las realizaciones preferidas actuaimente Sin
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embargo debe entenderse que la invencidn no se limita a las disposiciones precisas ni
a los Instrumentos mostrados

En los dibujos

La Figura 1 que comprende las Figuras 1A 1D muesira las secuenclas de nu
clebtidos y de aminodcidos para el anticuerpo ant-CTLA4 4 11 La Figura 1A muestra
la secuencia de nuclettidos de longitud completa para la cadena pesada de 4 1 1
(SEC ID N°1) La Figura 1B muestra la secuencia de aminoéacidos de longitud com
pleta para la cadena pesada de 4 11 (SEC ID N®2) y la secuencia de aminoacidos
para la region variable da cadena pesada de 4 1 1 (SEC ID N° 3) designada entre cor-
chetes {] La secuencia de amino4cidos de cada CDR de cadena pesada de 4 1 1
estd subrayada Las secuenclas de las CDR son las sigulentes CDR1
GFTFSSHGMH (SEC ID N° 4) CDR2 VIWYDGRNKYYADSV (SEC ID N° 5) y CDR3
GGHFGPFDY (SEC ID N°8) La Figura 1C muestra la secuencia de nucleétidos para
la cadena ligera de 4 1 1 (SEC ID N°7) La Figura 1D muestra la secuencia de ami-
no4cidos de la cadena ligera de 4 1 1 de longitud completa (SEC ID N° 8) y la regién
variable como se indica entre corchetes [] (SEC ID N°8) Se indica la secuencia de
aminodcidos de cada CDR como sigue CDR1 RASQSISSSFLA (SEC ID N°10)
CDR2 GASSRAT (SECID N°11) y CDR3 CQQYGTSPWT (SEC ID N° 12)

La Figura 2 que comprende las Figuras 2A-2D muestra las secuencias de nu-
cledtidos y de aminoécidos para el anticuerpo anti-CTLA4 4 131 La Figura 2A mues-
tra la sacuencia de nucledtidos de longitud completa para la cadena pesada de 4 13 1
(SEC ID N° 13) La Figura 2B muestra la secuencia de aminoacidos de longitud com
pleta para la cadena pesada de 4 13 1 (SEC ID N° 14) y la secuencia de aminoacidos
para la region variable de cadena pesada de 4 13 1 (SEC ID N* 15) designada entre
corchetes [] La secuencla de aminoacidos de cada CDR de cadena pesada de
4 131 estd subrayada Las secuencias de las COR son las siguientes CDR1
CGFTFSSHGIH (SEC ID N°16) CDR2 VIWYDGRNKDYADSV (SEC ID N°12) y
CDR3 VAPLGPLDY (SEC ID N® 18) La Figura 2C muesira la secuencla de nucledt-
dos para la cadena ligera de 4 13 1 (SEC ID N® 18) La Figura 2D muesira la secuen-
cla de amino#cidos de la cadena ligera de 4 13 1 de longitud completa (SEC ID N® 20)
y la regién vanable como se indica entre corchetes [] (SEC ID N®*21) Se indica la
secuencla de aminoécidos de cada CDR como sigue CDR1 RASQSVSSYLA (SEC
ID N®22) CDR2 GASSRAT (SEC ID N°23) y CDR3 CQQYGRSPFT (SEC ID N° 24)

La Figura 3 que comprende las Figuras 3A 3D muestra las secuenclas de nu-
clettidos y de aminoécidos para el anticuerpo ant-CTLA4 1121 La Figura 3A mues-

A
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tra la secuencia de nucledtidos de longitud completa para la cadena pesada de 11 2.1
(SEC ID N° 25) La Figura 3B muestra la secuencia de aminoacidos de longitud com
pleta para la cadena pesada de 11 2 1 (SEC ID N° 28) y la secuencia de aminoacidos
para |a region vanable de cadena pesada de 112 1 (SEC ID N*27) designada entre
corchetes [] La secuencia de aminoacldos de cada CDR de cadena pesada de
112 1 esth subrayada Las secuencias de las CDR son las siguientes CDR1

GFTFSSYGMH (SEC ID N°28) CDR2 VIWYDGSNKYYADSV (SEC ID N°29) y
CDR3 DPRGATLYYYYYGMDYV (SEC ID N° 30) La Figura 3C muestra la secuencia
de nucladtidos para la cadena ligera de 11 2 1 (SEC ID N°31) La Figura 3D muestra
la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de 11 2 1 de longitud completa (SEC
ID N° 32) y la regién variable como se indica entre corchetes [] (SEC ID N°33) Se
indica la secuencia de aminoécidos de cada CDR como sigue  CDR1 RASQSINSYLD
(SEC ID N°34) CDR2 AASSLQS (SEC ID N°35) y CDR3 QQYYSTPFT (SEC ID
N° 38)

i6n liada Invenci

La invencién se refiere a anticuerpos antt CTLA4 usados en combinacidn con al
menos un inhibidor de aromatasa por ejemplo anastrozol letrozol y exemestano para
tratar el céncer de mama en un paciente que necesite dicho tratamiento La invencidn
se refiere ademés al tratamiento del céncer de mama por combinacién de la combina-
cién de anticuerpo-inhibikdor de aromatasa con otro agente o agentes.

A menos que se defina de otra manera en este documento los términos clentl-
ficos y técnicos usados en relacién con la presente invencion tendran los significados
entendidos cominmente por los especialistas habituales en la técnica Ademas a me-
nos que el contexto requiera otra cosa los términos singulares incluiran pluralidades y
los términos plurales incluirdn los singulares En general las nomenclaturas usadas en
relacidn con y las técnicas de cultivo de células y tejidos biologia molecular inmuno-
logia microbiologia genética y quimica de proteinas y de &cides nucleicos e hibnda-
clén descritas en este documento son bien conocidas y se usan cominmente en la
téenica

Los métodos y técnicas de la presente invencién generalmente se realizan de
acuerdo con métodos bien conockios en la técnica y como se describe en diversas re-
ferencias generales y més especificas que se citan y discuten en vanas partes de la
presente memoria descriptiva a menos que se indique otra cosa Estas referencias
incluyen por ejemplo Sambrook y Russell Molecular Cloning A Laboratory Approach
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tocols in Molecular Brology John Wiley & Sons NY (2002) y Harlow y Lane Antibo-
dies A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press Cold Spring Harbor
NY (1990) que se incorporan en este documento como referencla Las reacciones en
Zimaticas y las técnicas de purificacion se realizan de acuerdo con las especificaciones
del fabricante como se realiza cominmente en la tcnica o como se descrnibe en este
documento Las nomenclaturas usadas en relacidn con y los procedimientos y técni-
cas de laboratorio de quimica analitica quimica orgénica sintética y quimica medic-
nal y farmacéutica descritos en este documento son blen conockdos y se usan co-
minmente en la técnica Se usan técnicas convencionales para las sintesis quimicas
andlisis quimicos preparacion farmacéutica formutacidn y liberacién y tratamiento de
pacientes

Como se usa en este documento. cada uno de los siguientes términos tiene el
significado asociado con él en esta seccién

Los articulos un y una se usan en este documento para hacer referencia a
uno o més de uno (es decir al menos uno) de los objetos gramaticales del articulo A
modo de ejemplo un elemento” significa un elemento o0 més de un elemento

Como se usa en este documento los veinte aminoacidos convencionales y sus
abreviaturas siguen el uso convencional Véase Immunology—A Synthesis (2* Edicion
E S GolubyD R Gran Eds Sinauer Associates Sunderiand Mass (1891)) que se
incorpora en este documento como referencla

Una "sustitucién de aminoédcidos conservativa™ es una en la que un resto ami
noacidico se ha sustituldo con otro resto aminocacidico que tiene un grupo R de cadena
lateral con propiedades quimicas similares (por ejemplo carga o hidrofobia) En gene-
ral una sustitucion de aminoacidos conservativa no cambiara sustancialments las pro-
piedades funcionales de una proteina En casos en los que dos 0 més secuencias de
aminoécidos difieren entre s| por sustituciones conservativas el porcentaje de identi-
dad de secuencia o grado de similtud puede ajustarse hacla amba para corregir {a na-
turaleza conservativa de la sustitucidn Los medios para realizar este ajuste son bien
conocldos para los especialistas en la técnica Véase por ejemplo Pearson Methods
Mol Biol 243 307-31 (1094)

Los gjemplos de grupos de aminoacidos que tienen cadenas laterales con pro-
pledades quimicas similares Incluyen 1) cadenas laterales alifiticas glicina alanina
valina leucina e Isoleucina 2) cadenas laterales alfaticas hidroxiladas serina y treont
na 3) cadenas laterales que contienen amida asparagina y glutamina 4) cadenas la
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terales aroméaticas fenilalanina tirosina y tnptéfano 5) cadenas laterales basicas lisi-
na arginina @ histidina 6) cadenas laterales acidas écido aspértico y acido glutamico
y 7) cadenas laterales que contienen azufre cisteina y metionina Los grupos prefen
dos para las sustituclones conservatvas de aminoacidos son valina leucina-
Isoleucina fenilalanna-tirosina lisina-arginina alanina valina glutamato-aspartato y
asparagina-glutamina

Como altemnativa una sustituclon conservativa es cualquier cambio que tenga
un valor positivo en la matriz de log probabilidad PAM250 descrita en Gonnet et al
Science 2568 1443-45 (1882) incorporado en este documento como referencia Una
sustitucién "moderadamente conservativa” es cualquier camblo que tanga un valor no
negativo en la matriz de log-probabilidad PAM250

Las sustituciones de aminoécidos preferidas son aquellas que (1) reducen la
suscaeptibilidad a la proteolisis (2) reducen la susceptibilidad a la oxidacibn (3) alteran
la afinidad de uni6n para formar complejos de proteina y (4) confieren o modifican
otras propledades fisicoquimicas o funcionales de tales analogos Los andlogos que
comprenden sustituciones deleciones y/o inserciones pueden inclulr diversas mutel-
nas de una secuencia distinta de la secuencia peptidica especificada Por ejemplo
pueden realizarse una sola o miitiples sustituclones de aminoacidos (preferiblemente
sustituciones de aminodcidos conservativas) en la secuencia especificada (preferible
mente en la porcidn del polipéptiio fuera del dominio o dominios que forman contactos
intermoleculares por ejemplo fuera de las CDR) Una sustitucién conservativa de
aminoécidos no debs cambiar de manera sustancial las caracleristicas estructurales
de la secuencia parental (por ejemplo. un aminoacido sustituyente no debe tender a
romper una hélice que se encuentra en la secuencia parental o alterar otros tipos de
estructura secundaria que caracterizan a la secuencia parental) Los ejemplos de es-
tructuras polipeptidicas secundarias y terclanas reconocidas en la técnica estin descri-
tos en Proteins Structures and Molecular Principles (Creighton Ed W H Freeman
and Company New York (1984)) Introduction to Protein Structure (C Branden and J
Tooze eds Garland Publishing New York NY (1891)) y Thomton et al Nature
354 105 (1991) que se Incorporan en este documento como referencia

La similitud de secuencia para los polipéptidos tipicamente se mide usando un
software de andlisis de secuencia El software de andlisis de proteinas compara se-
cuenclas similares usando mediciones de la similitud asignada a diversas sustitucio-
nes deleciones y otras modificaciones incluyendo sustituclones de aminoécidos con-
servativas Por ejemplo Genetics Computer Group (GCG disponible en Genetics



10

16

25

30

10

Computer Group Inc.} también denominado Wisconsin Package es un software inte-
grado de mas de 130 programas para el acceso andlisis y manipulacléon de secuen-
cias de nucledtidos y proteinas  GCG contiene programas tales como Gap” y "Bestfit™
que pueden usarse con parfimetros por defecto para determinar la similitud de se-
cuencia homologia y/o identidad de secuencla entre polipéptidos muy relacionados
tales como polipéptidos homélogos de diferentes especies de organismos o entre una
proteina de tipo siivestre y una muteina de la misma Véase por ejemplo GCG ver
si6n 6 1 version 91 y version 100

Las secuencias de polipéptidos también pueden compararse usando FASTA
empleando pardmetros por defecto o recomendados un programa en GCG Version
61 FASTA (por ejomplo FASTA2 y FASTA3) proporciona alineamientos y porcenta-
jes de identidad de secuencia de las regiones del mejor solapamiento entre las se-
cuencias problema y de blsqueda (Pearson Methods Enzymol 183 63-88 (1980)
Pearson Methods Mol Biol 132 185-219 (2000)) Otro algontmo preferido cuando se
compara una secuencia de la Invencién con una base de datos que contiene un gran
nimero de secuencias de diferentes organismos es el programa informético BLAST
especiaiments blastp o tblastn usando parametros por defecto Véase por ejemnplo
Altschul ot al J Mol Biol 215403-410 (1990) Altschul et al Nucleic Acids Res.
25 3389-402 (1967) Incorporado en este documento como referencia

Una “aromatasa " como se usa el término en este documento se refiere a una
enzima (por ejemplo 450,.m) que catallza la aromatizacion del anillo A de un andr-
geno sustrato (principaimente androstenodiona) para dar estrona

inhibidor de aromatasa significa un compuesto o sustancia que cuando entra
en contacto con una aromatasa inhibe de manera detectable la formacién del anlllo A
de un andrégeno sustrato en comparacién con el nivel de dicha aromatizacién en au-
sencia del compuesto o sustancia Para evaluar si hay mhibicién y/o su nivel puede
usarse cualquier ensayo para evaluar el nivel de actividad enzimatica por una aroma-
tasa Un inhibidor de aromatasa incluye pero sin imitacién un inhibidor esteroideo o
no esteroideo tal como. entre otros exemestano anastrozol letrozol fadrozol vorozol
y formestano y el término incluye cualquier inhibidor de aromatasa tanto st se conoce
como si se va a identificar en el futuro

Un "anticuerpo” intacto comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos
cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro Véase en general Funda-
mental immunology Ch 7 (Paul W ed 2nd ed Raven Press NY (1988)) incorpo-
rado como referencia en su totalidad para todos los fines) Cada cadena pesada com-

10%
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prende una regién varable de cadena pesada (HCVR o V) y una regién constante de
cadena pesada (C,)) La reglén constante de cadena pesada comprende tres dominios

CH1 CH2 y CH3 Cada cadena ligera comprende una regién vanable de cadena ligera
(LCVR o V) y una regién constante de cadena ligera La region constante de cadena
ligera comprende un dominio C, Las regiones Vy y Vi pueden subdividirse adicional

mente en regiones de hipervariabilidad denominadas regiones determinantes de com-
plementariedad (CDR) intercaladas con regiones que estan mas conservadas deno-
minadas regiones flanqueantes (FR) Cada Vy y V. comprende tres CDR y cuairo FR
dispuestas desde el extremo amino al extremo carboxiio en el siguiente orden FR1

CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4 La asignacidn de los aminoacidos a cada domi

nio esta de acuerdo con las definiciones de Kabat Sequences of Proteins of Immuno-
logical Interest (National Institutes of Health Bethesda Md (1987 y 1991)) o Chothia
y Lesk J Mol Blol 196 901 917 (1987) Chothia et al Nature 342 878-883 (1989)

La expresién "porcidn de unién al antigeno™ de un anticuerpo (o simplements
"porcién de anticuerpo®™) como se usa en este documento se refiere a uno o méas
fragmentos de un anticuerpo que retienen la capacidad de unirse especificaments a un
antigeno (por ejemplo CTLA4) Se ha demostrado que la funcién de unién a antige-
nos de un anticuerpo puede realizarse por fragmentos de un anticuerpo de longitud
completa Los ejemplos de fragmentos de unidn incluidos dentro del término "porcién
de unién al antigeno de un anticuerpo Incluyen (i) un fragmento Fab un fragmento
monovalente consistente en los dominios Vi, Vi C_y Cyt (i) un fragmento F(ab ). un
fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un enlace disuifu-
ro en la regién de bisagra (iil} un fragmento Fd consistente en los dominios Vi, y Cu1
(iv) un fragmento Fv consistente en los dominios V, y V, de un solo brazo de un anti-
cuerpo. (v) un fragmento dAb (Ward et al (1989) Nature 341 544-546) consistente en
un dominio Vi y (vi) una regidn determinante de complementariedad (CDR) aislada
Ademas aunque los dos dominios del fragmento Fv V, y Vy se codifican por genes
separados pueden unirse. usando métodos recombinantes por un enlazador sintético
que permita que se transformen en una sola cadena proteica en la que las regiones V|
y V4 se emparejan para formar moléculas monovalentes {conocidas como Fv monoca-
tenarias (scFv)) véase por ejemplo Bird et al Sclence 242 423-426 (1988) y Huston
et al Proc. Natl Acad Sci USA 85 5879-5883 (1888)) Estos anticuerpos monocate-
narios también pretenden incluirse dentro de la expresién "porcién de unién al antige-
no" de un anticuerpo También se incluyen otras formas de anticuerpos monocatena
rios tales como diacuerpos. Los diacuerpos son anticuerpos bivalentes biespecificos
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en los que los dominios Vy y V. 5@ expresan en una sola cadena polipeptidica pero
usando un enlazador que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre
los dos dominios en la misma cadena forzando de esta manera a los dominios a em-
parejarse con dominios de complementariedad de otra cadena y creando dos sitios de
unién al antigeno (véase por ejemplo Holliger et al Proc Natl Acad Sci USA
90 8444-6448 (1993) Poljak et al Structure 2 1121-1123 (1984))

Ademés un anticuerpo o porcién de unidn al antigeno del mismo puede formar
parte de moléculas de Inmunoadhesion mayores formadas por asoclacién covalents o
no covaiente del anticuerpo o porcién de anticuerpo con una o mas proteinas o pépti
dos distintos Los ejemplos de estas moléculas de inmunoadhesién incluyen el uso de
la regién del nicleo de estreptavidina para obtener una molécula de scFv tetramérica
(Kipriyanov et al Human Antibodles and Hybridomas 6 93-101 (1995)) y e! uso de un
resto de cisteina un péptido marcador y una sefial de pollhistidina C-terminal para ob-
tener moléculas de scFv bivalentes y biotiniladas (Kipnyanov et al Mo/ Immunol
31 1047-1058 (1994)) Ofros ejemplos incluyen aquellos en los que una o méas CDR
de un anticuerpo se incorporan en una molécula de manera covalenta o no covalente
para conseguir una inmunoadhesina que se une especificamente a un antigeno de in
terés tal como CTLA4 En esias reallzaciones las CDR pueden incorporarse como
parte de una cadena polipeptidica mayor pueden unirse covalentemente a otra cade-
na polipeptidica o pueden Incorporarse de manera no covalente Pueden prepararse
porciones de anticuerpo. tales como fragmentos Fab y F(ab), a partir de anticuerpos
enteros usando técnicas convencionales tales como digestibn con papaina o pepsina
respechvamente de anticuerpos enteros Ademis pueden obtenerse anticuerpos
porciones de anticuerpos y moléculas de inmunoadhesion usando técnicas de ADN
recombinante convencionales como se describe en este documento

Cuando en este documento se hace referencia a un "anticuerpo® con respecto
a la presente invencibn debe entenderse que también puede usarse una porcién de
unién al antigeno del mismo Una porcién de unién al antigeno compite con el antl-
cuerpo intacto por la unién especifica Véase en general Fundamental Immunology,
Ch 7(Paul W ed 2*ed Raven Press N Y (1889)) incorporado como referencia en
su totalidad para todos loe fines) Las porciones de union a antigenos pueden produ
cirse por técnicas de ADN recombinante o por escisidn enzimatica o quimica de antl-
cuerpos intactos En algunas realizaciones las porciones de unidn al antigeno inclu
yen fragmentos Fab Fab F(ab); Fd Fv dAb y fragmentos de regiones determinan
tes de complementariedad (CDR) anticuerpos monocatenarios (scFv) anticuerpos
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quiméricos dlacuerpos y polipéptidos que contienen al menos una porcién de un ant-
cuerpo que es suficiente para conferir unién especifica de antigeno al polipéptido En
reallzaciones que tienen uno o més sitios de unidn los sitios de unidn pueden ser
Idénticos entre sl o pueden ser diferentes

Las expresiones “"anticuerpo humanc®” o anticuerpo de secuencla humana
como se usan indistintamente en este documento incluyen anticuerpos que tienen re-
giones variables y constantes (sl es el caso) derivadas de secuencias de inmunoglobu-
ina de la linea germinal humana Los anticuerpos de secusncia humana de la Inven-
cién pueden inclulr restos aminoacidicos no codificados por secuencias de inmunogio-
bulina de la linea germinal humana (por ejemplo mutaciones introducidas por mutagé-
nesis aleatoria o de localizacién dingida In vitro o por mutaclén somética in vivo) Sin
embargo la expreslén "anticuerpo humano® como se usa en este documento no pre-
tende incluir anticuerpos quiméricos en los que se han injertado secuencias de CDR
derivadas de la linea germinal de otras especes de mamifero tales como ratbn en
sacuencias flanqueantes humanas (es decir anticuerpos humanizados o PRIMATI
ZED™ (primatizados))

La expresién “anticuerpo quimérico como se usa en este documento significa
un anticuerpo que comprende regiones de dos o més anticuerpos diferentes En una
reallzacién una o méas de las CDR proceden de un anticuerpo anti CTLA4 humano
En ofra realizacién todas las CDR proceden de un anticuerpo anti-CTLA4 humano En
otra realizacién las CDR de mas de un anticuerpo anti-CTLA4 humano se combinan
en un anticuerpo humano quiménco Por ejemplo un anticuerpo quimérico puede
comprender una CRD1 de la cadena ligera de un pnmer anticuerpo anti-CD40 huma-
no una CDR2 de la cadena ligera de un segundo anticuerpo ant-CTLA4 humano y
una CDR3 de la cadena ligera de un tercer anticuerpo anh-CTLA4 humano y las CDR
de la cadena pesada pueden derivar de uno 0 mas anticuerpos anti CD40 distintos.
Ademdés las regiones flanqueantes pueden proceder de uno de los mismos anticuer-
pos antt CTLA4 0 de uno o méas humanos diferentes

Ademés como se ha descrito previamente en este documento el anticuerpo
quiménco incluye un anticuerpo que comprende una porcién dernvada de las secuen
cias de la linea germinal de més de una especie

Glicoforma se refiere a una estructura de oligosacarido compleja que com-
prende enlaces de diversas unidades de carbohidrato Estas estructuras se describen
por sjemplo en Essentials of Glycobiology Varki et al eds Cold Spring Harbor Labo-
ratory Press Cold Spring Harbor NY (1868) que también proporciona una revision de
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la nomenclatura de la glicobiologfa convenclonal Estas glicoformas incluyen pero sin
limtacidn G2 G1 G0 G 1y G-2 (véase por ejemplo Publicacién de Patente Intera-
cional N° WO 99/22764)

"Modelo de glicosllacion” se define como el modelo de unidades de carbohidra-
to que estan unidas covalentemente a una proteina (por ejemplo la glicoforma) asl
como al sitio o sitios en los que la o las glicoformas se unen covalentemente al esque-
leto peptidico de una proteina méas especificaments a una molécula de inmunoglobu-
lina

Es probable que los anticuerpos expresados por diferentes lineas celulares o
en animales transgénicos tengan diferentes glicoformas y/o patrones de glicosilacion
en comparacidon entre ellos Sin embargo todos los anticuerpos codificados por las
moléculas de acido nucieico proporcionadas en este documento o que comprenden
las secuenclas de aminoécidos proporcionadas en este documento forman parte de la
presente Invencidon independientementa de la glicosilacidn de los anticuerpos

Por la expresién cantidad eficaz® o cantidad terapéuticamente eficaz® como
se usa en este documento se entiende una cantidad que cuando se administra a un
mamifero. preferiblemente un ser humano media una respuesia terapéutica detecta-
ble en comparacién con la respuesta detectada en ausencia del compuesto Una res-
puesta terapéutica tal como pero sin limitaclén inhibicion de y/o reduccidn del crec-
miento de un tumor del tamafio del tumor de la metastasis y similares puede eva-
luarse faciimente por una plétora de métodos reconocidos en la técnica incluyendo
por sjemplo métodos tales como los descritos en este documento.

E! especialista en la técnica entenderé que la cantidad eficaz del compuesto o
composicidn administrada en este documento varla y puede determinarse faciimente
baséndose en varios factores tales como la enfermedad o afeccién a tratar la fase de
la enfermedad la edad y salud y estadao fisico del mamifero a tratar la gravedad de la
enfermedad el compuesto particular a administrar y similares.

Por la expresidbn compite como se usa en este documento con respecto a un
anticuerpo se entiende que un primer anticuerpo © una porclén de unién al antigeno
del mismo compite por la unién con un segundo anticuerpo 0 una porcién de unién al
antigeno del mismo donde la unidn del primer anticuerpo con un epltopo afin se redu-
ce de manera detectable en presencia del segundo anticuerpo en comparacién con la
unién del pnmer anticuerpo en ausencia del segundo anticuerpo Puede darse el caso
alternativo donde la unién del segundo anticuerpo a su epltopo también se reduce de
manera detectable en prasencia del primer anticuerpo pero no es necesarno que ocu
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ma esto Es decir un primer anticuerpo puede inhibir la unién de un segundo anticuer-
po a su epftopo sin que el segundo anticuerpo inhiba la unién del prnimer anticuerpo a
su epltopo respectivo  Sin embargo cuando cada anticuerpo inhibe de manera detec-
table la urudn del otro anticuerpo con su epltopo ¢ ligando afin ya sea en la misma
medida en mayor 0 en menor medda se dice que los anticuerpos presentan "compe
tencia cruzada® entre si por la unidén de sus epltopos respectivos Por ejemplo los an-
ticuerpos con competencia cruzada pueden unirse al epltopo o porcién del epftopo. al
que se unen los anticuerpos usados en la invencién La presente invencidn incluye el
uso de anticuerpos tanto con competencia como con competencia cruzada Indepen-
dientemente del mecanismo por medio del cual tiene lugar tal competicibn o competi-
cién cruzada (por ejemplo Iimpedimento estérico cambio conformacional o unién a un
epitopo comin © a una porcidn del mismo y similares) el especialista en la técnica
debe apreciar que baséndose en las ensefianzas proporcionadas en este documento
se incluyen estos anticuerpos con compstencia y/o con competencia cruzada y pueden
ser (tiles para ios métodos aqul descritos

El trmino epitopo” incluye cualquier determinante proteico capaz de unirse de
manera especifica a una Inmunoglobuilina o receptor de células T Los determinantes
epitdpicos consisten normalmente en grupos de moléculas de superficie activos desde
un punto de vista quimico tales como cadenas laterales de aminoécidos o de azlicares
y nomaimente tienen caracteristicas estructuraies tndimensionales especificas asi
como caracteristicas de carga especificas Los epitopos conformacionales y no con
formacionales se distinguen en que la unién al primero pero no al segundo se pierde
en presencia de disolventss desnaturalizantes

Material de Instrucciones. como se usa dicho término en este documento In-
cluye una publicacién una grabacién un diagrama o cualquier otro medio de expre-
sibn que puede usarse para comunicar la utiidad del compuesto combinacién y/o
composicién de la invencién en el kit para afectar allviar o tratar las diversas enferme-
dades o trastomos mencionados en este documento Opclonaimente © como alterna-
tiva el matenal de instrucciones puede describir uno o mas métodos para allviar las
enfermedades o trastomos en una célula un tejido o un mamifero Incluyendo como se
describe en otras partas de este documento

El material de instrucciones del kit por ejemplo puede fijarse a un recipiente
que contenga el compuesto y/o composicién de la invencidn o puede transportarse
junto con un recipiente que contiene el compuesto y/o composicion Como altemativa
el material de instrucclones puede transportarse por separado del recipiente con la in-
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tencidn de que el receptor use el material de instrucciones y el compuesto de manera
cooperativa

Excepto cuando se indica los términos "paciente” o sujeto” se usan indistin
tamente y se refieren a mamiferos tales como pacientes humanos y pnmates no hu
manos asl como pacientes de veterinarios tales como conejos ratas y ratones y otros
animales Preferiblements pacientes se refiere a un ser humano

En este documento se usa la notacibn convencional para representar las se-
cuencias polipeptidicas el extremo izquierdo de una secuencia polipeptidica es el ex-
tremo amino el extremo derecho de una secuencia polipeptidica es el extremo car-
boxi

Por la frase "se une especificamente”™ como se usa en este documento se en-
tiende un compuesto por ejemplo. una proteina un acido nucleico un anticuerpo y
similares que reconoce y 8 une a una molécula especifica pero no reconoce sustan-
ciaimente ni se une a otras moléculas en una muestra Por ejemplo un anticuerpo o
un Inhibikior peptidico que reconoce y se une a un ligando afln (por ejemplo un anti-
cuerpo anti CTLA4 que se une con su antigeno afin CTLA4) en una muestra pero no
reconoce sustancialmente ni se une a otras moléculas en la muestra De esta manera
en las condiclones de ensayo daesignadas el resto de unién especificado (por ejlemplo
un anticuerpo o una porcién de unidn al antigeno del mismo) se une preferentemente a
una moiécuia diana particular y no 86 une en una cantidad significativa a otros compo-
nentes presentes en una muesira de ensayo Para seleccionar un anticuerpo que se
una especificamente a una molécula de interés pueden usarse diversos formatos de
ensayo Por ejemplo se usan inmunoensayo ELISA en fase sdlida inmunoprecipita-
cién BlAcore y andlisis de transferencia de Westemn para Identificar un anticuerpo que
reacciona especificaments con CTLA4 Tipicamente una reaccidn especifica o selec-
tiva seré al menos dos vaces la sefial o interferencia de fondo y més tipicamente mas
de 10 veces la sefial de fondo incluso més especificamente se dice que un anticuer-
po "se une especificamente™ a un antigeno cuando la constante de disociacién en
equllibro (Kp) es < 1 zM preferiblements < 100 nM y mas preferiblemente < 10 nM

El tdrmino "Kp" se refiere a la constante de disociacién en equilibrio de una in-
teraccién anticuerpo-antigeno particular

Como se usa en este documento "sustancialmente puro” significa que una es-
pecie objeto es la especie predominants presente (es decir en una base molar es
més abundante que cualquier otra especie individual en la composicion) y preferible-
mente una fraccién sustanciaimente purificada es una composicién en la que la espe-

1o
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cie objeto (por ejemplo. un anticuerpo ant-CTLA4) comprende al menos aproximada-
ments 50 por ciento (en una base molar) de todas las especies macromoleculares pre-
sentes Generalmente una composiciobn sustancialmente pura comprenderd méis de
aproximadamente 80 por ciento de todas las especies macromoleculares presentes en
la composicibn més preferiblemente mas de aproximadamente 85% 90% 95% Yy
98% Aln mas preferiblementa la especie objeto se punfica hasta esenciaimente la
homogeneidad {las espacies contaminantes no pueden detectarse en la composicién
por meétodos de deteccidbn convencionales) donde la composicidn consiste esenclal-
mente en una sola espacie macromolecular

Como se usa en este documento “tratar® significa reducir la frecuencia con la
que se experimentan los sintomas de una enfermedad (es decir crecimiento de un
tumor y/o metéstasis u otros efectos mediados por el nimero y/o actividad de células
inmunes Yy similares) por un paciente El término incluye la administracién de los
compuestos o agentes de la presente invencidn para prevenir o retrasar el inicio de los
sintomas complicaciones o Indiclos bioquimicos de una enfermedad (por ejemplo la
elevacidn del nivel de PSA) aliviar los sintomas o detener o inhibir el desamolio adi
clonal de la enfermedad afeccién o trastomo El tratamiento puede ser profilactico (pa-
ra prevenir o retrasar el iniclo de la enfermedad o para prevenir la manifestacién de
sintomas clinicos o subclinicos de la misma) o la supresion terapéutica o alivio de los
sintomas después de la manifestacion de la enfermedad

se une a CTLA4 humano o una porcién de unidn ai antigeno del anticuerpo. en com-
binacién con una terapia hormonal (por ejemplo un inhibidor de aromatasa) para tratar
el cAncer de mama La combinacidn del bloqueo de CTLA4 con la reduccién en el ni-
vel de estrdgenos en un paciente de acuerdo con un método de la invencién puede
proporcionar un efecto terapéutico beneficioso sinérgico como se describe con mas
detalle més adelante

Aunque la Invencitn incluye numerosas terapias de combinacién donde el anti-
cuerpo se administra al paclente en combinaclén con al menos un inhibidor de aroma
tasa la presente Invencion no se limita de forma alguna a los agentes llustrados que
se presaentan en este documento sélo con fines ilustrativos

En una reallzacién a un paclente con cancer de mama se le administra una
combinacién de un anticuerpo contra CTLA4 o una porcibn de unién al antigeno del
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mismo y un Inhibidor de aromatasa ("Al") En un aspecto el Inhibicién de aromatasa
se selecciona entre el grupo consistente en anastrozol letrozol y exemestano que es-
tan disponibles en el mercado como ARIMIDEX FEMARA y AROMASIN respectiva-
mente. Mas preferiblements el inhibidor de aromatasa es exemestano Esto se debe
a que un efecto sinérgico o aditivo estd mediado por la administracién de una combl-
nacién que comprende un anticuerpo ant-CTLA4 y un Al Sin el deseo de limitarse por
ninguna teoria particular de la invencidn la terapla con Al puede aumentar quzas por
cambios apoptéticos u otros cambios arquitecturales |a exposicién de antigenos especi
ficos de tumores cancerosos de mama al sistema inmune de tal manera que aumente ia
respuesta iInmune a las células tumorales Es decir |a terapia hormonal puede crear o
aumentar una fuente de antigenos especificos de tumores por medio de muerte de
células tumorales que a su vez, pueden suministrar antigenos tumorales a las rutas
de presentacién de antigeno del hospedador El anticuerpo anti-CTLA4 media una
mayor respuesta inmune a los mayores niveles de antigeno especifico de tumor en la
ruta de presentacién de antigeno proporcionando de esta manera un efecto
terapéutico sinérgico potencial cuando se combina con una terapia de inhibidor de
aromatasa Otras teraplas de combinacidn que pueden ocasionar sinergia con la
potenciacidén por ant-CTLA4 de la respuesta inmune por medio de la liberacion por
muerte celular de antigenos especlificos de tumores son radiacidn cirugla y
quimiot&iamh desive disdsnitarse por ninguna teoria de la invencién la combinacion de
bloqueo de CTLA4 e Inhibiciéon de aromatasa puede inducir una respuesta inmunologi
ca mas potents al cAncer de mama de lo que se esperaba Por lo tanto la combina
cidn de bloqueo de aromatasa usando entre otros exemestano en combinacién con
un anticuerpo anti-CLTA4 puede proporcionar un efecto sinérgico potencial proporcio-
nando de esta manera un nuevo tratamiento terapéutico importants para el céancer de
mama

Los métodos de la invencién pueden realizarse como una terapla neoadyuvante
antes de la cirugla radioterapia o cualquier otro tratamiento localizado para sensibifizar
a las células tumorales o confenr de otra manera un efecto terapéutico beneficioso al
paciente Sin embargo. la invencidn no se limita a la situacion necadyuvante En su
lugar los métodos de la invencién pueden usarse a lo largo de la enfermedad y junto
con el tratamiento continuo por ejemplo pero sin limitacidn terapla adyuvante de
primera linea de segunda linea de tercera linea y similares para el cdncer de mama

En una realizacién el cAncer de mama es positivo para receptores de esirége-
nos (ER+) de tal manera que la inhibicién de la aromatasa reduce el nivel de estroge
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nos afectando de esta manera al tumor En un aspecto el tumor ER+ est4 presents
una mujer postmenopéusica (post-men) de tal manera que [a reduccién del nivel de
estrogenos media un efecto terapéutico antitumoral en el paciente Sin embargo aun-
que puede ser preferible administrar la terapia Al a una paclente post-men ER+ la
presente invencién no se limita a esta pacents sino que méas bien comprende la ad-
ministracidn de una terapia con anticuerpo ant-CTLA4-inhibidor de aromatasa a cual-
quier paciente que pueda obtener un efecto terapéutico beneficioso por una combina
cién de la reduccidn del nivel de estrdgenos con un aumento inmune a fravés del blo-
queo de CTLA4 como se determina por el especialista en la técnica equipado con las
ensefianzas proporcionadas en el presente documento.

Il_Regimenes de Dosificaciéon

Los regimenes de dosificacién pueden ajustarse para proporcionar la respuesta
éptima deseada Por ejemplo. puede administrarse un bolo Unico. pueden administrarse
varias dosis dvididas en el iempo o la dosis puede reducirse o incrementarse propor-
cionalmente segln lo indiquen las exigencias de la situacidn terapéutica Resulta espe-
claimente ventajoso formular composiciones parenterales en una forma de doslificacién
unitaria para faciltar la adminisiracién y la uniformidad de la dosificacion La forma de
dosificacidn unitaria como se emplea en esta memoria se reflere a unidades discretas
desde un punto de vista flsico adecuadas como dosificaciones unitanas para los sujetos
mamiferos que se van a tratar conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada
del compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado junto con el
vehiculo farmacéutico requerido. La especificacidn para las formas de doslficaciéon unita
ria de la invencién esta dictada por y depende directamente de (a) las caracteristicas del
anticuerpo Yy el efecto terapéutico o profilictico particular que se qulere conseguir y (b)
las imtaclones inherentes a la técnica de la obtencidn de compuestos tales como un
compuesio activo para el tratamiento de sensibilidad en individuos.

Un Intervalo ilustrativo no limitants para una cantidad terapéuticamente eficaz
de un anticuerpo administrado de acuerdo con la invencbn es al menos aproximada-
mente 1 mg/kg al menos aproximadamente 5 mg/kg al menos aproximadamente 10
mg/kg més de aproximadamente 10 mg/kg o al menos aproximadamenta 15 mg/kg por
ejemplo aproximadamente 1-30 mg/kg o por ejemplo aproximadamente 1-25 mgkg o
por ejempio aproximadamente 1 20 mg/kg o por ejemplo aproximadamente 5-20
mg/kg o por ejemplo. aproximadamente 10-20 mg/kg o por ejlemplo aproximadamente
15-20 mg/kg o por ejemplo aproximadamente 15 mg/kg Debe indicarse que los valo-
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res de dosificacion pueden vanar con el tipo y la gravedad de la afeccién que se quiere
mejorar y pueden incluir dosis Gnicas o multiples Adicionalmente debe entsnderse que
para cualquier sujeto particular ks regimenes de doslificacibn especificos deben ajus-
tarse en el tempo de acuerdo con las necesidades de! Individuo y con el juicio profesio-
nal de la persona que administra o supervisa la administracion de las composiciones y
que los intervalos de dosificacibn mostrados en esta memoria son sdlo llustrativos y que
no pretenden limitar el alcance o la préictica de la composicién reivindicada Las deter-
minaciones de las dosificaciones apropiadas y los regimenes de administracidn del anti-
cuerpo son bien conocidas en la técnica relevante y debe entenderse que se incluyen
dentro de las capacidades del especialista en a técnica una vez proporcionadas las en-
sefianzas descritas en el presents documento

En una realizacién el anticuerpo se administra en una formulacién intravenosa
como una solucién acuosa estérll que contiene de aproximadamente 5 a 20 mg/ml de
anticuerpo en un sistema tampén apropiado

En una realizacién para la administracién de dosis bajas parte de la dosis sa
administra por una inyeccion intravenosa en embolada y el resto por infusion de la for-
mulacién de anticuerpo  Por ejemplo  puede administrase una inyeccion intravenosa de
0 01 mg/kg del anticuerpo como una embolada y el resto de una dosis predeterminada
de anticuerpo puede administrarse mediante una inyeccidn infravenosa En otra realiza
cion la dosis baja entera se administra como una sola inyeccién en embolada En el
casos de dosls mayores por ejemplo 3 mg/kg el anticuerpo no se administra como una
embolada sino que la cantidad entera se administra por infusibn Una dosis predeter
minada del anticuerpo puede adminisirarse por ejemplo durante un periodo de aprox
madamente una hora y media a aproximadaments cinco horas

La presente invencidn se refiere a la administracién de una combinacién de un
anticuerpo antl-CTLA4 y un inhibidor de aromatasa El especialista en la tcnica debe
apreciar que la combinacién puede administrarse simultaneamente o los dos agentes
pueden administrarse en diferentes momentos Por ejemplo en una realizacion el ant-
cuerpo se administra como una sola inyeccléon y/o infusidn y el Inhibidor de aromatasa
(por ejlemplo exemestato) se administra una vez al dia empezando antes durante o
después de la administracion del anticuerpo  Tipicamente el exemestano se administra
diadamente una vez al dla nomalmente a la misma hora del dla y acompafiado por
una comida Sin embargo. |a presente invencién no se limita a ninguna dosificacién o
régimen de administracién particular para un inhibidor de aromatasa En su lugar la do-
sis 6ptima la via y el régimen de administracidn del anticuerpo y el inhibidor de aroma-
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tasa pueden determinarse faclimente por un espedalista habltual en la técnica pertinente
usando métodos bien conocidos

Por ejemplo. pueden administrarse una sola dosis o miiltiples dosis del ant
cuerpo Como altemativa puede administrarse al menos una dosis o al menogs tres
sels 6 12 dosis Las dosis pueden adminisirarse por ejemplo cada dos semanas una
vez al mes cada veinte dlas cada 25 dlas cada 28 dlas cada 30 dias cada 40 dias
cada 6 semanas cada 50 dlas cada dos meses cada 70 dias cada 80 dlas cada
fres meses cada sels meses o una vez al aflo Ademéas el inhibidor de aromatasa
puede administrarse dlanaments varias veces o una vez al dia una vez por semana
una semana sl y otra no una semana sl y dos no una semana sl y tres no una vez al
mes cada tres meses cada seis meses una vez al afio o cualquier periodo que pro-
porcione un efecto terapéutico beneficioso al paciente determinado por el especialista
en la técnica

El anticuerpo puede administrarse hasta que se observe la progresion de la en-
fermedad una toxicidad intolerable o hasta 12 ciclos consecutivos lo que ocurra an
tes El anticuerpo tamblén puede administrarse usando un régimen que comprends ia
administracién de una dosis de carga seguida de una dosis menor Pueden adminis-
trarse cursos repetidos de al menos uno y més preferiblemente varios ciclos de anti-
cuerpo Y un inhibidor de aromatasa a un paciente gue experiments recurmencia de un
tumor que previamente se ha beneficiado por la administracién de la combinacion de
un anticuerpo anti-CTLA4 y un Inhibldor de aromatasa

En una reallzacién a un paciente se le administra por via intravencsa una sola
inyeccién que comprende el anticuerpo ani-CTLA4 a una dosis de aproximadamente 3
mg/kg cada veintiocho dias Al paciente tamblién se le administra una dosis de aproxi
madamente 25 mg por dia de exemestano antes. durante y/o después de la administra-
cién del anticuerpo En una realizacién de la Invencién a un paciente se le administra
por via intravenosa una sola dosis qgue comprende el anticuerpo ant-CTLA4 a una dosis
de aproximadamente 3 mg/kg preferiblemente aproximadaments 8 mg/kg més preferi-
blements aproximadaments 10 mg/kg prefenblemente aproxxmadamente 15 mgkg ca
da tres meses Al paciente también se le adminisira una dosis de aproxamadamente 25
mg por dia de exemestano antes durante y/o después de la administracién del anti
cuerpo  En otra mealizacibn a un paciente se le administra por via intravenosa una in
yaccidén en embolada que comprende un anticuerpo ani-CTLA4 a una dosis mayor de 3
mg/kg (por ejemplo. 6 10 15 20 25 30 35 o 40 mg/kg) cada veintiocho dlas La dosis
puede ajustarse como s8 conoce en la técnica baséndose entre otros factores en la
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toxicidad si es el caso y la eficacla terapéutica Al pacients también se le administra
una dosis de aproximadaments 25 mg por dia de exemestano antes durante y/o des-
pués de la administracién del anticuerpo

La combinacion de anticuerpo-inhibidor de aromatasa puede administrarse como
una terapla adyuvants sistémica de pnmera linea o puede administrarse al paciente
como una terapia neoadyuvante antes de la cirugia radioterapia o cualquier otro trata
miento. para sensibilizar a las células tumorales o para conferir de otra manera un efecto
terapéutico beneficioso al paciente.

Ademas la combinacidn puede administrarse como una terapia de segunda Ii
nea tal como pero sin limitacdn una vez que ha fallado la terapia de primera linea con
tamoxifeno Como alternativa la combinacién puede administrarse conjuntamente con
la terapia con tamoxifeno y/o en cualquier momento durante la terapia con tamoxifeno
que tipicaments se adminisira durante aproximadaments canco afios después del trata
miento inicial En ofra reallzaci6n la combinacién de anticuerpo ant-CTLA4 y exemes-
tano puade administrarse a un paciente después de aproximadamente dos o tres afios
de terapia con tamoxifeno u ofra terapia adyuvanta. Esio se debe a que se ha demos-
trado que la terapia con exemestano después de aproximadamente dos a tres afios de
terapla con tamoxifeno proporciona un efecto terapéutico beneficioso mientras que re-
duce los efectos secundanos de a terapia de tamoxifeno

De esta manera una combinacion de un anticuerpo ant-CLTA4 y un inhibidor de
aromatasa preferiblemente exemestano puede proporcionar un efecto terapéutico be-
neficioso una vez que ha fallado la terapia de tamoxifeno una vez que ha fallado la tera-
pia adyuvante sistdmica usando otro inhibidor de aromatasa (por ejemplo anastrozol
letrozol y similares) y/o después de la administracion de tamoxifeno durante aproxima-
damente dos a fres afios entre otras cosas Por lo tanto la invencién incluye la adminis-
tracién de un anticuerpo ant-CTLA4 y un Inhibidor de aromatasa en combinacién con o
después de una terapia antlhormonal adicional Incluyendo pero sin limitacsdn tamo-
feno anastrozol letrozol y fulvestrant como apreciara un especialista en la técnica ba-
séndose en la descripcién proporcionada en este documento.
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i, Anticuerpos Anti CTLA4

En una realizacidén el anticuerpo contra CTLA4 usado en la invencién com-
prende una cadena pesada donde la secuencla de aminoéacidos de la Vy, comprende
las sacuenclas de aminoécidos indicadas en las SEC ID N°3 15y 27 En otra reall-
zacién la V, del anticuerpo contra CTLA4 comprende las secuencias de aminoacidos
indicadas en las SEC ID N*® 21 y 33 Mas preferiblemente las regionss Vy y V, del
anticuerpo comprenden las secuencias de aminoacidos Indicadas en la SEC ID N° 3
(Viw 411) yenla SECID N°g (V. 41 1) respectivamente las secuencias de ami-
nodcidos indicadas en la SECIDN®15(Vy 4131) yenlaSECIDN°21(V, 413 1)
respactvamente y las secuencias de aminodcidos indicadas en la SEC ID N° 27 (Vy
1121)yen la SEC ID N°33 (V.11 2 1) respectivamente AGn mas preferiblemente
el anticuerpo es tialimumab (también conocido como CP-675 208) que tiene las se-
cuencias de aminoéacidos de cadena pesada y ligera del anticuerpo 11 2 1

En otra realizacién la secuencia de aminoaddos de la cadena pesada com
prende la sacuencia de aminoécidos codificada por un acido nucleico que comprende
las secuencias de acido nucleico indicadas en las SEC ID N°1 13y 25 En ofra reall
zacién la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos codficada por un
acido nucleico que comprende las secuencias de acido nucleico indicadas en las SEC
IDN°7 19y 31 Maés preferiblementis las cadenas pesada y ligera comprenden las
sacuencias de amino4cidos codificadas por 4cidos nucisicos que comprenden fas se-
cuenclas de acido nucielco indicadas en la SEC ID N° 1 (cadena pesada4 1 1)yenla
SEC ID N° 7 {cadena ligera 4 1 1) respectivamente las secuencias de acido nucleico
indicadas en la SEC ID N® 13 (cadena pesada 4 13 1) y en 1a SEC ID N° 19 (cadena
ligera 4 13 1) respectivamente y las secuencias de &cido nucleico indicadas en la
SEC ID N°25 (cadena pesada 112 1) y en la SEC ID N° 31 (cadena ligera 11 21)
respactivamente

Ademés el anticuerpo puede comprender una secuencla de aminoacidos de
cadena pesada que comprende secuencias de aminoicidos de CDR humana proce-
dentes del gen V4 3-30 & 3-33 o sustituciones conservativas 0 mutaciones somaticas
de éste Se enienderd que el gen V, 3-30 o V), 3-33 codlifica de FR1aFR3 de lare
gidn variable de cadena pesada de una molécula de anticuerpo De esta manera la
invenadén comprende un anticuerpo que comparte una identidad de al menos 85%
més preferiblemente al menos 90% aln mas preferiblemente al menos 81% incluso
més preferiblements al menos 94% alin més preferiblemente al menos 95% mas
preferiblemente al menos 87% Incluso mas preferiblemente al menos 88% Incluso
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mas preferiblements al mencs 99% Yy aln més prefenblemente 100% con la se-
cuencia de FR1 a FR3 de un anticuerpo seleccionado entre el grupo compuesio por
311411481410241314143 611 1121 1161 1171 12311 2911
10D1 y DP-50

El anticuerpo ademés puede comprender regiones CDR en su cadena ligera
derivada del gen A27 o el gen 012 o puede comprender las regiones CDR de un antl
cuerpo seleccionado entre el grupo compuestopor 311 411 481 4102 4131
4143 611 1121 1161 1171 12311 2811 10D1

En otras realizaciones de la invencidn el anticuerpo inhibe la unién entre
CTLA4 y B7-1 B7 2 o ambos Preferiblemente el anticuerpo puede inhibir la unién
con B7 1 con una Cly de aproximadamente 100 nM o menor mas preferiblemente
aproximadaments 10 nM 0 menor por ejemplo. aproximadaments 5 nM o menor aln
més preferiblemente aproximadamente 2 nM o menor o incluso mas preferiblemente
por ejemplo aproximadamente 1 nM o menor De manera similar el anticuerpo puede
inhibir la unién con B7 2 con una Clg de aproximadamente 100 nM o menor més pre-
feriblements 10 nM 0 menor por ejemplo Incluso més preferiblemente aproximada-
mente 5 nM o menor atn mas preferiblemente aproximadamente 2 nM o menor o
incluso més preferiblemente por ejemplo aproximadamente 1 nM o menor

Ademds en otra realizacién el anticuerpo anti CTLA4 tiene una afinidad de
unién por CTLA4 de aproximadamente 10 o mayor més preferiblements una afinidad
de aproximadamente 10° o mayor més preferiblemente una afinidad de aproximada
mente 10" o mayor e incluso méas preferiblementa una afinidad de apraximadamente
10" o mayor

El anticuerpo ant-CTLA4 Incluye un anticuerpo que compite por la uniébn con
un anticuerpo que tiene secuencias de aminoacidos de cadena pesada y ligera de un
anticuerpo seleccionado entre el grupo consistente en 411 611 1121 4131y
4 14 3 Ademés el anticuerpo anti-CTLA4 puede competir por la unién con el anticuer-
po 10D1

En otra realizacién el anticuerpo preferiblemente compite de manera cruzada
con un anticuerpo que tiene una secuencia de cadena pesada y ligera una secuencia
de cadena pesada variable y ligera variable y/o las secuenclas CDR de cadena pesa-
da y ligera del anticuerpo 411 4131 4143 611 61121 Por ejemplo el ant-
cuerpo se puede unir al epitopo al que se une un anticuerpo que tiene secuencias de
aminoacidos de cadena pesada y ligera secuencias vanables y/o secuencias CDR de
un anticuerpo seleccionado entre el grupo consistenteen411 4131 4143 6116
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1121 En otra reallzacién el anticuerpo compite de manera cruzada con un anticuer-
po que tiene secuencias de cadena ligera y pesada © secuencias de unidn al antige-
no de 10D1 (MDX-D010)

En otra realizacién la invencién se lleva a la prictica utilizando un anticuerpo
ant-CTLA4 que comprende una cadena pesada que comprende las secuencias de
aminoacidos de CDR-1 CDR-2 y CDR-3 y una cadena ligera que comprende las se-
cuencias de aminoacidos de CDR-1 CDR 2 y CDR-3 de un anticuerpo seleccionado
del grupo que consiste en 311 411 481 4102 4131 4143 611 1121
1161 1171 12311y 12911 o secuancias que tienen cambios respecto a las
secuencias de CDR seleccionados del grupo que consiste en cambios conservativos
donde los camblos conservativos se seleccionan del grupo que consiste en sustitucidn
de restog no polares por otros restos no polares sustitucidn de restos polares carga-
dos distintos de los restos polares no cargados sustitucién de restos polares cargados
por otros restos polares cargados y susttucién de restos similares esfructuraimente
sustituciones no conservativas donde las sustituciones no conservativas se seleccio-
nan del grupo que consiste en sustitucién de restos polares cargados por restos pola-
res no cargados y sustitucién de restos no polares por restos polares adiciones y de-
leclones

En una realizacién adiclonal de la invencién el anticuerpo contiene menos de
10 7 5 6 3 cambios de aminodcidos respecto a ia secuencia de la linea germinal en
las regiones flanqueantes o COR En otra realizacién el anticuerpo contiene menos
de 5§ camblos de aminoécidos en las regiones flanqueantes y menos de 10 cambios en
las regiones CDR En una realizaci6n preferida el anticuerpo contiene menos de 3
cambios de aminoacidos en las regiones flanqueanies y menos de 7 camblos en las
regiones CDR En una reallzacién preferida los cambios en las regiones flanqueantes
son conservativos y los de las reglones CDR son mutaclones sométicas

En otra realizacién el anticuerpo comparte una identidad o similitud de se-
cuencia (por ejemplo. de aminoécidos. de aclido nucleico 0 ambos) de al menos 80%
més preferiblemente al menos 85% incluso méas preferiblements al menos 90% adn
méas preferiblemente al menos 84% preferiblemente al menos 85% y mas preferi-
blemente al menos 99% en las secuencias de longitud completa de cadena pesada y
ligera o en la cadena pesada o la cadena ligera por separado con las secuencias del
anticuerpo 311 411 481 4102 4131 4143 611 1121 1161 1171
12311 12911 10D1 Incluso mas preferiblemente el anticuerpo comparte una
Identidad o similitud de secuencia de 100% sobre la cadena pesada y la cadena ligera
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o con la cadena pesada o la cadena ligera por separado de un anticuerpo seleccio-
nado entre el anticuerpo311 411 481 4102 4131 4143 611 1121 1161
1171 12311 12811 10D1

En otra realizacién el anticuerpo comparte una identidad o similitud de se-
cuencia de al menos 80% més preferiblemente al menos 85% Incluso méas prefer-
blemente al menos 90% adin mas preferblements al menos 94% mas preferible-
mente al menos 95% Incluso mas preferiblemente al menos 99% sobre las secuen-
cias de longltud completa de cadena pesada y ligera o sobre la cadena pesada o la
cadena ligera por separado con las secuenclas de [a {inea germinal V, A27 la linea
germinal V, 012 y la linea germinal DP50 (que es un alelo del locus del gen V,; 3-33)
Incluso més preferiblements el anticuerpo comparte una identidad o simllitud de se-
cuencia de 100% sobre la secuencia de cadena pesada de la linea germinal DP50 y/o
con la secuencia de cadena ligera de la Iinea germinal A27 o la linea geminal 012

En una realizacién el anticuerpo comparis una identidad o simllitud de secuen-
cla (por ejemplo. de aminoacidos de acido nucleico 0 ambos) de al menos 80% mas
preferiblemente al menos 85% incluso mds preferiblemente al menos 80% aln mas
preferiblements. al menos 94% preferiblementa al menos 85% y mas preferiblemen
te al menos 99% sobre las secuenclas de regién vanable de cadena pesada y ligera
o sobre la regién varlable de cadena pesada o cadena ligera por separado con las
sacuencias del anticuerpo 311 411 481 4102 4131 4143 611 1121
1161 1171 12311 12911 10D1 Incluso més preferiblemente el anticuerpo
comparts una kientidad o similitud de secuencia de 100% sobre las secuencias de re-
gién vanable de la cadena pesada y la cadena ligera o con la secuencia de la cadena
pesada o la cadena ligera por separado de un anticuerpo seleccionado entre el anti-
cuerpo311 4114814102 4131 4143 611 1121 1161 1171 12311
12011 10D1

En otra realizacién el anticuerpo comparte una Identidad o similitud de se-
cuencia de al menos 80% mas preferiblements al menos 85% Incluso més prefer-
blemente al menos 80% ain més preferiblements al menos 94% mas prefenble-
mente. al menos 95% Incluso més preferiblements al menos 89% sobre la secuencia
de la regién variable de cadena pesada con la secuencia vanable de cadena pesada
de la linea germinal DP50 (que es un alelo del locus del gen V, 3-33) o con la secuen-
cia vanable de cadena ligera de la linea germinal V, A27 o la linea germinal V, 012
Incluso més preferiblemente la secuencla de la regién de cadena pesada del antl-
cuerpo comparte una identidad o similitud de secuencia de 100% con la secuencia de
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la llnea germinal DPS0 o con la secuencia de cadena ligera de la linea germinal A27 o
la linea germinal 012

En una realizacién de la presents invencién el anticuerpo comparte una ident-
dad o simllitud de secuencia de al menos 80% mas preferiblemente al menos 85%
incluso mas preferiblemente al menos 90% atn mas preferiblemente al menos 85%
més preferiblemente al menos 99% con las secuencias de la cadena pesada la ca
dena ligera 0 ambas de FR1 a FR4 con las secuencias de la regién FR1 a FR4 del
anticuerpo 311 411 481 4102 4131 4143 611 1121 1161 1171
12311 12911 10D1 Incluso mas preferiblemente el anticuerpo comparte una
identidad de secuencia o similitud de secuencia de 100% sobre las secuencias de ca
dena pesada ligera 0 ambas de FR1 a FR4 con el anticuerpo 311 411 481
41024131 4143 611 1121 1161 1171 12311 12911y 10D1

En otra realizacién de la presente invencién el anticuerpo comparte una ident-
dad de secuencia o similitud de secuencia de al menos 80% mas prefariblemente al
menas 85% incluso mas preferiblemente al menos 90% aln més preferiblemente al
menos 85% mdas preferiblemente al menos 89% y aln mas preferiblemente aproxi
madamente 100% con las secuenclias de cadena pesada de FR1 a FR3 con las se-
cuencias de las regiones FR1 a FR3 de la linea germinal DP50

En otra realizacién de la presente invencién el anticuerpo comparte una ident-
dad de secuencia o simillitud de secuencia de al menos 80% mas prefanbiemente al
menos 85% Incluso mas preferiblements al menos 90% aln méas preferiblemente al
menos 95% mas preferiblemente al menos 89% y a(n méas preferiblemente aproxi-
madamente 100% con las secuencias de cadena ligera de FR1 a FR4 con las se-
cuencias de la region FR1 a FR4 de la linea germinal V, A27 o de la linea germinal V,
012

En una realizacién de la presente invencién el anticuerpo comparts una identi
dad de secuencia o similitud de secuencia de al menos 80% més preferiblemente al
menos 85% incluso mas preferiblements al menos 90% aln més preferiblemente. al
menos 85% maés preferiblemente al menos 98% con las secuencias CDR-1 CDR-2 y
CDR-3 de la cadena pesada la cadena ligera o ambas del anticuerpo 311 411
481 4102 4131 4143 611 1121 1161 1171 12311 12911 10D1
Incluso mas preferiblemente el anticuerpo comparte una identidad de secuencia ¢ si-
militud de secuencia de 100% sobre las secuenclas CDR 1 CDR-2 y CDR-3 de cade-
na pesada ligera o ambas conelantcuerpo311 411 481 4102 4131 4143
6111121 1161 1171 12311 12911y 10D1
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En ofra realizacién de la presente invenciébn el anticuerpo comparte una ident
dad de secuencla o similitud de secuencla de al menos 80% més preferiblements al
menos 85% incluso méas preferiblemente al menos 90% alin més preferiblemente. al
menas 95% mds preferiblemente al menos 98% y ain més preferiblements aprox-
madaments 100% con las secuencias CDR-1 y CDR-2 de la cadena pesada con las
secuencias COR 1 y CDR-2 de la linea germinal DP50

In otra reallzacién mas de la presents invencién el anhcuerpo comparte una
identidad de secuencia o simillitud de secuencia de al menos 80% mas preferiblemen-
te al menos 85% Incluso mas prefenblemente al menos 80% aln mas prefenble-
menta al menos 95% més preferiblemente al menoe 99% y ain mas prefenblemen
te aproximadamente 100% con las secuencias CDR-1 CDR-2 y CDR-3 de la cadena
ligera con las secuencas CDR-1 CDR-2 y CDR 3 de la linea germinal V, A27 o la li-
nea germinal V, 012

Se describen ejemplos de anticuerpos que pueden emplearse en la presente In-
vencién y métodos para su produccién entre otras fuentes en la Soliciiud de Patents
de Estados Unidos N° 09/472 087 ahora expedida como Patente de Estados Unidos N°
6682736 Solicitud Interacional N° PCT/US00/23356 (publicada el 1 de marzo de
2001 como documento WO 01/14424) (por ejemplo. el anticuerpo 10D1 también cono-
ado como MDX-010 Medarex Princeton NJ) Solicitud Intemacional N°
PCTAUSS88/28739 (publicada el 8 de Junio de 2000 como documento WO 00/32231)
Patente de Estados Unidas N° 5811 097 5855 887 6 051 227 y 6.207 156 cada una
de las cuales se incorpora en este documento como referencia Aunque en este docu-
mento se proporciona informacién sobre las secuenclas de amino&cidos y de &cido nu-
cleico en relacién con esos anticuerpos puede encontrarse mas informacion en la Pa-
tente de Estados Unidos N° 8 682736 asl como en el documento WO 00/37504 las
secuencias incluidas en esas solicitudes se incarporan en el presente documento como
referencia

En la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 10/153 382 ahora publicada
como Publicacién de la Solicitud de Patenta N° 2003/0086930 que se Incorpora como
referencia como si se explicara con detalle en esie documento. se describieron ciertos
usos para estos anticuerpos para tratar diversos canceres.

Se describen con detalle caracteristicas de anticuerpos ant-CTLA4 humanos Gtl-
les en los métodos de la invencidn por ejemplo en la Patente de Estados Unidos N°
6682736 e incluyen anticuerpos que tenen secuencias de aminoédcidos de un ant
cuerpo tal como pero sin limitacién el anticuerpo 311 411 481 4102 4131
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4143 611 1121 1161 1171 12311 12911y 10D1 La invencién también
se refiere a métodos que usan anticuerpos que comprenden las secuencias de aminoé-
cidos de las CDR de las cadenas pesadas y ligeras de estos anticuerpos as| como las
que comprenden cambios en |as reglones CDR como se describe en las solicitudes y
patentes citadas anteriormente La Invencién también se refiere a anticuerpos que com-
prenden las regiones varlables de las cadenas pesadas y ligeras de estos anticuerpos.
En otra realizacidn el anticuerpo se selecciona entre un anticuerpo que comprende la
regidn variable de longitud compieta o las secuencias de aminodcidos de CDR de las
cadenas pesadas Y ligeras de los anticuerpos 311 411 481 4102 4131 4143
6111121 1161 1171 12311y12811 y10D1

Aunque pueden preferirse los anticuerpos antl CTLA4 descnitos anteriormente
en este documento el especialista en la técnica basandose en la descripcion propor
cionada en este documento debe apreciar que la Invencién incluye una amplia diver-
sidad de anticuerpos ant-CTLA4 y no se limita a es0s anticuerpos particulares Mas
particularmente aunque se prefieren los anticuerpos humanos. la invencién no se limi
ta de forma alguna a los anticuerpos humanos. en su lugar la invencién incluye anti-
cuerpos (tiles Independientemente de la especie de la que proceden e inciuye entre
otros anticuerpos quiméricos humanizados y/o primatizados Ademas aunque los
anticuerpos ilusirados en este documento se obtuvieron usando un mamifero transgé-
nico. por ejemplo un ratén que comprendia un repertorio inmune humano el especia-
lista en la técnica baséndose en la descnpcion proporcionada en este documento. de-
be entsnder que la presente invencidén no se limita a un anticuerpo producido por este
u otro método particular En su lugar la Invencién incluye un anticuerpo anti CTLA4
producido por cualquier método Incluyendo pero sin imitaciébn un método conocido
en la técnica (por ejemplo seleccidn de bibliotecas de presentacidn de fagos. y simlla-
res) o que se desarrollara en el futuro para producir un anticuerpo anti-CTLA4 de la
invenclén Basandose en la descripcién extensiva proporcionada en este documento
y por gjemplo. en la Patente de Estados Unidos N° 6 6827368 de Hanson etal yla
Publicacién de la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 2002/0088014 un espe-
cialista en la técnica puede producir e identificar faclimente un anticuerpo (til para el
tratamiento del cancer de mama en combinacién con un agents terapéutico hormonal
usando los nuevos métodos descritos en este documento

La presente invencién incluye anticuerpos humanos producidos usando un
mamifero transgénico no humano es decir XenoMouse™ (Abgenix Inc Fremont
CA) como se describe en el documento U S 6 682736 de Hanson et al
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Oftro sistema de ratdn transgénico para la produccién de anticuerpos "humanos”
se denomina "HuMAb-Mouse™" (Medarex, Princeton NJ) que contiene minillocl de
genes de inmunoglobulina humana que codifican secuencias de inmunoglobulina reor
denada de cadena pesada humana (mu y gamma) y cadena ligera kappa junto con
mutaclones dingidas que inactivan los locl endégencs de cadena mu y kappa (Lonberg
ot al Nature 368 856-850 (1894) y Patente de Estados Unidos N° 5 770 429)

Sin embargo la invencién usa anticuerpos anti-CTLA4 humanos producidos
usando cualquier mamifero transgénico tal como pero sin limitacién el Kirin TC Mou
se™ (Kirin Beer Kabushiki Kaisha Tokyo Japan) como se describe por sjempio en
Tomizuka et al Proc Natl Acad Sci USA 97 722 (2000) Kuroiwa et al Nature Bilo-
technol 18 1086 (2000) Publicacién de la Solicitud de Patente de Estados Unidos N°
2004/0120948 de Mikayama et al y HuMAb-Mouse™ (Medarex Princeton NJ) y
XenoMouse™ (Abgenix Inc. Fremont CA) supra De esta manera la invencion in-
cluye el uso de un anticuerpo anti-CTLA4 producido usando cualquier animal transgé-
nico u ofro animal no humano

En ofra realizaclén los anticuerpos utiizados en métodos de la invencién no son
completamente humanos sino "humanizados™ En particular los anticuerpos murinos o
los anticuerpos de otras especies pueden "humanizarse” o "primatizarse” utiizando téc-
nicas que son muy conocidas en la técnica Véase por ejemplo. Winter y Harrls Immu-
nol Today 14 43-46 (1883) Wright et al Cnt Reviews in Immunol 12 125-168 (1892) y
la Patenta de Estados Unidos N° 4 816 567 de Cabllly et al y Mage y Lamoyl in Mono-
clonal Antibody Production Techniques and Applications pp 79-97 Marcel Dekker Inc.
New York NY (1987) De esta manera los anticuerpos humanizados quiméricos an-
ticuerpos antl CTLA4 procedentes de cualquier aspecie {incluyendo anticuerpos mo-
nocatenarnios obtenidos a partir de camélidos como se describe por ejemplo en las
Patentes de Estados Unidos N° 5 759 808 y 8 765 087 de Casterman y Hamers) asl
como cualquier otro anticuerpo humano pueden combinarse con un agente terapéut-
co para poner en préactica los nuevos métodos descritos en este documento

Como se apreciard baséndose en la descripclén proporcionada en este docu-
mento. pueden obtenerse anticuerpos para uso en la invencidn a parbr de un mamifero
transgénico no humano e hibridomas derivados de los mismos pero también pueden
expresarse en lineas celulares distintas de hibridomas

Las lineas celulares de mamifero disponibles como hospedadores para la expre-
sidn son muy conocldas en la técnica e incluyen muchas lineas celulares inmortalizadas
de la American Type Culture Collection (ATCC) que incluyen pero no estén imitadas a



10

15

20

25

35

43“_\

-31

células de ovario de hamster Chino (CHO) NSO Sp2 HEK, células HeLa células de
nfin de hamster (BHK) células de rifién de mono (COS) y células de carcinoma hepa-
tocelular humano (por ejemplo Hep G2) También pueden emplearse células procandt-
cas y eucandticas no procedentss de mamifero Incluyendo células bactenianas de le-
vadura de insectos y vegetales

Pueden usarse diversos sistemas de expresién blen conocidos en la técnica ta-
les como pero sin limitacion los descritos por ejemplo en Sambrook y Russell Mole-
cular Cloning A Laboratory Approach Coid Spring Harbor Press Cold Sprning Harbor
NY (2001) y Ausubel et al Current Protocols in Molecular Biology John Wiley &
Sons NY (2002) Estos sistemas de expresion incluyen sisternas basados en la dihidro-
folato reductasa (DHFR) entre otros muchos El sistema de expresion de glutamina sin-
tetasa se describe en su totalidad o en parie en relacion con las Patentes Europeas N°
0216846B1 N° 0258055B1 y N°® 0323997B1 y la Solicitud de Patente Europea N°
EP898303964 En una reallzacidon el anticuerpo usado se obtiene en células NSO usan
do un sistema de giutamina sintetasa (GS-NS0) En otra realizacién el anticuerpo se
obtiene en células CHO usando un sistema DHFR. Los dos sistemas son bien conocl
dos en la técnica y se describen entre otros en Bames et al Blotach & Bloengineering
73 261 270 (2001) y las referencias citadas en este documento.

La mutagénesis dirgida del dominio CH2 del anticuerpo para eliminar la glicosi-
lacién puede ser prefarida con el fin de evitar cambios bien en ia inmunogenicxlad far-
macocinética y/o en las funciones del efector que resultan de la glicosilacién que no es
humana Ademds el anticuerpo puede desglicosilarse por métodos enziméticos (véase
por ejemplo. Thotakura et al Meth Enzymol 138 350 (1887)) y/o quimicos (véase por
ejemplo. Hakimuddin et al Arch Biochem Biophys. 259 52 (1987))

Ademés la Invencidn incluye el uso de un anticuerpo anti-CTLA4 que compren-
de un patrdn de glicosilacién alterado El especialista en la técnica baséndose en la
descnpcidn proporcionada en este documento apreciard que un anticuerpo anti-CTLA4
puede modificarse para comprender méas sitios de glicosilacidn menos sitios de glicos!-
lacién o sitios de glicosllacion diferentes. en comparacién con el anticuerpo natural  Es-
tas modificaciones se describen por ejemplo. en las Publicaciones de Solicitudes de Pa-
tente de Estados Unidos N° 2003/0207336 y 2003/0157108 y en las Publicaciones de
Patente Intemacionales N° WO 01/81405 y 00/24893

Ademas. la invencidn comprende el uso de un anticuerpo ant-CTLA4 indepen
dientements de la glicoforma si es el caso presente en el anticuerpo Ademas en la
técnica se conocen bien los métodos para remodelar extensivaments la glicoforma pre-
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sente en una glicoproteina e incluyen por ejemplo los descritos en las Publicaciones de
Solicitud de Patente internacional N° WO 03/031464 WO 98/58064 y WO 99/22764 y
en las Publicaciones de las Solictudes de Patente de Estados Unidos N° 2004/0063911
2004/0132640 2004/01428568 2004/0072290 y en la Patente de Estados Unidos N°
6 602 684 de Umana ot al

Ademas la invencidn incluye el uso de un anticuerpo ant-CTLA4 con cualquier
modificacion covalents y no covalente conocida en la tcnica incluyendo pero sin limi
tacién la unidn del polipéptido a uno de una diversidad de polimeros no proteicos por
ejempio. polletiienglicol polipropilenglicol o poloxialquilenos de la manera indicada por
ejemplo en las Publicaciones de las Soliciudes de Patente de Estados Unidos N°
2003/0207346 y 2004/0132840 y en las Patentes de Estados Unidos N° 4 840 835
4 496 689 4 301 144 4670417 4791 192 4 178 337

Ademas la invencién incluye el uso de un anticuerpo anti-CTLA4 o una porcidn
de union al antigeno del mismo una proteina quimérica que comprende por ejemplo. un
polipéptido de albimina de suero humano. o un fragmento de la misma Si la proteina
quimérica se produce usando métodos recombinantes por ejemplo por clonacién de un
acxdo nucleico quimérico que codlfica la protelna quimérica o por unién quimica de las
dos porciones peptidicas el especialista en la técnica entenderd una vez equipado con
las ensefianzas proporcionadas en este documento que tales proteinas quiméricas son
bien conocidas en la técnica y pueden conferir propledades biolégicas deseables taies
como pero sin limitacién una mayor estabilidad y vida media en suero para el anticuer-
po de la invencién y por lo tanto estas moléculas se incluyen en este documento.

No es necesario que los anticuerpos que se generan para utllizarse en la inven
cién tengan Inicialmente un isoipo deseado particular En lugar de esto. el anticuerpo
generado puede tener cualquier Isotipo y puede camblarse el isotipo posteriormente uti-
lizando técnicas convencionales Estas incluyen técnicas recombinantes directas (véa
se por ejemplo la Patente de Estados Unidos 4 816 397) y técnicas de fusién célula-
célula (véase por ejlemplo. la Patente de Estados Unidos N° 5918 771

La funcién efectora de los anticuerpos usados en la invencién puede camblarse
por el isotipo cambiando a IgG1 lgG2 1gG3 IgG4 IgD IgA, IgE o IgM para diferentes
utiilzaclones terapéuticas Es méas puede evitarse la dependencia del complemento para
destruir las células mediants {a utilizacién por ejemplo de biespecificos inmunotoanas.
o marcadores radiactivos

Aunque los anticuerpos 411 4131 y 11 2 1 son anticuerpos IgG2 y las se-
cuencias de las regiones variables de los anticuerpos se proporcionan en este docu
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mento (Figuras 1-3) y en las solicitudes y patentes mencionadas e incorporadas en
este documento debe entenderse que en la presents invencidn se incluyen las se-
cuencias de longitud completa de estos anticuerpos asl como el uso de cualquier antl-
cuerpo que comprenda las secuencias indicadas en las SEC ID N° 1-36 y que com-
prenda ademas cualquier regidn constante independientemente del Isotipo como se
describe con méas detalle en otras partes de este documento De manera similar de
acuerdo con los métodos de la invencidbn puede usarse cualquier anticuerpo que
comprenda la secuencia de longitud completa de 10D1 o cualquier porcion de la mis-
ma incluyendo una secuencia que codifique una porcidn de unién al antigeno de
10D1

De esta manera el especialista en la tdchica una vez que ha racibido las en-
sefianzas proporclonadas en este documento apreciard facllmente que la combina
cién de anticuerpo ant-CTLA4-agente terapéutico de la invencién puede comprender
una ampha plétora de anticuerpos anti-CTLA4

Ademés un sespecialista en la técnica basdndose en la descripcidn proporcio-
nada en este documento entendera que la invencion no se limita a la administraciéon
de un solo anticuerpo: en su lugar la invencién incluye la administracidn de al menos
un anticuerpo anti-CTLA4 por ejemplo unode411 413101121 en combinacién
con un agente terapéuhco. Ademas cualquier combinacién de anticuerpos antr-
CLTAA4 puede combinarsa con al menas un agente terapéutico y (a presente invencidn
incluye cualquiera de estas combinaciones y permutaciones de las mismas

\' ibidor de tasa

La presente invencion se refiere a la administracion de una combinacioén de un
anticuerpo anti CTLA4 y un inhibidor de aromatasa a un paciente para el tratamiento
del cincer de mama

En la técnica son bien conocikdos los agentes de terapla hormonal para el tra-
tamiento de tumores de cancer de mama que expresan el receptor de estrogenos Es-
tos agentes de terapla hormonal incluyen compuestos que afectan al propio receptor
tales como pero sin limtacién tamoxifeno que se une al receptor Inhibiendo de esta
manera la interaccién de recaptoriigando y fulvestrant que degrada al receptor de tal
manera que esté mencs disponible para mediar la sefializacion a través de la interac-
clén receptorligando

Ademés los agentes de terapia hormonal comprenden inhibidores de la enz
ma aromatasa tales como pero sin limitacién anastrozol letrozol y exemestano Es-
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tos agentes antihormonales a diferencia del tamoxifeno y fulvestrant, presentados an
teriormente Inhiben la Interaccén receptorligando reduciendo el nivel de ligando dis-
ponible para unirse con el receptor Mas especificamente un inhibidor de aromatasa
inhibe la aromatizacién del anillo A de un andrégeno sustrato para formar un esirége-
no que es una etapa necesara en la biosintesis del ligando del receptor es decir los
estrobgenos. De esta manera los inhibldores de la aromatasa median la reduccién de
los niveles en suero de los estrégenos Inhibiendo de esta manera el crecimiento de
células tumorales que necesitan la hormona para el creamiento

Los inhibidores de aromatasa ("Al") no esteroideos tales como pero sin limita-
cién anastrozol y letrozol se unen reversiblements a la porcién hemo de la molécula
de aromatasa y estdn asoclados con un aumento de la actividad aromatasa Esto
puede asociarse con el desamollo de resistencia tumoral parhicularments con el uso a
largo plazo del inhibidor Ademés la biosintesis de estrégenos en presencia de estos
inhibidores puede tener lugar sin la necesidad de sintesis de nueva aromatasa ya que
el Inhibldor se une reversiblemente a la enzima {véase Miller Clin Breast Cancer 1 S6-
$14 (2000)) proporcionando también de esta manera otra oportunidad para que las
células tumorales eviten la inhiblclon

Los inhibidores de aromatasa esteroidecs tales como exemestano difieren de
los Inhibidores no estervideos (por ejemplo anasirozol y letrozol) en que se unen Ime-
versibiemente al sitio de unién ai susfrato de ia enzima y estan asociados con una re-
duccién de la actividad aromatasa Por ejemplo el exemestano asta relacionado es-
tructuraiments con el sustrato natural androstenodiona y se reconoce por la enzma
como un falso sustrato de tal forma que compite con el sustrato natural en el sitio act
vo El exemestano después se transforma en un intermedio que se une lmeversible-
mente a la enzima provocando su inactivacidn (es decir inhibicién suiada ) Véase
por ejemplo. la Solicitud de Patente de Estados Unidos N°® 10/811 653 publicada como
Publicacién de la Solicitud de Patente de Estados Unidos N°® 2004/0082557 Solicitud
de Patente de Estados Unidos N° 10/363 935 publicada como Publicacion de la Solick-
tud de Patente de Estados Unidos N° 2004/0024044 y Solicitud de Patents de Esta-
dos Unidos N° 10/343 585 publicada como Publicacién de Solicitud de Patente de Es-
tados Unidos N® 2003/0158168

De esta manera a diferencla de los inhibidores no esteroidecs reversibles el
exemestano es un inactivador esteroideo de aromatasa que se une imeversiblemente a
la aromatasa ocasionando una supresion casi completa de la actividad aromatasa en
tejidos periféricos. asi como on el tumor y media la reduccién sustancial de los niveles
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de estrédgenos en suero sin efactos endocrinoiégicos extrafios (Kaufmann et al J Clin
Oncal 18 1388-1411 (2000)) El exemestano actualmente esta aprobado en los Esta-
dos Unidos Canada y Europa para el tratamiento de segunda linea {por ejemplo
cuando la enfermedad ha progresado después de la terapia de pnmera linea con ta

moxifeno) de mujeres postmenopéusicas con cancer de mama metastasico El exe-
mestano produce una proporcién de respuesta de aproximadaments 15% con una su-
pervivencia media de 123 4 semanas y demuestra una ausencia de resistencia cruza-
da con los agentes no esteroideos de tal manera que se ha demostrado que son efi

caces después del tratamiento con anasirozol y letrozol (Geisler et al Clin Cancer Res
4 2089 2083 (1998) Lonning J Clin Oncol 18 2234-2244 (2000)) Mas recientemente

el exemestano se ha aprobado en Europa para el fratamlento adyuvante del cancer de
mama temprano invasivo y positivo al receptor de estrogenos después de dos a tres
afios de terapia adyuvante inicial con tamaxifeno en mujeres postmenopéusicas

Como su Intermedio se une imeversiblemente el exemestano a diferencla de
los inhibidores de aromatasa no esteraideos previene adicionalmente la biosintesis de
estrogenos. ya que se requiere la sintesis de novo de la enzima aromatasa Ademés
el diferente mecanismo de accién de los inhibidores de aromatasa no esteroideos y
esteroidecs puede explicar el fendémeno de que un Inhibidor de aromatasa puede ser
eficaz después de que falle otro Mas particularmente el tratamiento de pacientes
postmenopéusicas con cancer de mama tratadas con exemestato después del fallo del
tamoxifeno y de un inhibidor de aromatasa no esteroideo proporciont un efecto clinico
beneficioso (Lonning et al J Clin Oncol 18 2234-2244 (2000))

De esta manera puede usarse un anticuerpo anti CTLA4 en combinacién con
cualquier inhibidor de aromatasa o mattiples Inhibidores para tratar a un paciente con
cincer de mama cuando el tumor expresa el receptor de esirdgenos (ER+) Ademas
aunque la presents invencién se ilustra por una combinacién que comprende exemes-
tano la invencién no se limita de forma alguna a este Inhibidor o su mecanismo de in
hibicién De hecho no es necesario conocer ol mecanismo por medio del cual el In-
hibidor de aromatasa inhibe la enzma De esta manera en la combinacién de la in-
vencién puede usarse cualquier inhibidor que inhiba de manera detectable la aromati-
zacidn del anlilo A de un sustrato en la biosintesis de estrégenos usando cualquier en-
sayo conocido para ensayar dicha actividad

v__Otros Agentes
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La presents invencidn puede combinarse adicionalmente con otros agentes y
terapias por e)lemplo quimioterapia cirugia radioterapla trasplante y similares. para
tratar a un paciente Es decir el paciente puede someterse a una quimioterapia adi
clonal con agentes bien conocidos tales como pero sin limitacién inhibidores de facto-
ras del crecimiento modificadores de la respuesta bloldgica agentes alquilantes anti-
bidticas Intercalantes vinca alcaloides inmunomoduladores. taxanos moduladores se-
lectivos del receptor de estrogenos (SERM) tales como. pero sin imitacdn lasofoxife-
no e inhibidores de angiotensina

Los agentss terapéuticos son numerosos y se han descrito por ejemplo en la
Publicacién de la Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 2004/0005318 N°
2003/0086930 N° 2002/0086014 y en la Publicacién Intemacional N° WO 03/086459
todas incorporadas en este documento como referencia entre muchas otras Estos
agentes terapéuticos incluyen pero sin limitacién inhibidores de la topoisomerasa |
otroe anticuerpos (rtuximab bevacizumab trastuzumab anticuerpo anti IGF 1R [por
ejemplo CP 751 871] anticuerpo ant-CD40 [por eJemplo CP-870 893] y simllares)
agentes quimioterapéuticos tales como pero sin limitacibn imatinib (GLEEVEC)
SU11248 (SUTENT sunitinib) SU12662 SU14813 BAY 43-90068 AG-013736 (axiti-
nib) agentes estimuladores de receptores toll like (por ejemplo agonistas de TLR-9
tales como pero sin limitacion CPG-7809 también denominado PF03512676 o
PROMUNE) inhibidores de [a indolamina-2 3 -dioxigenasa (IDO) moduiadores selec-
tivos del receptor de estrégenos (SERM por ejamplo lasofoxifeno) taxano vinca alca
loides temozolomida inhibidores de la angiogénesis inhibidores de EGFR inhibidores
de VEGF inhibidores del receptor erbB2 agentes anti proliferativos (por ejemplo in-
hibidores de la famesil proteina transferasa e inhibxiores de avf3 inhibiors Inhibido-
res de avf5 nhibidores de p53 y similares) inmunomoduladores modificadores de la
respuesta bloldgica citoquinas vacunas de tumores antigenos especificos de tumo-
res vacunas de tumores basadas en la proteina del choque térmico terapias de célu-
las dendriticas y de células madre agentes alquilantes antagonistas de folato anta-
gonistas de pinmidina antibiéticos de antraciclina compuestos de platino moléculas
coestimuladoras inmunes (por ejemplo CD4 CD25 PD1 B7-H3 4-1BB OX40
ICOS CD30 HLA-DR MHCIl y LFA) y anticuerpos agonistas a las mismas entre mu
chos otros

En una realizacién los métodos de la invencidén pueden combinarse adicional-
mente con el trasplante por ejemplo el trasplante de células madre para proporcionar
un afecto terapéutico beneficioso a un paciente afligido con cancer de mama El tras-



10

15

25

AP
=37 Ym

plante de células madre puede reallzarse de acuerdo con los métodos conocidos en la
técnica y puede ser un trasplante de células madre alogénico o autblogo Ademés un
aspecialista en la técnica apreciara baséndose en la descripcion proporcionada en
este documento que el trasplante incluye la transferencia adoptiva de linfocitos auto-
logos u obtenidos a partir de un donante HLA compatible Cuando el método com-
prende el trasplante de células madre la primera dosis de la combinacién de anticuer-
po-agente de terapia Al puede administrarse después de que el sistema inmune del
mamifero se haya recuperado del trasplante por ejemplo en el penodo de uno a 12
meses después del trasplante En determinadas realizaciones la primera dosis se
administra en el perodo de uno a tres o de uno a cuatro meses después del trasplan
te Se describen métodos de trasplante en muchos tratados incluyendo Appelbaum en
Harrison's Principles of Internal Medicine Capltulo 14 Braunwald et a/ Eds 15" ed
McGraw-Hill Professional (2001) que se incorpora en aste documento como referen-
cla

Como se ha indicado previamente en este documento hay muchos agentes
quimioterapéuticos disponibles actuaimente para el tratamiento de tumores que son
adecuados para uso en la terapia de combinacion de la presente invencién Por ejem
plo los agentes alquilantes son una clase de farmacos que alquilan el ADN restrin
glendo el desenrollamiento y la replicacién de las cadenas Un agente alquilante pre-
ferido para uso en los métodos de la presente invencién es ciclofosfamida (CY
TOXAN)

Los antagonistas de folato se unen a la dihiirofolato reductasa (DHFR) e inter-
fieren con la sintesis de piimidina (timidina) El metotrexato y el pemetrexed (ALIM
TA) son antagonistas de folato adecuados para uso en los métodos de la presente in-
vencién Ademés de la DHFR pemetrexed también inhibe la timidilato sintasa y la gl
cinamida ribonucledtido formil transferasa dos enzimas distintas dependientes de fola-
to implicadas en la sintesis de timidina

Los antagonistas de pinmidina inhiben las enzimas implicadas en la sintesis de
pinmidina Como anélogos de pirimidina también Interfieren con la produccion de
ADN compitiendo con nucle6tidos normales por la incorporacion en la molécula de
ADN Los antagonistas de pirimidina adecuados para uso en los métodos de la pre-
sente invenclén incluyen S-fluorouracilo (5-FU) capecitabina (XELODA) un profarma-
co de 5'-desoxi 5-fluorouridina (5-FDUR) que se convierte enzmaticamente en 5-FU
in vivo’ y gemcitabina (GEMZAR)
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Los antibibticos de antraciciina inhiben el desenrollamiento del ADN por
intercalacibn entre cadenas de ADN Los antibléticos de antracicina incluyen
hidrocloruro de doxorrubicina (ADRIAMYCIN) hidrocloruro de epirrubicina (ELLENCE
PHARMORUBICIN) daunorrubicina (CERUBIDINE DAUNOXOME) e hidrocioruro de
darrubicina (IDAMYCIN PFS ZAVEDOS) Las antraciclinas preferidas para uso con
la presente invencién incluyen doxorrubicina y epirrubicina

Los compuestos de platino elercen su efecto antineoplasico por intercalacién
entre cadenas de ADN Inhiblendo el desenmrollamiento del ADN Los compuestos de
platino Gtiles en los métodos de |a presente Invencidn incluyen cisplatino (PLATINOL)
oxaliplatino (ELOXATIN) y carboplatino (PARAPLATIN)

Los taxanos promueven el ensamblaje de microtibulos mientras inhiben su
desmontaje en tubulina bloqueando de esta manera la capacidad de una célula de
descomponer el huso mitdtico durante la mitosis Han demostrado una actividad signi-
ficativa contra muchos tumores sélidos como terapla de un solo agente y en combina-
cién con otros agentes de quimioterapia Una realizacion de la terapia de combinacién
de la presente invencién incluye el uso de uno o més taxanos en combinacién can un
anticuerpo IGF-1R Los taxanos adecuados para uso en combinacién con el anticuer-
po IGF-1R incluye docetaxsl (TAXOTERE) y paclitaxel (TAXOL)

Los derivados de taxano que pueden ser activos en células resistentes a doxo-
rrublcina vinblastina pacitaxel docetaxel y similares Iincluyen XRP-8981 (Sanofi
Aventis) y se incluyen en la invencién

Los vinca alcaloides tales como taxanos son "venenos del huso mitdtico™ que
actGan sobre los microtibulos que forman el uso mitdtico Inhiben la mitosis por inter
ferencia con el montaje de los microtibulos impidiendo la formacién del huso mitético
Los vinca alcaloldes incluyen vindesina (ELDISINE) sulfato de vinblastina (VELBAN)
sulfato de vincristina (ONCOVIN) y tartrato de vinorelbina (NAVELBINE) Un vinca al-
caloide preferido para uso en los métodos de la presente invencién es vinorelbina

BMS-247550 (ixabepilona) promueve la polimerizacién de tubulina y la estabili-
zacion de los microttibulos detenlendo las células en la fase G2-M e induclendo la
apoptosis de las células tumorales Este agente demuestra actividad contra las célu
las resistentes al taxano

También son dtiles los anadlogos de rapamicina que se unen e inhiben la diana
de rapamicina en mamiferos (nTOR) e incluyen entre otros CCI-7798 (temsirolimus
Wadnh) y RAD-001 (everolimus CERTICAN Novartis)
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Los analogos de camptotecina actian por medio de la inhibicién de la topoiso-
merasa | una enzima critica para la replicacidon y empaquetamiento del ADN Los ni-
veles de topoisomerasa | son mayores en células tumorales que en tejidos normales
Un anéalogo de camptotacina (itil en los métodos de la presente Invencién es irinotecan
(CAMPTOSAR)

En determinadas realizaciones de la invencién los métodos descritos mas arri-
ba se combinan con una vacuna frente al cincer Véase por ejemplo Ohetal Can
cer Res 84 2610-2618 (2004) (TARP epitopes and breast cancer) Kontani etal IntJ
Molac Med 12 483-502 (2003) (dendntic ceil vaccine targeting MUC1 mucin) Holm-
berg & Sandmaier Expert Rav Vaccines 3 269-277 (2004)(vaccination for breast or
ovarian cancer) Es decir las vacunas (tiles pueden ser sin imitaciébn las compuestas
por antigenos asociados a caAncer de mama {por ejemplo. HER-2/neu mamagilobina
protelna asociada a los tumores de prostata y mama [TARP] MUC1 CEA sialll-Tny
otros antigenos compuestos por carbohidratos) otros antigenos tumorales asociados
con cancer (por ejemplo p53 telomerasa) anticuerpos antHdiotipo talas como 11D10
as{ coma vacunas que comprenden GM CSF ADN y vacunas basadas en células va
cunas de células dendriticas vacunas de virus recombinantes (por ejemplo vaccinia
virus) y vacunas de la proteina de choque térmico (HSP) (por ejemplo HSPPC-968 An
tigenics Inc) Las vacunas itiles también Incluyen vacunas de tumores tales como
las formadas por células de fumor de mama y pueden ser autbiogas o alogénicas y
las vacunas pueden estar basadas en péptidos ADN o células

Las vacunas pueden administrarse antes o después de la administracién de la
combinacién anticuerpo-nhibidor de aromatasa y cuando la terapia forma parte del
régimen la vacuna puede administrarse antes de la quimioterapia En ciertas realiza-
ciones la combinacidn de anticuerpo-inhibidor de aromatasa de la invencibn tamblén
puede administrarse antes de la quimioterapla En olras reallzaciones el tratamiento
puede combinarse con el trasplante de células madre Es decir la combinacién de
anticuerpo-inhibidor de aromatasa puede administrarse antes o después del trasplante
de células madre La vacuna también puede administrarse antes o después del tras-
plante de células madre y en determinadas realizaciones de manera concomitante con
&l anticuerpo

Los tratamientos descritos més arriba tamblén pueden utilizarse con inhibidores
de la transduccién de la sefial tales como agentes que pueden inhibir las respuestas
de EGFR (receptor del factor de crecimiento epxdérmico) tales como anticuerpos
EGFR anticuerpos EGF y moléculas que son inhlbidores de EGFR inhibidores de
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VEGF (factor de crecimiento del endotslio vascular) tales como receptores de VEGF y
moléculas que pueden Inhibir VEGF e inhibidores del receptor erbB2 (HER2) tales
como moléculas organicas o anticuerpos que se unen al receptor erbB2 por ejemplo
trastuzumab (HERCEPTIN Genentech Inc San Francisco CA) y pertuzumab (2C4
OMNITARG Genentech) que es un Inhibidor de la dimerizacién de HER (HDI)

Se describen inhibidores de EGFR por ejemplo en las Publicaciones de Pa
tente Intemacional N® WO 95/19970 WO 98/14451 WO 98/02434 y en la Patente de
Estados Unidos N° 5747 468 y estas sustancias pueden usarse en la presente inven-
¢idn como se describa an este documento. Los agentes inhibldores de EGFR Incluyen
aunque sin limtacién los anticuerpos monocionales C225 ant-EGFR 22Mab (ImClone
Systems Inc. New York NY) y ABX EGF (Abgenix Inc remont, CA) los compuestos
ZD-1839 (AstraZeneca) BIBX 1382 (Boehringer Ingelheim) MDX-447 (Medarex,inc
Annandale NJ) y OLX 103 (Merck & Co Whitshouse Staton NJ) VRCTC-310 (Ven-
tech Research) la toxina de fusién a EGF (Seragen inc. Hopkinton MA) Estos y otros
agentes que inhiben EGFR pueden utilizarse en la presente iInvencidn

Los compuestos dingidos a la inhibicién de la tirosina quinasa (TK) del receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) representan una clase relativamente
nueva de fArmacos antineoplasicos que son (itles en el métodos de la presente inven
cién Muchos canceres humanos expresan miembros de la familia de EGFR en la su-
perficie ceiular Cuanda un ligando se une a EGFR provoca una cascada de reaccio-
nes celulares que producen un aumento de la divisién celular e influyan sobre otros
aspectos del desamollo y [a progresién del cancer incluyendo la angiogénesis la di-
seminacién metastasica y la inhibicién de la apoptosis Los inhibidores de EGFR-TK
pueden dingirse selectivamente a uno de los miembros de la familia EGFR (EGFR
(tambidn conocido como HER1 o ErbB-1) HER2/meu (también conocido como ErbB-
2) HER3 (también conocido como ErbB-3) 0 HER4 (también conacido como ErbB-4))
o pueden dirigirse a dos 0 més de ellos Los inhibidores de EGFR TK adecuados para
uso en la presents invencién incluyen gefitinib (IRESSA) erlotinlb (TARCEVA) CI-
1033 (Pfizer) GW2016 (GlaxoSmithKline) EKB-588 (Walnh) PKI-168 (Novartis) CP-
724 714 (Pfizer) y BIBX 1382 (Boeringer-Ingelheim) Se describen ofros inhibidores de
EGFR-TK en la Patente de Estados Unidos N° 6 890 924

También pueden emplearse inhibidores de VEGF por ejemplo SU 5416 SU-
6668 SU 11248 SU 12662 SU 14813 (Sugen Inc San Francisco CA) asl como
AG-013738 (Pfizer) en combinacién con el anticuerpo Se describen inhibidores de
VEGF por ejemplo en la Solicliud de Patente Intemacional N° PCT/IB88/00797 (pre-
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sentada el 3 de mayo de 1988) Publicaciones de Patente Internacional N° WO
99/24440 WO 95/21613 WO 89/61422 WO 98/50356 WO 989/103480 WO 97/32856
WO 87/22596 WO 88/54003 WO 88/02438 WO 68/16755 WO 88/02437 Patentes de
Estados Unidos N° 5834 504 5883113 5886020 y 5792783 Otros ejemplos de
algunas inhibildores de VEGF especlficos (tiles en la presente Invencién son IM862
(Cytran Inc. de Kirkland WA) anticuerpo IMC-1C11 Imclone anticuerpo monocional
anti-VEGF de Genentech Inc. San Francisco CA y angiozima una ribozima sintética
de Ribozyme (Boulder CO) y Chiron (Emeryvilie CA)

Con la terapia de combinacikin de anticuerpo-nhibidor de aromatasa pueden
combinarse inhibidores del receptor ErbB2 tales como GW-282974 GW-572016 (lapa
tinib) (Glaxo Wellcome pic) y los anticuerpos monocionales AR-208 (Aronax Pharmaceu-
ticals Inc. Woodlands TX) trastuzumab (HERCEPTIN Genentech Inc. San Francisco
CA) pertiuzumab (OMNITARG 2C4 Genentech un Inhibidor de la dimenzaaén de
HER2 (HDI)) y 2B-1 (Chiron) Se describen otros Inhibidores del receptor erbB2 por
elemplo en las Publicaciones de Patente Intemacionales N° WO 98/02434 WO
96/35146 WO 99/35132 WO 98/02437 WO 97/13760 WO 95/18870 Patentes de Es-
tados Unidos N° 5§ 587 458 y 5 877 305 También se describen Inhibidores de ErbB2
(tiles en la presente invenclon en el documento EP1028853 (publicado el 23 de agosto
de 2000) y en la Publicacién de Patente Intemnacional N° WO 00/44728 (publicada el 3
de agosto de 2000) Los compuestos y las sustancias que inhiben el receptor erbB2
descritos en las anteriormente mencionadas solicitudes PCT patentas de EEUU y soli-
citudes provisionales de EEUU asi como otros compuestos y sustancias que inhiben el
receptor erbB2 pueden utilizarse con la combinacién de anticuerpo e inhibidor de aro-
matasa de acuerdo con la presente invencibn

Los tratamientos de la invencién también pueden utlizarse con otros agentes
atiles para tratar el crecimiento celular anormal o el cancer que Incluyen pero que no
estén limitados a otros agentas capaces de incrementar respuestas inmunes antitumo-
rales tales como anticuerpos CTLA4 adicionales diferentes y otros agentes que tam-
bién son capaces de bloquear CTLA4 y agentes antiproliferativos tales como inhibido-
res de la famesll transferasa e Inhibidores de av83 tales como el anticuerpo contra
avfd Vitaxin inhibidores de avf5 inhibidores de p53 y similares

Cuando el anticuerpo de la invencién se administra en combinacién con otro
agente inmunomodulador el agente inmunomodulador puede selecclonarse por
ejemplo del grupo que consiste en un activador de las células dendriticas tales como
ligando CD40 y anticuerpos ant-CD40 agonistas asi como amplificadores de la pre-



10

15

20

25

A2
42 \750;

sentacion del antigeno amplificadores del tropismo de las células T inhibidores de
factores inmunosupresores relacionados con tumores tales como TGF-B (factor de
crecimiento transformante beta) e IL-10 Los anticuerpos agonistas anti-CD40 prefe-
ridos incluyen los anticuerpos descritos en la Solicltud de Patente Intermacional N°
PCT/US02/368107 presentada el 8 de noviembre 2002 publicada actualmente como
Publicacién de Patents Internacional N® WO 03/040170 y Solicltud de Patente de Es-
tados Unidos N° 10/202 088 presentada el 8 de noviembre de 2002 publicada ac-
tuaimente como Publicaclén de Patente de Estados Unidos N° US2003/0211100 in
cluyendo pero sin limitacibn un anticuerpo que tiene la secuencia de amincacidos de
cadena pesada y ligera del anticuerpo 311 311 HA78T 31 1H-A78T-VEBBA-VO7A
311L-LAM LB3V 31 1H-A78T-V8BA-VO7A/3 1 1L-LAMLB3V 712 1083 1511
2121 2141 2211 2211H-C109A 2351 23251 23281 2328 1H D16E
23201y2421

Los regimenes de tratamiento presentes también pueden combinarse con antl
cuerpos o con otros ligandos que inhiben el crecimiento tumoral mediante su unién a
IGF 1 R (receptor del factor de crecimiento semejante a la insulina 1) Los anticuerpos
anti-IGF 1R especificos que pueden usarse en la presente invencion incluyen los des-
critos en la Solicitud de Patente Intemacional N° PCT/US01/51113 presentada 20-12
01 y publicada como Publicacién de Patente de Internacional N° WO02/053596 Solt
citud de Patente intemnacional N° PCT/IB2004/002555 presentada el 3 de agosto de
2004 y publicada como Publicacion de Patente Intemacional N° WO 2005/016967
Los anticuerpos ant-IGFR 1R preferidos incluyen un anticuerpo que tiene la secuencia
de aminoécidos de cadena pesada y ligera por elemplo. del anticuerpo 2121 2132
2143 311 492y4173

El anticuerpo de la invencion también puede administrarse con citoquinas tales
como IL. 2 interferdn {por ejemplo IFN y IFN-a etc) GM CSF IL 12 IL-18 y FLT 3L

Los regimenes de tratamiento descritos en esta memona pueden combinarse
con agentes anti-angiogénesis. tales como inhibidores de MMP-2 (metaloproteinasa de
matnz 2) inhibidores de MMP-8 (metaloproteinasa de matriz 8) e Inhibidores de
COX-l (ciclooxigenasa Il) que pueden utilizarse junto al anticuerpo an el método de la
invencidbn Los ejemploa de inhibidores de COX-ll dtiles incluyen CELEBREX (cele-
coxib) valdecoxib y rofecoxib.  Se describen ejemplos de inhibidores de la metalopro-
telnasa de matriz (tiles en las Publicaciones de Patente Intemacional N®° WO
96/33172 WO 86/27583 WO 98/07687 WO 88/03516 WO 88/34918 WO 98/34915
WO 88/33768 WO 08/30566 WO 90/05719 WO 98/52910 WO 858/52880 WO
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86/28667 Solicitudes de Patente Europeas N° 780386 (publicada e! 25 de junio de
1897) 97304971 (presentada el 8 de julio de 1997) 99308617 (presentada el 29 de oc-
fubre de 1998) 8068046 (publicada el 13 de julio de 1894) 831788 (publicada el 28 de
Julio de 1999) 998302232 (presentada el 25 de marzo de 1988) Solicitud interacional
PCT/IBS8/01113 (presentada el 21 de julio de 1988) solicitud de patente britdnica nd-
mero 9912061 (presentada el 3 de junic de 1998) Solicitud de Patente Provisional de
Estados Unidos N° 60/148 464 (presentada el 12 de agosto de 19998) y Patentes de Es-
tados Unxios N° 5 863 949 y 5 881 510

Los inhibidores de MMP-2 y MMP-8 prefaridos son aquellos que no tienen ¢ be-
nen poca actividad inhibidora frente a MMP 1  Més preferidoa son los que inhiben selec-
tvamente MMP 2 y/o MMP-9 respecto a las otras metaloproteinasas de matriz (es decir
MMP 1 MMP-3 MMP-4 MMP-5 MMP-6 MMP-7 MMP-8 MMP 10 MMP 11 MMP 12
y MMP-13)

Algunos ejemplos espacificos de inhibidores de MMP (tiles en la presents inven
clén son AG-3340 RO 32-3555 RS 13-0830 y los compuestos referidos en la lista si
gulente

4cido  3-[[4-(4-fluoro-fenoxi)-bencenosulfonil} {1-hidroxicarbamoil-ciciopentil)-
amino]-propiénico

hidroxlamida del &acido 3-exo-3-[4{4-fluoro-fenoxi)}-bencenosulfonilamino]-8-
oxa bicicio[3 2 1]joctano-3-carboxliico

hidroxiamida del dcdo (2R 3R)1 [4-(2-cloro-4 fluoro-benailoxi)-
bencencsulfonil]-3-hidroxi-3-metil-pipendina-2-carboxilico

hidroxiamida del écido 4 [4-{4-fluoro-fenoxi}-bencenosulfonilamino} tetrahidro-
piran-4-carboxllico

acido 344 fluoro-fenoxi)}-bencenosulfonil-{1 hidroxcarbamoil-ciclobutil)-
amino} propinico

hidroxiamida del acido 4-[4-(4-cloro-fenaxi}-bencenosulfonilamino]-tetrahidro-
piran-4-carboxllico

hidrodamida del &acido (R) 3 [4{4-cloro-fenoxi)-bencenosulfonilamino}-
tetrahidro-piran-3-carboxilico

hidroxlamida del 4dcado (2R 3R) 14{4-(4-fluoro-2-metil-bencilox)-
bencenosulfonil]-3-hidroxi 3-metll pipendina-2-carbox(lico

édcdo 3{[4{4-fluoro-fenoxl)}-bencenosulfonil}-(1 hidroxicarbamoil-1-metil-etil)-
amino}-proplénico
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acldo 3{[4{4-fluoro-fenoxi}-bencenosulfonif]-{(4-hidroxicarbamoil-tetrahidro-
piran-4-I}-amino] propidnico

hidroxiamida del 4cldo 3-exo-3-{4-(4-cloro-fenoxi)}-bencencsulfonilamino]-8-oxa-
biciclo[3 2 1]octano-3-carboxllico

hidroxdamida del &acido 3-endo-3-{4-(4-fluoro-fenoxi}-bencenosulfonilamino]-8-
oxa-biciclo[3 2 1]Joctano-3-carboxflico y

hidroxiamida del acido (R) 3-[4-{4-fluoro-fenoxi)-bancenosulfonilamino]
tetrahidro-furan-3-carboxllico

y sales y solvatos de dichos compuestos aceptables desde un punto de vista
farmacéutico

La radioterapla puede administrarse de acuerdo con métodos de radioterapia
blen conocidos para el tratamiento del cancer de mama La dosls y el négimen para la
radioterapia pueden determinarse faciimente por un especialista en la técnica y se ba-
san en la fase de la enfermedad y otros factores bien conocidos en la técnica

La coadministracién del anticuerpo con un inhibidor de aromatasa (terapla de
combinacién) incluye la administracién de una composicibn farmacéutica que com-
prende tanto el anticuerpo ant-CTLA4 como uno 0 mas Inhibldores de aromatasa y la
administracién de dos 0 mas composiciones farmacéuticas separadas comprendiendo
una el anticuerpo anti-CTLA4 y comprendiendo la ofra o las ofras el o los inhibldores
de aromatasa Ademas aunque la coadministracion o la terapla de combinacién (con-
junta) generaimente significa que el anticuerpo y los agentas terapéuticos adicionales
se administran al mismo tiempo. también incluye la dosificacién simultinea secuenclal
o separada de los componentes individuales del tratamlento. Ademés cuando un an-
ticuerpo se administra por via intravenosa y el inhibidor de aromatasa se administra
por via oral {por ejemplo exemestano) se entende que su combinacién preferible-
mente e administra como dos composiciones farmacéuticas separadas

La presente invencién también incluye la administracion de otros agentes tera-
péuticos ademés del primer y segundo componentes conjuntamente con uno o mas
de es0s componentss o secuenclaimente antes y/o después Estos agentes terapéu-
ticos incluyen vacunas para el cancer agentes anti-vasculares agentes anti
proliferativos y agentes paliativos para proporcionar cuidado de apoyo tal como pero
sin limitacién analgésicos agentes antleméticos agentes antidiamreicos y esteroides.
Los agentes antieméticos preferidos incluyen hidrocioruro de ondansetron hidrocloruro
de granisetron y metoclopramila Los agentes antidiarreicos preferidos incluyen dife-
noxilato y atropina (LOMOTIL) loperamida (IMMODIUM) octredtido (SANDOSTATIN)

st
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olsalazina (DIPENTUM) y mesalamina (ASACOL) Los esteroides prefendos incluyen
el esteroide no absorbible budesonida (ENTOCORT) y los esteroides para administra
cion sistémica dexametasona (DECADRAN) y prednisona (METICORTEN)

Cada administracibn puede variar en su duracién desde una administracién ré-
pida a una perfusion continua Como resultado para los fines de la presente invan
cidn las combinaciones no se limitan exclusivamente a las que se obtienen por aso-
clacion fisica de los constituyentes sino tamblén a las que permiten una administra-
clén separada que puede ser simultdnea o estar espaciada en un periodo de tiempo
Las composiciones de acuerdo con la invencibn preferiblemente son composiciones
que pueden administrarse por via parenteral Sin embargo estas composiciones pue-
den adminisirarse por via oral o intraperitoneal en el de terapias regionales loca-
lizadas

Como apreciard un especialista en la técnica la eleccién de los agentes tera-
péuticos a usar en combinacién con a terapla de combinacién de anticuerpos anti-
CTLA4 e inhibidor de aromatasa y el momento de su uso se determinaran en parte
por el tipo y fase del céncer que se esta tratando Por sjemplo en el cancer de mama
detectado precozmente (cuando el cancer de mama no se ha extendido fuera de la
mama) la cirugia y la radiacién generaimente van seguidas de una quimioterapla ad
yuvante o terapia hormonal adyuvants pudiendo estar combinadas cualquiera de ellas
con la combinacién de anticuerpo anti-CTLA4-Inhibkior de aromatasa en los métodos
de la presente Invencién La quimioterapia adyuvants tipica para el cancer de mama
detectado precozmente incluye ciclofosfamida metotrexato y 5-FU ("CMF") 5 FU
doxorrubicina y ciclofosfamida ("FAC") docetaxel doxorrubicina y clclofosfamida
("TAC") doxorrubiaana y ciclofosfamida ("AC") doxorrubicina y ciclofosfamida seguido
de paclitaxel ("AC y T") y 5-FU epirrublcina y ciclofosfamida ("FEC") Como se ha
descrito antsriormente en otras partes de este documento el tamoxifeno es un trata-
miento antthormonal administrado en esta fase De esta manera la combinacion de
anticuerpo-inhibidor de aromatasa puede administrarse en combinacién con una tera
pia hormonal adicional (por ejemplo otro inhibidor de aromatasa tamoxifeno fulves-
trant o cualquier combinacion de los mismos) y tal combinacién puede coadmimstrar
se en combinacién con una quimiocterapla adyuvante {por ejemplo CMF FAC TAC
AC ACy T ylo FEC o los agentes quimioterapéuticos pueden administrarse indivi
dualmente o en combinacion con la combinacibn de anticuerpo-inhibidor de aromata-
sa entre otros)
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En el céncer de mama avanzado locaimente donde el cAncer se ha extendido
sdlo a tejidos proximos o a ganglios linfaticos el pacienta a menudo recibe quimiotera-
pia antes de la cirugla y radlacién que después se continian por una terapla hormonal
adyuvante Como alternativa la clrugla/radlacién va seguida de una quimioterapia ad
yuvante y después de una terapia hormonal adyuvante La combinacién de anticuer
po ant-CTLA4-inhibidor de aromatasa puede administrarse junto con agentes quimio-
terapéuticos o agentes de terapla hormonal adicionales (por ejemplo otro inhibidor de
aromatasa tamoxifeno fulvestrant o cuaiquier combinacién de los mismos) tanto si se
usan antes como si se usan después de cirugia/radiacion Los regimenes quimiotera
péuticos tipicos para el cAncer de mama avanzado localmente incluyen FAC AC FEC
y doxorrubicina més docetaxel ("AT™)

El cancer de mama metastésico se ha extendldo a otras partes del cuerpo des-
de la mama en la que se inicid. La quimioterapia opcionaiments puede ir precedida de
una terapia hormonal La terapia hormonal de primera linea actuaimente Incluye ta-
moxifeno y anastrazol Los regimenes de quimioterapia de primera linea actualmente
incluyen FAC TAC docetaxel méas epimublcina docetaxel paclitaxel capecitabina
vinorelbina y trastuzumab (HERCEPTIN) Los tratamientos de segunda [inea incluyen
docetaxs! solo 0 en combinacién con capecitabina Los métodos de la presente in-
vencién son adecuados para uso tanto como terapia de primera linea como terapia de
segunda linea Ademés los métodos de la Invencidbn pueden combinarse con radiote-
rapia y trasplante de células madre y cualquier combinacién de cualquiera de los tra
tamientos descntos en este documento conocldos en la técnica o a desamollar en el
futuro

En una realizacién el agente terapéutico adiclonal administrado con una tera-
pia de anticuerpo-inhibidor de aromatasa es un agente aiquilante En un aspecto el
agente alquilante es ciclofosfamida

En ofra realizaclén el agente adicional es un antagonista de folato En un as
pecto el antagonista de folato se selecciona entre el grupo compuesto por metotrexato
y pemetrexed

En una realizacién de la invencién el agente adicional es un antagonista de pi-
rnmidina El andlogo de pinmidina puede seleccionarse entre el grupo compuesto por
5-FU capecitabina y gemcitabina

En otra realizacién de la presente invencion el agente adiclonal es un anhbiot-
co de antracicina En un aspecto el antiblético de antraciclina se selecaona entre el
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grupo compuesta por epirrubicina y doxorrubicina En un aspecta adicional el antibi
$tico de antraciclina es doxorrubicina

En otra realizacion de la invencién el agente adicional es un compuesto de pla
tino El compuesto de platino puede saleccionarse entre el grupo compuesto por cis-
platino y carboplatino

In otra realizacién més de la invencién el agents adicional es un taxano En un
aspecto el taxano es docetaxel En otro aspecto. el taxano es paciitaxel

En una realizacion de la presents invencién la combinacién de anticuerpo anti
CTLA4 e inhibidor de aromatasa se administra con docetaxel en combinacién adicional
con al menos uno de capecitabina cisplatno gemcitabina y epirrubicina

En una realizacién de 1a invencién la combinacién de anticuerpo ant-CTLA4 e
inhibidor de aromatasa se administra en combinacidn adicional con paciitaxel y un
agente adicional seleccionado entre el grupo compuesto por carboplatina cispiatino y
gemcitabina En un aspecto el agente adicional es carboplatino

En otra realizacidn la combinacdén de anticuerpo anti-CTLA4 e Inhibidor de
aromatasa $e administra con un agente adicional donde el agente adiclonal es un vin-
ca alcaloide En un aspecto el vinca alcaloide es vinorelbina

En una realizaclén de la invencién el agente adicional administrado con la
combinacién de anticuerpo-inhibidor de aromatasa #s un andlogo de campiotecina
En un aspecto el andlogo de camptotecina es innotecan

En otra realizacién el agente adicional es un inhibidor de EGFR

En una realizacién de la invencién el agente adiclonal es un inhibidor de
erbB2 En un aspecto el inhibidor de erbB2 se selecciona entre trastuzumab y pertu-
zumab En otro aspecto el inhibidor de erbB2 es trastuzumab (HERCEPTIN)

En una realizacién de la invencidn la combinacién de anticuerpo anti-CTLA4 e
inlibidor de aromatasa se administra en combinacién ademéas con una combinacién
que comprende 5-FU doxorrubicina y cidofosfamida

En ofra realizacidén de la presents invencién la combinacidn de anticuerpo anti-
CTLA4 e mhibidor de aromatasa se administra en combinacién ademas con una com-
binacién que comprende docetaxel doxorrubicina y ciclofosfamida

Los métodos de la presente Invenciébn también se refieren al tratamiento del
cancer en un mamifero preferiblemente un ser humano que se ha sometikdo a un
trasplante de células madre comprendiendo dichos métodos adminisirar al mamifero
una cantidad de un anticuerpo ant-CTLA4 humano que es eficaz en el tratamiento del
céncer en combinacién con un inhibidor de aromatasa y en combinacion ademas con
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el trasplante de células madre El trasplante de células madre puede ser un trasplante
de células madre alogénico o autblogo y mas preferiblemente el inhibidor de artoma
tasa es exemestano Cuando el método comprende el trasplante de células madre la
pnmera dosis de la combinaclén de anticuerpo-inhibidor de aromatasa puede adminis-
trarse después de que el sistema inmune del mamifero se haya recuperado del tras-
plante por elemplo en el penodo de uno a 12 meses después del trasplante En de-
terminadas realizaciones. la pnmera dosis se administra en el periodo de uno a tres o
de uno a cuatro meses después del trasplante El paciente puede someterse a uno o
mas tratamientos preparatorios para el trasplante de células madre

VL icionss fa

La invencién incluye la preparacion y uso de composiciones famnacéuticas que
comprenden un anticuerpo humano antl CTLA4 de la invencién como Ingrediente acti-
vo en combinacién con un inhibidor de aromatasa preferiblemente un inhibidor de
aromatasa esteroideo e Incluso mas preferiblemente. el inhibidor de aromatasa as ex
emestano Tal composicion farmacéutica puede constar de cada ingrediente activo
solo como una combinacién de al mencs un ingrediente activo {(por ejempio una dosis
eficaz de un ant-CTLA4 y una dosis eficaz de un inhibidor de aromatasa) en una for-
ma adecuada para administracién a un sujeto o la composicion farmacéutica puede
comprender el ingrediente activo y uno o més vehiculos farmacéuticaments acepta-
bles uno 0 mas ingredientes adicionales (activos y/o inactivos) o alguna combinacion
de éstos.

En una reallzaclén el anticuerpo se administra por via parenterat (por ejemplo
por via intravenosa) en una solucién acuosa mientras que el inhibidor de aromatasa
{por ejlemplo exemestanc) se administra por via oral en forma de plidora/capsula Sin
embargo. el eapecialista en la técnica entendera basandose en la descripcidn propor-
cionada en este documento que la invencién no se imita a estas o a ninguna otra
formulacién dosis via de administracién y similares En su lugar la invencién incluye
cualquier formulacién o método de administracién de un anticuerpo en combinacion
con un inhibidor de aromatasa incluyendo pero sin limitacién la administracién de ca
da agente por separado en una formulacién diferente a través de una via de adminis-
fracién diferente y la administracién del anticuerpo y el inhibidor de aromatasa en una
sola composicién (por ejemplo en una composicidn acuosa administrada entre otras
vias por via intravenosa) entre muchas otras De esta manera la siguiente descrip-
cidn describe diversas formulaciones para poner en préctica los métodos de la inven-
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cién que comprenden la administracién de cuakjuier anticuerpo ant-CTLA4 en combi-
nacién con cualquier inhibidor de aromatasa pero la invencién no se imita a estas
formulaciones sino que comprende cualquier formulacibn como la que puede determi
narse faclimente por un espacialista en la técnica una vez que dispone de las ense-
fianzas proporcionadas en este documento para uso en los métodos de la invencién

Los anticuerpos utllizados en la invencidn pueden Incorporarse en composicio-
nes farmaceéuticas adecuadas para administrarse a un sujeio Tipicaments la composi-
@6n farmacéutica comprende el anticuerpo y un vehlculo aceptable desde un punto de
vista farmacéutico Como se emplea en esta memona "vehiculo aceptable desde un
punto de vista farmacéutico” incluye cualquler disolvente medio de dispersién recubri-
mienio agentes antibacterianos y antifingicos. agentes isotSnicos y retardantes de la
absorcidn y semejantes que son compatibles desde un punto de vista fisiolégico Los
ejemplos de vehiculos aceptables desde un punto de vista farmacéutico inciuyen uno o
mds de agua disolucidn salina disolucién salina tamponada con fosfato dextrosa glice-
rol etanc! y semejantes asl como combinaciones de éstos. En muchos casos seré pre-
fenible incluir en la composicién agentss isotonicos por ejemplo aziicares. poliaicoholes
tales como manitol sorbitol o cloruro sédico Las sustancias aceptables desde un punto
de vista farmacéutico tales como humectantes o cantidades menores de sustancias
auxillares. tales como agentes humectantes o0 emulsionantes conservantes o tampones
incrementan la duracién a temperatura ambiente o la eficacia del anticuerpo o de la par-
te del anticuerpo

Los anticuerpos pueden estar en diferentes formas Estas incluyen por ejemplo
formas de doeifficacidn liquida semisdlida y sdlida tales como disoluciones liquidas (por
ejemplo disoluciones inyectables y para infusidn) dispersiones o suspensiones past-
llas comprimidos. polvos. liposomas y suposltorios La forma prefenda depende del mo-
do que se pretende de administracin y de la aplicacidn terapéutica Las composiciones
tipicas preferdas estin en la forma de disoluciones inyectables o para infusidn tales
como composiciones similares a las utiizadas en la Inmunizacién pasiva de seres
humanos con otros anticuerpos  El modo preferido de administracién es parenteral (por
elemplo. intravenoso subcutdneo Iinfraperitoneal intramuscular) En una realizacion
preferida el anticuerpo se adminisira mediante infusion o inyeccidn intravenosa En ofra
realizacién preferida el anticuerpo se administra mediante inyeccion intramuscular o
subcutanea

Las composiciones terapéuticas tipicamente deben ser estériles y estables bajo
las condiciones de fabricacibn y almacenamiento. La composicién puede formularse
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como una disolucion microemuision dispersién liposoma u ofra estructura adecuada
para una concentracién de medicamento alta Las disoluciones inyectables estériles
pueden prepararse mediants la incorporacidn del anticuerpo en la cantidad requerida en
un disolvents apropiado con uno o una combinacién de los ingredientes enumerados
més ammba seglin se requiera seguido de esterllilzacion por fillracidn Generalmente las
dispersiones se preparan medlante ia incorporacién del components activo en un vehi
culo esténl que contiene un medio basico de dispersion y los demas Ingredientes reque-
ndos de los que se han enumerado mas amba En el caso de polvos estériles para la
preparacién de disoluciones inyectables estériles. los métodos preferidos para la prepa-
racién son secado en vaclo y liofillzacién que nnden un polvo del ingrediente activo més
cualquier ingrediente deseado adicional a partir de una disolucién de éste esterilizada
previaments por filtracién La fluldez adecuada de una disolucion puede mantenerse por
ejemplo mediante la utllizacién de un recubrimiento como lecitina mediante el mante-
nimiento del tamafio de particula requerido en el caso de la dispersién y mediante la ut-
izacién de tensloactivos La absorcién prolongada de las composiciones Inyectables
puede conseguirse medlante la Inclusion en la composicién de un agente que retrase la
absorcidn por ejemplo sales monoestearato y gelatina

Los anticuerpos pueden administrarse mediante diferentes métodos conoddos
en la técnica que incluyen sin limitacién oral parenteral mucosa por inhalacién t6pl-
co bucal nasal y rectal En el caso de muchas aplicaciones terapéuticas. la via/modo
de administracién preferido es subcuténeo intramuscular intravenoso o infusién Puede
utillzarse una inyeccién sin aguja si se desea. Como apreciara un experto en la técnica
la via y/o el modo de administracion vanara dependiendo de los resultados deseados

En determinadas realizaciones el anticuerpo puede prepararse con un vehiculo
que proteja al compuesto frente a una liberacidn rapida tal como una formulacién de
fiberacibn controlada que incluye implantes parches transdémmicos y sistemas mi-
croencapsulados de administracion Pueden utllizarse polimeros blodegradables
biocompatibles tales como etileno/acetato de vinilo pollanhidridos écido poliglicdlico
colégeno. poliortoésteres y écido polilactico Muchos métodos para la preparacion de
dichas formulaciones estin patentades o son conocidos por los expertos en la técnica
Véase por ejemplo Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems J R
Robinson ed Marcel Dekker Inc. New York (1978)

Los regimenes de dosificacion pueden ajustarse para proporcionar la respussta
Optima deseada Por ejemplo puede administrarse un bolo (nico pueden administrarse
dosis divididas en el tiempo o la dosis puede reducirse o incrementarse proporcional-
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mente segin lo indiquen las exgencias de la situacidn terapéutica Resulta
especiaimente ventajoso formular composiciones parenterales en una forma de
dosificacién unitana para facilitar la administracidn y la uniformidad de la doslificacién La
forma de administracién de dosificacion unitaria como se emplea en esta memoria se
refiere a uniklades discretas desde un punto de vista fisico adecuadas como
dosificaciones unitanas para los sujetos mamiferos que se van a tratar conteniendo
cada unidad una cantidad predeterminada del compuesto activo calculada para producir
el efecto terapéutico deseado junto con el vehiculo famacéutico requerido La
especificacidn para las formas de dosificacion unitaria de la invencion estd dictada por y
depende directaments de (a) las caracteristicas del anticuerpo y el efecto terapéutico o
profilactico particular que se quiere conseguir y (b) las limitaciones inherentes a la
técnica de la obtencién de compuestos como un compuesto activo para el tratamiento
de sendbifdnthdicinsivigimdos valores de dosificacion pueden variar con el tipo y la gra-
vedad de la condicién que se quiere mejorar y pueden incluir dosis (nicas o maltples
Adicionaiments. debe enitenderse que para cualquier sujeto particular los regimenes de
dosificacién especificos deben ajustarse en el tiempo de acuerdo con las necesidades
del individuo y con el juicio profesional de la persona que administra o supervisa la ad
ministracién de las composiciones y que los intervalos de dosificacién mosirados en es-
ta memona son sdlo ilustrativos y que no pretenden limitar el alcance o la practica de la
composicidn reivindicada

En una realizacién el anticuerpo se administra en una formulacidn intravenosa
como una solucién acuosa estéril que contiene 5 mg/m o mas preferiblemente aprox-
madamente 10 mg/ml o aln més prefeniblemente aproximadamente 15 mg/ml o inclu-
so méas preferblemente aproximadaments 20 mg/ml de anticuerpo. con acetato sbdico
polisorbato 80 y cloruro sédico a un pH que varia de aproximadamente 5 a 6 Preferi-
blements la formulacién Intravenosa es una solucién acuosa estérll que contiene 5 6 10
mg/mi de anticuerpo con acetato sddico 20 mM polisorbato 80 a 0 2 mg/ml y cloruro
sodico 140 mM a pH 55 Ademas una solucidn que comprende un anticuerpo ant-
CTLA4 puede comprender entre muchos otros compuestos histidina manitol sacaro-
sa frehalosa gilicina poli(etilen)glicol EDTA metionina y cualquier combinacion de los
mismos. y muchos otros compuestos conocidos en la técnica relevante

En una realizacién parts de la dosis se administra como una embolada intrave-
nosa y el resto mediante Infusion de la formulacién del anticuerpo Por ejemplo. puede
administrase una inyeccion Intravenosa de 0 01 mg/kg del anticuerpo como una embo-
lada y el resto de una dosis predeterminada de anticuerpo puede administrarse median
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te una inyeccién intravenosa Una dosis predeterminada del anticuerpo pueda adminis-
trarse por elemplo durants un peniodo de una hora y media a dos horas y a anco haras

En relacién con el inhibidor de aromatasa el inhibidor puede estar presente en
la composicion farmacéutica en forma de un éster o sal fisiolégicamente aceptable tal
como en combinacidn con un catién o anién fisiolégicamente aceptable como es blen
conocido en la técnica

Las formulaciones de las composiclones farmacéuticas descritas en este do-
cumento pueden prepararse por cualquier método conocido o desarrollado posterior-
mente en la técnica de la farmacologia En general estos métodos de preparacién
incluyen la etapa de asoclar el ingrediente activo con un vehiculo o uno o mas de otros
ingredientes accasonos y después si 88 necesarno o deseable dar forma o empague-
tar el producto en una unidad de una sola dosis o de mliltiples dosis deseada

Las composiclones farmacéuticas que son Gtlles en los métodas de la inven-
cién pueden prepararse envasarse o venderse en formulaciones adecuadas para la
administracién la via oral rectal vaginal parenteral topica pulmonar intranasal bu-
cal oftAlmica u otra via de administracién Ofras formulaciones contempladas incluyen
nanoparticulas proyectadas preparacionses liposomales eritrocitos resellados que con
tienen el ingrediente activo y formulaciones con base Inmunolégica

Una composicion farmacéutica de la invencién puede prepararse envasarse o
venderse a granel como una sola dosis unitaria o como una pluralidad de dosis unita-
rias Individuales Como se usa en este documento una "dosis unitaria” es una canti-
dad discreta de la composicidn farmacéutica que comprende una cantidad predetermi
nada del Ingrediente activo La cantidad del ingredients activo generaimente es igual a
la dosfficacién del ingrediente activo que se administraria a un sujeto o una fraccion
convenlients de tal dosificacién tal como por ejemplo una mitad o un tercio de tal dosi-
ficacion

Las cantidades relativas del ingrediente activo el vehiculo farmacéuticamente
aceptable y cualquier ingrediente adicional en una composicion farmacéutica de la in-
vencion varlard dependiendo de la identidad tamafio y estado del sujeto tratado y de-
pendiendo ademas de la via por medio de la cual se va a administrar la composicién
A modo de ejemplo la composicién puede comprender entre 0 1% y 100% (p/p) de
ingrediente activo.

Ademés del Ingredients actvo la composicidn farmacéutica de la invencidn
puede comprender uno © mas agentes farmacéuticamente activos adicionales Los

145
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agentes adiclonales contemplados particularmente incluyen antleméticos antidiarrei
cos agentes quimioterapéuticos citoquinas y similares

Pueden prepararse formulaciones de liberacién controlada o sostenida de una
composicién farmacéutica de la invenclén usando la tecnologla convencional

Una formulacién de una composicidn farmacéutica de la invencibn adecuada
para administracién oral puede prepararse envasarse o venderse en forma de una
unidad de dosificacién sélida discreta incluyendo pero sin limitacién un comprimido
una cépsula dura o blanda una oblea un trocisco o una gragea conteniendo cada
uno una cantidad predeterminada del ingredients activo Otras formulaciones adecua-
das para administraciéon oral incluyen pero sin imitacibn una formulacién en polvo o
granulada una suspensién acuosa u oleosa una solucion acuosa u oleosa © una
emuision

Como se usa en este documento un liquido "oleoso” es uno que comprende
una molécula liquida que contiene carbono y que presenta un caracter menos polar
que el agua

Un comprimkio que comprende el ingrediente activo puede prepararse por
ejemplo por compresion o moldeo del ingredients activo opclonalmente con uno o
més ingredientss adicionales Los comprimidos de compresién pueden prepararse por
compresion en un dispositivo adecuado del ingrediente activo en forma fluida tal co-
mo una preparacion en polvo o granulada opcionalments mezclada con uno o mas de
un aglutinante un lubricante un exciplente un agente tensioactivo y un agente de dis-
persidn Los comprimidos moldaados pueden obtenerse por moideo en un dispositivo
adecuado de una mezcla del ingredients activo un vehiculo farmacéuticamenta acep-
table y al menos suficiente liquido para humedecer la mezcla

Los excipientes farmacéuticamente aceptables usados en la fabricacidn de
comprmidos incluyen pero sin limitacién dlluyentes inertes agentes de granulacién y
disgregacién agentes aglutinantes y agentes lubricantes. Los agentes dispersantes
conocidos incluyen pero sin imitacién almidén de patata y almidén glicolato sédico
Los agentes tensioactivos conocidos incluyen pero sin limitacion laurll sulfato s6dico
Los dliuyentes conocidos incluyen pero sin limitacién carbonato célcico carbonato
sddico lactosa celulosa microcristalina fosfato calcico hidrégeno fosfato cdicico y
fosfato sédico Los agentes de granulacién y disgregantes conocidos incluyen pero
sin imtacén almidén de malz y acido alginico Los agentes aglutinantes conocidos
incluyen pero sin imitacién gelatina goma arébiga almidén de malz pregelatinizado
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poliviniipirrolidona e hidroxiproplimetiicelulosa Los agentes lubricantes conocidos in
cluyen pero sin limitacién estearato de magnesio acklo estearico sllice y talco

Los comprimidos pueden estar no recublertos o pueden recubrirse usando mé-
todos conocidos para conseguir una disgregacion retardada en el tracto gastrointest-
nal de un sujeto proporcionando de esta manera la liberacién y la absorcion sostenda
del ingrediente achvo. A modo de ejlempioc para recubnr comprimidos puede usarse
un material tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo Ademds a
modo de ejemplo los comprimidos pueden recubrirse usando métodos descriios en
las Patentes de Estados Unldos nimeros 4 258 108 4 160 452 y 4 265 874 para for
mar comprimidos de liberacidn controlada osméticamente Los comprimidos pueden
comprender ademéas un agente edulcorante un agente aromatizante un agente colo-
rants un conservante o alguna combinacidn de éstos para proporcionar una prepara-
cidn farmacéuticamente elegante y agradable para el paladar

Pueden prepararse cépsulas duras que comprenden el ingrediente activo
usando una composicién degradable fisioldgicamente tal como gelatina Estas capsu-
las duras comprenden el ingrediente activo y ademés pueden comprender otros ingre
dientss incluyendo. por ejemplo un diluyente sélido inerte tal como carbonato célcico
fosfato célcico o caolin

Pueden prepararse cépsulas blandas que comprenden el ingrediente achvo
usando una composicién degradable fisiolégicamente tal como gelatina Estas capsu
las blandas comprenden el ingrediente activo que puede mezciarse con agua o un
medio olecso tal como acelte de cacahuete parafina liquida o aceite de oliva

Las formulaciones liquidas de una composicidn farmacéutica de la invencién
que son adecuadas para administracién oral pueden prepararse empaquetarse o vern-
derse en forma liquida o en forma da un producto seco destinado a la reconstitucidn
con agua u ofro vehiculo adecuado antes del uso

Las suspensiones liquidas pueden prepararse usando métodos convencionales
para conseguir la suspensién del Ingrediente activo en un vehlculo acuoso u oleoso
Los vehiculos acuosos incluyen por ejemplo agua y solucidn salina isoténica Los
vehlculos oleosos incluyen por ejemplo aceite de almendras ésteres olecsos alcohol
etlico aceltes vegetales tales como aceite de cacahuete oliva sésamo o coco acel
tes vegetales fraccionados y aceltes minerales tales como parafina liquida Las sus-
pensiones liquidas ademas pueden comprender uno o mas Ingredisntas adicionales
Incluyendo pero sin limitacién agentes de suspension agentes dispersantes o
humectantes agentes emulsionantes demulcentes conservantes tampones sales
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aromatizantes agentes colorantes y agentes eduicorantes Las suspensiones oleosas
ademas puedsen comprender un agente espesante Los agentes de suspensidn cono-
cidos incluyen pero sin imitacion jarabe de sorbitol grasas comestibles hidrogena-
das alginato s6dico polvinilpirrolidona goma de tragacanto goma arabiga y denva-
dos de celulosa tales como carboximetilcelulosa sédica metiicelulosa e hidroxipropil-
meticelulosa Los agentss dispersantes 0 humectantes conocidos incluyen aunque
sin imitacién fosfatidos naturales tales como lecitina productos de condensacién de
un 6xido de alquileno con un acido graso. con un alcohol alifatico de cadena larga con
un éster parclal derivado de un écldo graso y un hexatol o con un éster parcal dernva-
do de un écido graso y un anhidrido de hexitol (por ejemplo estearato de polioxietile-
no heptadecastilenoxicetanol monooleato de polioxietileno sorbitol y monooleato de
polioxietileno sorbitano respectivamente) Los agentes emulsionantes conocldos In
cluyen aunque sin limitacién lecitina y goma anibiga Los conservantes conocidos
incluyen aunque sin limitacibn metilo etilo o n-propli-para-hidroxibenzoatos acido
ascorbico y &cido sérbico  Los agentes edulcorantes conocldos Incluyen por ejemplo
glicerol propilenglicol sorbltol sacarosa y sacanna Los agentes espesantes conoci-
dos para suspensiones oleosas incluyen por ejempio cera de abejas parafina duray
alcohol cetllico

Las soluclones liquidas del ingrediente activo en disolventes acuosos u oleosos
pueden prepararse sustancialmente de la misma manera que las suspensiones liqul-
das slendo la diferencia principal que el Ingrediente activo se disuelve en lugar de
suspenderse en el disolvente Las soluciones liquidas de la composicién farmacéutica
de la invencidn pueden comprender cada uno de los componentas descritos con res-
pecto a las suspensiones liquidas entendiéndose que los agentes de suspension no
necesarnamente ayudaran a la disolucién del Ingrediente activo en el disolvente Los
disolventes acuosos incluyen por ejemplo agua y solucién salina isotdnica Los disol-
ventes oleosos incluyen por elemplo acelte de almendras ésteres oleosos alcohol
etllico aceites vegetales tales como aceite de cacahuete oliva sésamo o coco acer-
tes vegetales fracclonados y aceites minerales tales como parafina liquida

Las formulaciones en polvo y granuladas de una preparacion farmacéutica de
la invencién pueden prepararse usando métodos conocidos Estas formulaciones
pueden adminisirarse directamente a un sujeio. usarse por ejemplo para formar com-
pnmidos para rellenar cipsulas o para preparar una suspension o soluclén acuosa u
oleosa por la adicién de un vehiculo acuoso u oleoso a la misma Cada una de estas
formulaciones ademéas puede comprender uno o més agentes dispersantes o humec-
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fantes. un agente de suspensién y un conservante En estas formulaciones también
pueden incluirse exciplentes adicionales tales como cargas y agentes edulcorantes
aromatizantes o colorantes

Una composicién farmacéutica de la invencidn tamblén puede prepararse en-
vasarse o venderse en forma de una emulsién de aceite en agua o de agua en aceite
La fase olecsa puede ser un acelte vegetal tal como acelte de oliva o aceite de
huete un aceite mineral tal como parafina liquida o una combinacién de éstos Estas
composiciones ademéas pueden comprender uno o mas agentes emuisionantes tales
como gomas naturales tales como goma ardbiga o goma de tragacanto. fosfatidos na-
turales tales como fosfétido de soja o de lecitina ésteres o ésteres parciales denvados
de combinaciones de acdos grasos y anhidndos de hexitol tales como monooleato de
sorbitano y productos de condensacién de estos ésteres parciales con &ado de etileno
tales como monooleato de polioxietileno sorbitano Estas emuilsiones también pueden
contener ingredlentes adicionales Incluyendo por ejemplo agentes edulcorantes o
aromatizantes

Una composicién farmacéutica de la invencién puede prepararse envasarse o
venderse en una formulacidn adecuada para administracion rectal Esta composicién
puede estar en forma de por ejemplo un supositorio una preparacién de enema de
retencién y una solucidn para lmgacién rectal o colénica

Pueden obtenerse formulaciones de supositorio combinando el ingrediente ac-
tivo con un excipiente farmacéuticaments aceptable no imtante que es sdlido a la tem-
peratura ambiente habitual (es decir aproximadamente 20°C) y que es liquido a la
temperatura rectal del sujeto (es decir aproximadamente 37°C en un ser humano sa-
no) Los excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen aunque sin
limitacibn manteca de cacao polietilenglicoles y diversos glicéridos Las formulacio-
nes de supositorios pueden comprender ademés diversos ingredientes adiclonales in-
cluyendo pero sin limitacibn antloxidantes y conservantes

Las preparaciones de enema de retencién o soluclones para imgacion rectal o
coldnica pueden prepararse combinando el ingrediente activo con un vehiculo liquido
farmacéuticamente aceptable Como es bien conocido en la técnica las preparacio-
nes de enema pueden administrarse usando y pueden envasarse dentro de un dis-
positivo de liberacion adaptado a la anatomia rectal del sujeto Las preparaciones de
enema pueden comprender ademés diversos ingredientes adicionales incluyendo pe-
ro sin imitacadn antioxidantes y conservantes
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Una composicidn farmacéutica de la invencién puede prepararse envasarse o
venderse en una formulacibn adecuada para administracién vaginal Esta composi-
cién puede estar en forma de por ejemplo un supositorio un matsnal impregnado o
recubierto insertable en la vagina tal como un tampén una preparacion de ducha o un
gel crema o solucién para imgacién vaginal

Los métodos para impregnar o aplicar como un recubrimiento un material con
una composicléon quimica son conocidos en la técnica e incluyen aungue sin limita-
cion métodos de deposicién o unién de una composicién quimica sobre una superfi
cie métodos de Incorporacién de una composicién quimica en la estructura de un ma
terial durante la sintesis del material (es decir tal como con un matenial fisiolégicamen-
te degradable) y métodos de absorcion de una solucibn acuosa u oleosa o suspension
en un matenal absorbente con o sin secado posterior

Las preparaciones o soluciones de ducha para imgacion vaginal pueden prepa
rarse combinando el ingrediente activo con un vehiculo liqudo farmacéuticaments
acepiable Como es bien conacido en la técnica las preparaciones de ducha pueden
administrarse usando y pueden envasarse dentro de un dispositivo de liberacién
adaptado a la anatomla vaginal del sujeto Las preparaciones de ducha pueden com-
prender ademés diversos ingredientes adiclonales incluyendo. pero sin limitacién anti-
oxidantes. antibléticos agentes antifliingicos y conservantes

Como se usa an este documento "administracién parenterai” de una composi
cléon farmacéutica incluye cualquier via de administracion caracterizada por la ruptura
fisica de un tejido de un sujato y la adminisiracion de la composicién farmacéutica a
través de la ruptura en el tejido De esta manera la administracién parenteral incluye
pero sin limitacién la administracién de una composicidn farmacéutica por inyecclén
de la composicidn por aplicacibn de la composicidn a fravés de una incisién quirargi-
ca por aplicacién de la composicién a través de una henda no quirlirgica que penetra
en tejidos y similares En particular se contempla que la administracion parenteral
incluye pero sin limitacién técnicas de infusiébn subcutédnea Intrapertoneal intramus-
cular Intrassternal y técnicas de infusion dialltica renal

Las formulaciones de una composicidn farmacéutica adecuada para adminis-
tracién parenteral comprenden el ingredienta activo combinado con un vehiculo farma
céuticamente aceptable tal como agua estéril o solucién isotdnica salina estéril Estas
formulaciones pueden prepararse envasarse o venderse en una forma adecuada para
la administracién en embolada o para la administracién continua Las formulaciones
inyeciables pueden prepararse envasarse 0 venderse en una forma de dosticacién
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unitana tal como en ampollas o en recipientes de mulitiples dosis que contienan un
conservante Las formulaciones para administracidn parenteral incluyen aunque sin
limitacién suspensiones soluciones emuisiones en vehiculos oleosos o aceitosos
pastas y formulaciones biodegradables o de liberacién sostenida implantables como se
describe mas adelante Estas formulaciones pueden comprender ademés uno o més
ingredientes adicionales incluyendo pero sin imitacién agentes de suspension esta-
bilizantes o dispersantes En una realizacién de una formulacion para administracion
parenteral el ingrediente activo se proporciona en forma seca (es decir en forma de
poivo o granulada) para reconstituirse con un vehiculo adecuado (por ejemplo agua
ostéril sin pirdgenos) antes de la administracién parenteral de la composiclion reconst-
tuida

Una composicién de la presente invencién puede administrarse por una diver-
sidad de métodos conocidos en la técnica La via y/o modo de administracién varlan
dependiendo de los resultados deseados Los compuestos aclivos pueden prapararse
con vehiculos que protegen al compuesto contra la liberacién rdpida tal como an for
mulaciones de liberacién controlada incluyendo implantes. parches transdérmicos y
sistemas de liberacibn microencapsulados Pueden utilizarse polimeros biodegrada-
bles. blocompatibles tales como etileno/acetato de vinilo. polianhidridos acido poligli
cblico colageno poliortoésteres y acido polilactico Se describen muchos métodos
para la preparacién de estas formulaciones por elemplo en Sustained and Controlled
Release Drug Delivery Systems J R Robinson ed Marcel Dekker Inc. New York
(1978) Las composiciones farmacéuticas preferiblemente se fabrican segin las condl}-
ciones de las GMP

Las composiciones farmacéduticas pueden prepararse envasarse o venderse
en foorma de una suspension o solucién acuosa u oleosa Inyectable estéril Esta sus-
pensién o solucién puede formularse de acuerdo con la técnica conocida y puede
comprender ademéas del ingrediente activo oftros ingredientes tales como los agentes
dispersantes agentes humectantes o agentes de suspension descritos en este docu-
mento Estas formulaciones Inyectables pueden prepararse usando un diluyents o di-
solvente no tdxico parenteralmente aceptable tal como agua o 1 3-butanodiol por
sjemplo Otros diluyentes y disolventes aceptables incluyen aunque sin limitacién
solucién de Ringer solucién isotdnica de cloruro sédico y aceites fijos tales como mo-
no y diglicéridos sintéticos Otras formulaciones administrables por via parenteral que
son Utlles incluyen las que compranden el ingrediente activo an forma microcristalina
en una preparacién liposomal o como un componente de sistemas de polimeros bio-
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degradables Las composiciones para la liberacidn sostenida o implantacién pueden
comprender materiales poliméricos o hldréfobos farmacéuticamente acaptables tales
como una emulsion una resina de intercambio l6nico un polimero poco soluble o una
sal poco soluble

Las formutaciones adecuadas para la administracién tdpica incluyen pero sin
limitacién preparaciones liquidas o semlliquidas tales como linimentos loclones
emuisiones de aceite en agua o agua en aceite tales como cremas pomadas o pastas
y soluclones o suspensiones Las formulaciones administrables por via tépica pueden
comprender por ajemplo de aproxamadamente 1% a aproximadamente 10% (p/p) de
Iingrediente activo aunque la concentracién del ingrediente activo puede ser tan alia
como el limite de solubilidad del Ingrediente actvo en el disolvente Las formulaciones
para administracion tépica pueden comprender ademés uno o mas de los Ingredientes
adicionales descritos en este documento

Una composicién farmacéutica de la invencién puede prepararse envasarse o
venderse en una formulacién adecuada para administracién pulmonar a través de la
cavidad bucal Esta formulacién puede comprender particulas secas que comprenden
el ingrediente activo y que tienen un didmetro en el intervalo de aproxximadamente 0 5
a aproximadaments 7 nandmetros y preferiblemente de aproximadaments 1 a
aproximadamente 8 nandmetros Estas composiclones convenientemente estin en
forma de polvos secos para administracion usando un dispositivo que comprende un
depésito de polvo seco al que puede dirigirse un chomro de propulsor para dispersar el
poivo o usando un recipients distribuidor de disolvente autopropulsor/poivo tat como un
disposlitivo que comprende el ingrediente activo disuelto o suspendida en un propulsor
de bajo punto de ebullicién en un recipiente cerrado herméticamente Preferiblemente
estos polvos comprenden particulas en las que al menos 88% en peso de las particu-
las tienen un didmetro mayor de 0 5 nanémetros y al menos 85% en nimero de las
particulas tienen un didmetro menor de 7 nandmetros Mas preferiblemente al menos
95% en peso de las particulas tienen un didmetro mayor de 1 nanémetro y al menos
90% en nimero de las particulas tienen un diametro menor de 6 nanbmetros Las
composiciones en polvo seco preferibiemente incluyen un diluyente en polvo fino séli
do tal como azicar y convenlentemente se proporcionan en una forma de dosificaciéon
unitaria

Los propulsores de bajo punto de ebullicion generalments incluyen propuisores
liquidos que tisnen un punto de ebullicién por debajo de 65°F (18 33°C) a presion at-
mosférica Generalmente el propulsor puede constituir de 50 a 98 8% (p/p) de la
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composiadn y el ingrediente activo puede constitulr de 0 1 a 20% (p/p) de la composi-
cion  El propulsor ademas puede comprender ofros ingredientes tales como un ten-
sioactivo liquido no I6nico ¢ sdlido anidnico o un diluyente sélido (preferiblemente con
un tamafio de particulas del mismo orden que las particulas que constituyen el ingre-
diente activo)

Las composiciones farmacéuticas de la invencidn formuladas para liberacion
pulmonar también pueden proporcionar el ingrediente activo en forma de gotitas de
una solucién o suspension Estas formulaciones pueden prepararse envasarse O
venderse como soluciones o suspensiones acuosas o alcohblicas diluidas opcional-
mente estériles que comprenden el ingrediente activo y convenientemente pueden
administrarse usando cualquier dispositivo de nebulizacién o atomizacién Estas for
mulaciones ademés pueden comprender uno o0 mas ingredlentes adiclonales que in-
cluyen pero sin limitacién un agents aromatizante tal como sacarina sédica un acelte
volatli un agente tamponante un agente tensioactivo o un conservante tal como
hidroxibenzoato de metilo Las gotitas proporcionadas por esta via de administracion
preferiblemente tienen un didmetro medio en el intervalo de aproximadamente 01 a
aproximadamente 200 nanémetros

Las formulaciones descnias en este documento como Utlles para la liberacién
pulmonar tamblén son (tiles para la liberacion intranasal de una composicién farma
céutica de la invencién

Otra formulacidn adecuada para administracién intranasal es un polvo grueso
que comprende el ingrediente activo y que tlene un tamafio medio de particulas de
aproximadamente 0 2 a 500 micrdmetros. Esta formulacién se administra de la mane-
ra en la que se toma rapé es decir por inhalacion rapida a través de los conductos
nasales desde un recipiente del polvo que se mantiene cerca de las fosas nasales

Las formulacionss adecuadas para administracién nasal pueden comprender
por ejemplo de aproximadamente una cantidad tan pequefia como de 0 1% (p/p) has-
ta una cantidad tan grande como de 100% (p/p) del ingrediente activo y ademas pue-
den comprender uno o més de los ingredientes adicionales descritos en este docu-
mento

Una composicién farmacéutica de la invencién puede prepararse envasarse o
venderse en una formulacidn adecuada para administracién bucal Estas formulacio-
nes pueden estar por elemplo en forma de comprimidos o grageas preparadas usan-
do métodos convencionales y pueden contener por ejemplo de 0 1 a 20% (p/p) de In-
grediente activo comprendiendo el resto una composicion que pusde degradarse o
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disolverse y opcionaimenta uno o més de los ingredientes adicionales descritos en
este documento Como altemativa las formulaciones adecuadas para administracion
bucal pueden comprender un polvo o una solucidn o suspension aerosolizada o atomi-
zada que comprende el ingredients activo Estas formulaciones en polvo o aerosoll
zadas cuando se dispersan preferiblements tienen un tamafio medio de particulas o
gotitas en el intervalo de aproximadamente O 1 a aproximadamente 200 nanémetros y
ademés pueden comprender uno 0 més de los ingredientes adicionales descritos en
este documento

Una composicidon fammacéutica de la invencién puede prepararse. envasarse o
venderse en una formulacién adecuada para administracién oftdlmica Estas formula
ciones pueden estar por ejemplo. en forma de gotas oftaimicas incluyendo por ejem-
plo una solucién o suspension de 0 1-1 0% (p/p) del Ingrediente activo en un vehliculo
liquido acuoso u oleoso. Estas gotas pueden comprender ademés agentes tamponan
tes sales o uno o més de los otras ingredientes adicionales descritos en este docu
mento Otras formulaciones administrables en el oo que son dtiles incluyen las que
comprenden el ingrediente activo en forma microcnstalina o en una preparacion lipo-
somal

Como se usa en este documento los "ingredientes adicionales” incluyen aun
que sin limitacién uno o més de los sigulentes excipientes. agentes tensioactivos
agentes dispersantes diluyentes inertes agentes de granulacién y disgregantes
agentes aglutinantes agentes lubricantes agentes edulcorantes agentes aromahzan-
tes agentes colorantes. conservantes composiciones fislolégicamente degradables
tales como gelatina vehlculos y disolventes acuosos vehiculos y disolventes oleosos
agentes de suspension agentes dispersantes o humectantes agentes emulsionantes
demulcentes tampones sales agentes espesantes cargas agentes emulsionantes
antioxidantes. antibiéticos agentes antifingicos agentes establlizantes y materiales
poliméricos o hidréfobos farmacéuticamente aceptables Otros "ingredientes adiciona-
les” que pueden incluirse en las composiciones farmacéuticas de la invencion se co-
nocen en la técnica y se describen por ejemplo en Remingfons Pharmaceutical
Sciences Genaro ed Mack Publishing Co Easton PA (1885) que se incorpora en
este documento como referencia

La combinacién de anti-CTLA4/Ingrediente activo inhibidor de aromatasa de la
invencidn puede administrarse a un animal preferiblements un ser humano Sin em-
bargo la dostficacién pracisa administrada de cada ingrediente actvo variara depen
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diendo de vanos factores que incluyen pero sin limtacién el tipo de animal y el tipo de
estado de enfermedad a tratar la edad del animal y la via de administracién

El anticuerpo anti-CTLA4 puede administrarse a un animal con una frecuencia
de vanas veces al dla o puede administrarse con menos frecuencia tal como una vez
al dfa una vez por semana una vez cada dos semanas una vez al mes o incluso con
menos frecuencia tal como una vez cada varios meses o incluso una vez al afio o
menos La frecuencia de la dosis sera faclimente evidente para el especialista en la
técnica y dependera de varios factores tales como pero sin imitaciéon el tipo y grave-
dad de la enfermedad a tratar el tipo y edad del animal etc.

El inhibidor de aromatasa preferiblemente exemestano puede administrarse a
un animal con una frecuencia de varias veces al dia o puede administrarse con menos
frecuencla tal como una vez al dla una vez por semana una vez cada dos semanas
una vez al mes o incluso con menos frecuencia tal como una vez cada varios meses
o incluso una vez al aflo 0 menos La frecuencia de ia dosis sera faciimente evidente
para el especialista en la técnica y deperdera de varios factores tales como pero sin
limitacién el tipo y gravedad de la enfermedad a tratar el tipo y edad del animal etc.

El anticuerpo y el inhibidor de aromatasa pueden co-administrarse ya que
pueden administrarse por separado en diferentes fechas o en diferentes momentos
del dla asl como administrarse de manera simultinea o en la misma fecha De esta
manera la coadministracién incluye cualquier combinacién temporal de la administra-
ci6n del anticuerpo y el inhibidor de aromatasa de tal manera que la administracién de
los dos agenies medie un efecto terapéutico beneficioso para el paciente que es
detectablements mayor que la administracion de un agente en ausancia del otro.

Una combinacién de anticuerpo-inhibidor de aromatasa de la invencién puede
coadministrarse con ofros muchos compuestos (otros agentes de terapla antihormonal
cltoquinas agentes quimioterapéuticos y/o firmacos antivirales entre otros muchos)
Como altemnativa el compuesto o los compuestos pueden administrarse una hora un
dia una semana un mes o incluso més antes de la combinacién de anticuerpo-
inhibidor de aromatasa o cualquier permutacién de los mismos Ademds el o los
compuestos pueden administrarse una hora un dla una semana o incluso mas des-
pués de la administracidn de radiacién trasplante de células madre o administracidn
de cualquier agente terapéutico (por ejemplo citoquina compuesto quimioterapéutico
y similares) o cualquier permutacién de los mismos La frecuencia y el régimen de
administraclén seran faciimente evidentas para el especlalista en la técnica y depende-
rén de varios factores tales como pero sin limitacién el tipo y gravedad del estado de
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enfermedad a tratar la edad y el estado de salud del animal la identidad del compues
to o compuestos a administrar la via de administracién de los diversos compuestos y
similares

Vil Klis

La invencién incluye diversos kits que comprenden una cantidad terapéutica-
mente eficaz de un anticuerpo anti-CTLA4 humano de la invencién y una cantidad te-
rapéuticamente eficaz de un inhibldor de aromatasa junto con un aplicador y material
de instrucciones que describe el uso de la comblnacién para realizar los métodos de la
invencidn Aunque mas adelante se describen kits ilustrativos para el especialista en
la técnica serd evidente el contenido de otros kits Gtiles a la luz de la prasente descrip-
cién Cada uno de estos kits se incluye dentro de la invencion

La invencién incluye un kit para el tratamiento del cAncer de mama en un pa-
cients que lo neceslite El kit incluye un anticuerpo ant CTLA4 humano de la invencién
y al menocs un inhibidor de aromatasa El inhibidor incluye pero sin limitacién fulves-
trant anastrozol letrozol y exemestano El kit ademas comprende un aplicador Inclu-
yendo pero sin imitacién una jennga para la administracién de los componentes del
kit a un paciente Ademés el kit comprende un material de instrucciones que propor-
clona informacién pertinente para el uso del kit para tratar un cancer de mama en un
paciente

Més preferiblemente el kit comprende al menos un anticuerpo anti CTLA4 se-
leccionado entre un anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos de cadena pe-
sada y ligera del anticuerpo 411 481 4102 4131 4143 611 1121 1161
1171 12311 12911 y 10D1 (MDX 010) incluso méas preferiblements el ant-
cuerpo es un anticuerpo que tiene la secuencia de aminoécidos de cadena pesada y
ligera del anticuerpo 4 131 11 21 y 10D1 (MDX-010)

En una realizacién el inhibidor de aromatasa es al menos un Inhibidor selec-
cionado entre anastrozol letrozol y exemestano Mas preferiblemente el inhibidor de
aromatasa es exemestano

El kit puede comprender cualquier nimero de agentes adicionales para el tra
tamiento del céncer de mama Estos agentes se han indicado previamente e incluyen
compuestos quimioterapéuticos vacunas para el cancer Inhibidores de la fransduc-
cidn de sefiales agentes Utiles para tratar el crecimiento celular anormal o un cancer
anticuerpos u otros ligandos que inhiben el crecimiento tumoral por unién a IGF-1R y
citoquinas entre muchos ofros
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La invencién también se refiere a un articulo de fabricacién (por ejemplo una
forma de dosificacion adaptada para la administracién | v ) que comprende un anticuerpo
ant-CTLA4 humano en una cantidad eficaz para tratar un céncer (por ejamplo més de
10 mg/kg al menos 15 mg/kg o 15 mg/kg) y una cantidad terapéuticaments eficaz de un
inhibidor de aromatasa En cerias realizaciones el articulo de fabricacién comprende
un reciplente o recipientes que comprenden un anticuerpo anti-CTLA4 humano el in
hibidor de aromatasa y una eliqueta y/o instrucciones para usc para tratar el céincer

La invencién se descnba adicionaliments con detalie haciendo referencia a los
siguientes ejemplos experimentales Estos ejemplos se proporcionan sélo con fines
llustrativos y no pretenden ser limitantes a menos que se especifique otra De
esta manera la invencidn no debe considerarse limitada a los siguientes ejemplos si
no méas bien debe considerarse que la invencién incluye todas y cada una de las va-
naciones que serén evidentes como resultado de las ensefianzas proporcionadas en
este documento

A pacentss que tienen céncer de mama metastasico o avanzado locaimente
con al menos una lesidn que puede medirse de manera precisa en dos dimensiones y
cuyo tamafio es 2 2 em x 1 cm por exploracién CT convenclonal o 2 1 em x 1 cm por
exploracidn CT espiral se les administra una infusién IV (100 mh) de anticuerpos anti-
CTLA4 como se descnibe en este documento Cuando es apropiado $e proporcionan
antieméticos y antidlarmeicos profilécticos

El tratamiento se repite después de 28 dias Los grupos sucesivos reciben do-
sis creclentes del anticuerpo ant-CTLA4 empezando a 3 mg/kg y aumentando a 6
mg/kg 10 mg/kg y 15 mg/kg cada 28 dias posteriormente respectivamente hasta un
méximo de 12 clclos en ausencia de toxicidad intolerable o progresion de la enferme-
dad

Preferiblemente las pacientes se premedican con antihistamina (H1) al menos
media hora antes de la infusién de anti-CTLA4 Se recomienda la premedicacién pero
no es necesana
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Todas las paclentes raciben examestano como una dosis oral continua de 25
mg al dia de cada ciclo de 28 dias Preferiblements el examestano se toma a la mis
ma hora todos los dias

Las dosis se aumentan usando un disefio de valoracién acelerada utilizando un
esquema de duplicacién de la dosis con 3-8 sujetos por grupo Dentro de cada nuevo
grupo no se requiere un periodo de espera entre sujetos. Los grupos posteriores no
pueden abrirse hasta que el pnmer sujeto al nivel de doslficacléon actual se haya ob-
servado durante 21 dias y los sujetos posteriores se hayan observado durante 14 dlas

El anticuerpo se proporciona en viales de vidrio transparentes de 10 ml con un
tapon de goma Yy un precinto de aluminlo Cada vial contiene 5 mg/mi {con un relleno
nominal de 50 mg/al) de anticuerpo anti CTLA4 en una solucidn acuosa esténl que
comprende acetato sédico 20 mM polisorbato 80 a 0 2 mg/ml y clorura sddico 140 mM a
pH55

En todas las paclentes se evalian el estado clinico ECOG los signas vitales y
el peso corporal antes de administrar ia dosis y puede repetirse la evaluacion de los
signos vitales después de administrar la dosls cuando esté indicado clinicamenta E!
dia 1 se realiza un examen fisico (incluyendo evaluaclén oftalmolégica y los signos de
autoinmunidad) Se obtienen muestras para el pane! de hematologia (hematocnto
recuento de glébulos rojos recuento de gldbulos blancos diferencial) quimica (Fosfa
tasa Alcalina cloruro célcico GGT LDH magnesio fosforo glucosa aleatona sodio
urea acido Grico) urnnilisis (sangre protelnas) otros (lempo de tromboplastina par-
cial activada [APTT] tlempo de protrombina (PT) panel de autoanticuerpos proteina
Creactiva TSH T3 T4 amilasa lipasa C3 C4 en suero nivel sérico da Ig)

Se determina la titulacidn iniclal de anticuerpo humano anti humano (HAHA) y
se obtiene la muestra fammacoanética (PK) antes de administrar la dosis

Se miden los siguientes parametros parametros PK HAHA proporcion de
respuesia y tiempo hasta la progresién El tiempo hasta la progresion y la superviven-
cla total se calculan usando el método del producto Iimite de Kaplan-Meler

Preferiblements el anticuerpo anti-CTLA4 tiene las secuencias de aminoacidos
de cadena pesada y ligera de al menos un anticuerpo selecclonadoentre411 4 131
1121y 10D1 Més preferiblemente el anticuerpo tiene las secuencias de aminoéci
dos de cadena pesada y ligera de 11 2 1

A tres pacientes se les adminisird anticuerpo anti CTLA4 (ticilimumab) a 3
mg/kg A las tres paclentes se les administrd exemestano a 25 mg al dia Una paclen-
te recibid dos dosis de anti CTLA4 cada veintiocho dlas y exemestano diariamente du-
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rante 56 dlas La CT de estadificacién de ciclo 2 revelé una lesién pulmonar no pre-
sents iniciaimente. Ademés la paciente demostrd un nuevo espesamiento de la pared
circunferencial que implicaba al lleon terminal colon descendente distal y colon sig-
moideo de eticlogla dudosa posibles Infecciones o inflamacién La paciente no tenla
una historia clinica que explicara estos camblos se encontraba bien y carecia de sin
tomas cfiinicos No se detectd ninguna Infeccién En esta paciente no se sigulé la
progresibn de la enfermedad (PD)

A una segunda paciente se le administraron dos ciclos de anticuerpo ant-
CTLA4 y se sometid a una terapia de aproximadamente catorce (14) dias de exemes
tano (25 mg al dia) Después de la dosis inicial de ticilimumab la paciente presentd
algon linfedema Inicial en el brazo derecho que empeord algo y después desaparecié
Ademés la paciente presentd exantema no prurltico leve y transitorio

Una tercera pacients recibié un ciclo de tichimumab y aproximadamente vein-
tiocho dias de 25 mg de axemestano al dia hasta ahora E! dia veintiocho los estu-
dios de laboratorio rutinanos detectaron elevaciones de grado 1 de ALP y AST asl co-
mo elevaciones de grado 2 de ALT La paciente carecia de sintomas La terapla se
puso en espera de la mejora pendiente de esos valores de laboratorio

Estos datos sugieren que los pacientes tratados con la combinacién de ticill-
mumab y exemestano demostraron actividad bioldgica

Las descripclones de todas y cada una de las patentes solicitudes de patente y
publicaciones citadas en este documento se incorporan como referencia en su totall
dad

Aunque la Invencion se ha descrito en referencia a realizaciones especificas
resulta aparente que puedan Imaginarse oiras realizaciones y variaciones de esta in-
vencidn por expertos en la tacnica sin alejarse del espintu y del alcance de la Inven
cion Se pretende que las reivindicaciones adjuntas incluyan todas estas realizaciones
y las varlaciones equivalentes
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REIVINDICACIONES

1 Un método para el tratamiento de cancer de mama en un paciente que
necesita dicho tratamiento. comprendiendo dicho método administrar a dicho paciente
una cantilad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-CTLA4 o una porcién de
unién al antigeno del mismo en combinacion con una cantidad terapéuticamente efi-
caz de un inhibidor de aromatasa

2 El método de la reivindicacién 1 donde dicho inhibidor de aromatasa es
al menos un Inhibidor seleccionado entre el grupo compuesto por anastrozol letrozol y
examestano

3 £l método de la revindicacién 2 donde dicho inhibidor de aromatasa es
exemestano

4 El método de la revindicacién 3 donde dicha cantidad terapéuticamen-
te eficaz de un anticuerpo antl CTLA4 varia de aproximadamente 1 mg/kg a 40 mg/kg

5 El método de la reivindicacién 4 donde dicha cantidad terapéuticamen
te eficaz de un anficuerpo ant-CTLA4 varia de aproximadamente 3 mg/kg a 15 mg/kg

6 El método de la reivindicacién 3 donde dicha cantidad terapéuticamen-
te eficaz de exemestanc varia de aproximadamente 25 mg al dia a 200 mg al dia

7 El método de la relvindicacién 6 donde dicha cantidad terapéuticamen-
te eficaz de exemestano es de aproximadamente 25 mg al dia

8 El método de la reivindicacién 1 donde dicho tratamiento se selecciona
entre el grupo compuesto por una terapia necadyuvante una terapia adyuvante un
tratamlento de primera linea un fratamiento de segunda linea y un tratamiento de ter
cera linea

8 El método de la reivindicacién 1 donde dicho anticuerpo se seleccliona
entre el grupo compuesto por un anticuerpo de mamifero no humano. un anticuerpo
quimérico y un anticuerpo humano

10 El método de la reivindicacién 9 donde dicho anticuerpo es un anticuerpo
humano

11 El método de la reivindicacién 1 donde dicho anticuerpo ant-CTLA4 o
la poreidn de unién al antigeno del mismo es al menos un anticuerpo seleccionado
entre el grupo compuesto por

(a) un anticuerpo humano que tiene una afinidad de unibn por
CTLA4 de aproximadamente 10 o mayor y que inhibe la unién entre CTLA4 y B7-1 y
la unién entre CTLA4 y B7-2



10

15

20

25

1¥!

66

(b) un anticuerpo humano que tiene una secuencia de aminoacidos
que caomprende al menos una secuencia de CDR humana que corresponda a una se-
cuencia de CDR de un anticuerpo seleccionado entre el grupo consistente en 4 1 1
4814102 41314143611 1121 1161 1171 12311 12811y 10D1

(c) un anticuerpo humano que tiene las secuencias de aminoécidos
de cadena pesada y ligera de un anticuerpo selecclonado entre el grupo consistents
en411 4814102 41314143611 1121 1161 1171 12311y12911

(d) un anticuerpo humano que tiene las secuencias de aminoécidos
de una regién variable de cadena pesada y una regi6n variable de cadena ligera de un
anticuerpo seleccionado entre el grupo consistente en 411 481 4102 4131
4143 611 1121 1161 1171 12311 129811y 10D1

(e) un anticuerpo o porcidn de unidn al antigeno del mismo que
compite por la unién con CTLA4 con al menoe un anticuerpo que tiene las secuencias
de aminoécidos de cadena pesada y ligera de un anticuerpo seleccionado entre el
grupo consistenteen 411 481 4102 4131 4143 611 1121 1161 1171
12311 12911y 10D1 y

(] un anticuerpo o porcidn de unién al antigeno del mismo que
complte de forma cruzada por la unibn con CTLA4 con al menos un anticuerpo que
tiene las secusncias de aminoécidos de cadena pesada y ligera de un anticuerpo se-
leccionado entre el grupo consistente en 411 481 4102 4131 4143 611
1121 1161 1171 12311 12811y 10D1

12 El método de la revindicadén 1 donde dicho anticuerpo es un antl
cuerpo humano que tiene las secuenclias de aminodcidos de cadena pesada y ligera
del anticuerpo 11 2 1

13 El método de la revindicacién 1 donde dicho anticuerpo comprende una
cadena pesada y una cadena ligera donde las secuencias de aminoécidos de la regién
vanable de cadena pesada de dicha cadena pesada y la regién vanable de la cadena
ligera de dicha cadena ligera se seleccionan entre el grupo compuesto por

(a) la secuencia de aminoécidos de la SEC ID N°3 y Ia se-
cuencia de aminodcidos de la SEC ID N*9

(b) la secuencia de aminoécidos de la SECID N®* 15y |a se-
cuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 21
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(c) la secuencia de aminoécidos de la SEC ID N®*27 y la se-
cuencia de aminoécidos de la SEC ID N° 33

(d) la secuencia de aminoécidos codfficada por ia sacuencia
de acido nucleico de la SEC ID N° 1 y la secuencia de aminoacidos co-
dificada por la secuencia de 4cido nucleicode la SECID N° 7

(o) la secuencia de amino4cidos codificada por la secuencia
de acido nucleico de la SEC ID N° 13 y la secuencia de aminodcidos
codificada por la secuencia de acldo nucleico de la SEC ID N° 19

)] la secuencla de aminoécidos codificada por la secuencia
de acido nucleico de la SEC ID N°25 y la secuencla de aminoacidos
codificada por la secusencia de &cido nucieico de la SEC ID N*31

(g) la secuencla de aminoacidos de una region vanable de
cadena pesada y una region variable de cadena ligera de un anticuerpo
10D1

14 El método de la relvindicacibn 1 donde dicho anticuerpo o la porcidn

de unién al antigeno del mismo un anticuerpo selecclonado entre el grupo com-
puesto por-

(a) un anticuerpo que tene una region vanable de cadena pesada que
comprende las secuencias de aminoécidos indicadas en la SEC ID N*4 SEC
IDN°5y SEC ID N°6 y que tlene ademés una reglon variable de cadena lige-
ra que comprende las secuencias de aminodcidos indicadas en las SEC ID
N°10 SECIDN®* 11y SEC ID N* 12

(b) un anticuerpo que tiene una regidn variable de cadena pesada que
comprende las secuencias de aminoécidos indicadas en la SEC ID N* 16 SEC
ID N*17 y SEC ID N°* 18 y que fiene ademas una region variable de cadena Ii-
gera que comprende las secuencias de aminoacidos indicadas en las SEC ID
N°22 SECIDN°23y SEC ID N* 24

{(c) un anticuerpo que tiene una regién variable de cadena pesada que
comprende las secuencias de aminoécidos indicadas en la SEC ID N>~28 SEC
ID N° 20 y SEC ID N° 30 y que tiene ademés una regién variable de cadena lI-
gera que comprende las secuencias de aminoaados indicadas en las SEC ID
N°34 SECIDN°35ySECIDN®38 y

{d) un anticuerpo que tiene una regién vanable de cadena pesada que
comprende las secuenclas de aminoéickios de las CDR1 CDR2 y CDR3 de

Pq
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cadena pesada del anticuerpo 10D1 que tiene ademés una region variable de
cadena ligera que comprende las secuencias de aminodcidos de las CDR1
CDR2 y CDR3 de cadena ligera del anticuerpo 10D1

15 El método de la relvindicacién 1 comprendiendo también dicho método
administrar a dicho paclente al menos un agente seleccionado entre el grupo consis-
tente en un agente aiquilanie un antagonista de folato un antagonista de pirimidina
un antibidtico de antraciclina un compuesto de platno un taxano un vinca alcaloide
un analogo de camptolecina un agents estmulante de un receptor una vacuna para
tumores basada en la proteina del choque térmico una terapia basada en células pre-
sentadoras de antigenos una diana de mamiferos del inhibidor de rapamicina un in
hibidor de erbB2 un Inhibidor de EGFR un inhibidor de VEGF un Inhibidor de
VEGFR, un Inhibidor de la angiogénesis. un anticuerpo. un inmunomodulador un mo-
dulador selectivo del receptor de estrdgencos una citoquina una vacuna para tumores.
un agente antiproliferativo. una molécula coestimuladora nmune y una citoquina

16 Una composicién farmacéutica para el tratamiento del cancer de mama
que comprende

una cantidad terapéuticaments sficaz de un anticuerpo anti CTLA4

una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de aromatasa y

un vehiculo farmacéuticamente aceptable

17 La composiadn farmacéutica de la revindicacién 16 donde dicho in
hibidor de aromatasa es al menos un inhibidor de aromatasa seleccionado entre el
grupo consistente en anastrozol letrozol y exemestano

18 La composicién farmacéutica de la reivindicacién 17 donde dicho in-
hibldor de aromatasa es exemestano

19 Un uso de una cantidad de un anticuerpo anti CTLA4 en la preparaciéon
de una composicidn para el tratamiento del cancer de mama en un pacienta donde el
tratamiento comprende ademas administrar al paciente una cantidad de un inhibidor
de aromatasa
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20 El uso de la reivindicacién 19 donde dicho inhibidor de aromatasa es ex-
emestano y ademés donde dicho anticuerpo es un anticuerpo humano que tiene las
secuencias de aminoécidos de la regién varnable de cadena pesada y ligera del anti-
cuerpo 1121
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Resumen) de la Descripcién

La invencion se refiere a la administracion de un anticuerpo ani-CTLA4 parti
cularmente anticuerpos humanos contra CTLA4 humano tal como los que tienen se-
cuencias de aminoacidos de los anticuerpos 311 411 481,4102 4131 4143
6111121 1161 1171 12311 1291 1y 10D1 (MDX-010) en combinacién con
un inhibidor de aromatasa para el tratamiento del cAncer de mama Maés particular
mente la invencidn se reflere a la administracién de un anticuerpo anti-CTLA4 y exe-
mestano para el tratamiento del cancer de mama



atggagtttg
gtgcagctgg
tgtgtagegt
ggcaaggggc
gactccgtga
caaatgaaca
tteggtectt
aagggcccat
geectggget
ggegetetga
tccetcagea
aacgtagatc
gtegagtgee
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacasaggcc
gaaccacagg
ctgacctgece
gggcagccgg
ttcctetaca
tgctcegtga

MEFGLSWVFL
GKGLEWVAVI

4 1 1 ADNc de Cadena Pesada (SEC ID N° 1)

ggctgagctg
tggagtctgyg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagage
ttgactactg
cggtcttece
gectggtcaa
ccageggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
caccgtgeec
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
ttgtgcacca
tcccagecce
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta

gcaagctcac
tgcatgaggc

ggttttccte
gggaggcgty
cttcagtage
ggcagttata
caccatctee
cgaggacacg
gggccaggga
cctggoegece
ggactacttc
gcacacctte
cgtgcectece
caacaccaag
agcaccacct
catgatctec
cgaggtccag
acgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
geccceccatece
cttctaceecc
caagaccaca
cgtggacaag

tctgcacaac

gttgctettt
gtccagectg
catggcatgc
tggtatgatg
agagacaatt
goctgtgtatk
accctggtca
tgctecagga
cccgaaceqgy
ccagctgtce
agcaacttcg
gtggacaaga
gtggcaggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
cgggaggaga
agcgacatcg
cctcccatgce
agcaggtggc
cactacacgc

taagaggtgt
ggaggteect
actgggtecg
gaagaaataa
ccaagaacac
actgtgegag
ccgtctecte
gcacctccga
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacccagac
cagttgagcg
cgtcagtctt
aggtcacgtg
acgtggacgg
gcacgttecg
agtacaagtg
aaaccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa
agaagagcct

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctcca
atactatgca
gctgtttetg
aggaggtcac
agecectccacc
gagcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgc
caaatgttgt
cctcttecce
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagce
caaggtctcc
gcagceceega
ccaggtcagce
ggagagcaat
cggetectte
cgtcttctca
ctcectgtcet

FIGURA 1A

4 1 1 Protelna de Cadena Pesada (SEC ID N°2)
VALLRGVQCQ VQLVESGG [GV VQPGRSLRLS CVASGFTFSS HGMHWVRQAP

WYDGRNKYYA DSVKGRFTIS RDNSKNTLFL QMNSLRAEDT AVYYCARGGH

FGPFDYWGQG
GALTSGVHTF
VECPPCPAPD
HNAKTKPREE
EPQVYTLPPS
FLYSKLTVDK

TLVTVSBEAST KGPSVFPLAP CBRETSESTA ALGCLVKDYF PEPVIVSWNS

PAVIQ] BEGLY BLSSVVTVPS BNFGTQTYTC NVDHKPSENTK VDKTVERKCC
VAGPSVFLFP PKPKDTLMIS RTPEVTCVVV DVSHEDPEVQ FNWYVDGVEV

QFNSTFRVVS VLTVVHQDWL NGKEYKCKVS NKGLPAPIEK TISKTKGQPR

REEMTKNQVS LTCLVKGFYP SDIAVEWESN GQPENNYKIT PPMLDSDGSF

SBRWOQGNVFS CSVMHEALHN HYTQKSLSLS PGK

FIGURA 1B
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atggaaaccc
gaaattgtgt
ctcteectgea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caagggacca
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca
ggcctgagcect

METPAQLLFL LLLWLPDTTG EIVLT[QSPGT LSLSPGERAT LSCRASQSIS SSFLAWYQQOR

4 1 1 ADNc de Cadena Ligera (SEC ID N°7)

cagcgcagcet
tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccaggct
gtggcagtag
ttgcagtgta
aggtggaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta
cgccegteac

tctetteete
tccaggecacc
gagtattagc
cctcatctat
gtetgggaca
ttactgtcag
caaacgaact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac
aaagagcttc

ctgctactct
ctgtetttgt
agcagettct
ggtgcatcca
gacttcacte
cagtatggta
gtggetgeac
gcctetgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacyg
aacaggggag

ggctcccaga
ctccagggga
tagcetggta
gcagggccac
tcaccatcag
cctecaccetg
catctgtctt
tgtgcctget
ccctecaate
acagecctcag
cectgogeaagt
agtgttag

FIGURA 1C

taccaccgga
aagagccacc
ccagcagaga
tggcatccca
cagactggag
gacgttegge
catcttcceg
gaataactte
gggtaactcc
cagcaccctg

cacccatcag

4 1 1 Protelna de Cadena Ligera (SEC (D N° 8)

PGOAPRLLIY GASSRATGIP DRFSGSGSGT DFTLTISRLE PEDFAVYYCQ QYGTSPNTFG

QGTKVEIKRT VAAPSVFIFP PSDEQLKSGT ASVVCLLNNF YPREAK] VOWK VDNALQSGNS

QESVTEQDSK DATYSLSSTL TLSKADYEKH KVYACEVTHQ GLSSPVIKSF NRGEC

FIGURA 1D
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caggtgcagc
tcctgtgeag
cecaggcaagg
gcagactccg
ttgcaaatga
ccactggggce
accaagggcc
gcggecckgy
tcaggcgete
tactcectca
tgcaacgtag
tgtgtcgagt
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcectca
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttecetet
tcatgeteeg
tctcecgggta

QVQLVESGGG
ADSVKGRFTI
TKGPSVFFLA
YSLBSVVTVP
PPKPKDTLMI
SVLTVVHQDW
SLTCLVKGFY

4 13 1 ADN de Cadena Pesada (SEC ID N*13)

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggceyg
acagcctgag
cacttgacta
catecggtctt
getgectggt
tgaccagegy
gcageqtggt
atcacaagcc
gcccacegtg
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgttgtgea
gectoceeage
aggtgtacac
gcctggteaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga
aatga

tgggggaggce
caccttecagt
ggtggcagtt
attcaccatc
agccgaggac
ctggggccag
cccectggeg
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgccc
cagcaacace
cccagcacca
cctcatgate
cccegaggte
gccacgggag
ccaggactgq
cccecatecgag
cctgececccea
aggcttctac
ctacaagacc
caccgtggac
ggctctgecac

gtggtccagc
agtcatggca
atatggtatg
tccagagaca
acggctgtgt
ggaaccctgg
ccetgetcca
ttcceccgaac
ttcccagetg
tccagcaact
aaggtggaca
cctgtggcag
tcceggaccee
cagttcaact
gagcagttca
ctgaacggca
aaaaccatct
tccegggagg
cccagcgaca
acacctccca
aagagcaggt
aaccactaca

ctgggaggtc
tecactgggt
atggaagaaa
attccaagaa
attactgtge
tcaccgtete
ggagcacctc
cggtgacggt
tcctacagtc
teggcaccca
agacagttga
gaccgtcagt
ctgaggtecac
ggtacgtgga
acagcacgtt
aggagtacaa
ccaaaaccaa
agatgaccaa
tcgecegtgga
tgctggactce
ggcagcaggg
cgcagaagag

FIGURA 2A

cctgagacte
ccgecagyget
taaagactat
cacgctgtat
gagagtggee
ctcagecctce
cgagagcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacacce
gcgcaaatgt
cttcetette
gtgcgtgatg
cggcegtygag
cegtgtggte
gtgcaaggtc
agggcagccce
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcc
gaacgtcttc
cctectecetyg

4 13 1 Proteina de Cadena Pesada (SEC ID N° 14)

VVQ[PGRSLRL SCAASGFTFS8 SHGIHWVROQA PGKGLEWVAV IWYDGRNKDY

BRDNSKNTLY LOMNELRAED TAVYYCARVA PLGPLDYWGQ GTLVIVSSAS

PCSRETSEST AALGCLVKDY FPEPVTVSWN SGALTS]GVHT FPAVLQBSSGL

BSNFGTQTYT CNVDHKPSNT KVDKTVERKC CVECPPCPAP PVAGPBVFLF
SRTPEVTCVV VDVSBHEDPEV QFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQFNOTFRVV
LNGKEYKCKV SNKGLPAPIE KXTISKTKGQP REPQVYTLPP SREEMTKNQV
PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPMLDSDGS FFLYSKLTVD KSRWOQGNVFP
SCBVMHEALH NHYTQXSLSL SPGK

FIGURA 2B
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gaaattgtgt
ctctectgea
ggccaggctc
aggttcagtg
gaggattttg
gggaccaaag
tctgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcge

EIVLT [QBPGT LSLSPGERAT LSCRASQSVE SYLAWYQQOKP GQAPRLLIYG ASSRATGIPD

4 13 1 ADN de Cadena Ligera (SEC ID N° 189)

tgacgcagtc
gggccagtca
ccaggctect
gcagtgggtc
cagtgtatta
tagatatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgtcacaaa

tccaggcacc
gagtgtcage
catctatggt
tgggacagac
ctgtcaacag
gcgaactgtg
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa
gagcttcaac

ctgtetttgt
agctacttag
gcatccagca
ttcactctca
tatggtaggt
gctgcaccat
tetgttgtgt
gataacgcece
agcacctaca
gtctacgcct

aggggagagt:

ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
caccattcac
ctgtcttcat
gcetgctgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac
gttag

FIGURA 2C

aagagccacc
gcagaaacct
catcccagac
actggagect
tttcggecet
cttecegeea
taacttctat
taactcccag
caccctgacqg
ccatcagggc

4 13 1 Protefna de Cadena Ligera (SEC ID N° 20)

RFSGSGSGTD FILTISRLEP EDFAVYYCQQ YGRSPFTPGP GTKVDIKRTV AAPEVFIFPP

SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV D] NALQEGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT

LSKADYEKHK VYACEVTHQG LSSPVIKSFN RGEC

FIGURA 2D
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atggagtttg
gtgeagctgyg
tgtgcagcgt
ggcaaggggc
gactcegtga
caaatgaaca
ggagctaccc
accgtctect
agcacctecg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacccaga
acagttgagce
cegtcagteot
gaggtcacgt
tacgtggacg
agcacgttec
gagtacaagt
aaaaccanaag
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggactcecoy
cagcagggga
cagaagagcc

QVOLVESGG [G VVQPGRBLRL BCAASGFTFS SYGMHWVRQA PGKGLEWVAV IWYDGSNKYY

11 2 1 ADN de Cadena Pesada (SEC ID N° 25)

ggctgagetg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagage
tttactacta
cagcctccac
agagcacage
cgtggaactc
caggactcta
cctacacectg
gcaaatgttyg
tcetecttece
gegtggtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtetce
ggcagccecyg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctectt
acgtcttcte
tetecocetgte

ggttttcete
gggaggegtg
cttcagtage
ggcagttata
caccatctce
cgaggacacg
ctactacggt
caagggccca
ggccetggge
aggegetcetq
ctcectcage
caacgtagat
tgtcgagtge
cccaaaacce
ggacgtgagce
gcataatgce
cgtectcace
caacasagge
agaaccacag
cctgacctgce
tggycagcey
cttecetctac
atgctccgtyg
tccgggtaaa

gttgetettt
gtccagecetg
tatggcatgc
tggtatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
atggacgtct
tecggtcettee
tgcctggtca
accagcggeg
agcgtggtga
cacaagccca
ccaccgtgcc
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gttgtgcacc
ctcccagece
gtgtacaccc
ctggtcaaaq
gagaacaact
agcaagetca
atgcatgagg
tga

taagaggtgt
ggaggtccet
actgggtceg
gaagtaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
ggggccaagg
ccetggegec
aggactactt
tgcacacctt
cegtgeccte
gcaacaccaa
cagcaccacc
tcatgatctc
ccgaggtcca
cacgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
tgeccceate
gcttctacece
acaagaccac
ccgtggacaa
ctctgcacaa

FIGURA 3A

ccagtgtcag
gagactectec
ceaggcteca
atactatgca
gctgtatetg
agatccgagg
gaccacgqgtc
ctgctceagg
cocccgaacceg
cccagetgtc
cagcaacttc
ggtggacaag
tgtggcagga
ccggacecect
gttcaactgg
gcagttcaac
gaacggcaag
aaccatctce
ccgggaggag
cagcgacatc
acctccecatg
gagcaggtgg
ccactacacg

11 2 1 Proteina Pesada (SEC ID N° 26)

ADSVEGRFTI SRONSKNTLY LOMNSLRAED TAVYYCARDP RGATLYYYYY GMDVWGQGTT

VIVSBASTKG PSVFPLAPCS RSTBESTAAL GCLVKDYFPE PVTVSWNSGA LTSGVH]) TFPA

VLQSBGLYSL SSVVIVPESN FGTQTYTCNV DHKPSNTKVD KTVERKCCVE CPPCPAPPVA
GPEVFLFPPK PKDTLMISRT PEVICVVVDV SHEDPEVQFN WYVDGQVEVHN AKTKPREEQF
MSTFRVVSVL TVVHQDWLNG KEYKCKVSNK GLPAPIEKTI SKTKGQPREP QVYTLPPSRE
EMTKNQVSLT CLVKGFYPSD IAVEWESNGQ PENNYKITPF MLDSEDGSFFL YSKLTVDKSR
WOQQGNVFSCES VMHEALHNHY TQKSLSLSPG K
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FIGURA 3B

11 2 1 ADN de Cadena Ligera (SEC ID N° 31)

411

atggacatga gggtccccgc tcagctccty gggetectge tactctgget ccgaggtgece 60

agatgtgaca tccagatgac ccagtctcca tectecctgt ctgoatctgt aggagacaga 120
gtcaccatca cttgceggge aagtcagagc attaacaget atttagattg gtatcagcag 180
asaccaggga aagcccctaa actcctgatce tatgetgcat ccagtttgca aagtggggtce 240
ccatcaaggt tcagtggcag tggatctggg acagatttca ctctcaccat cagcagtctg 300
caacctgaag attttgcaac ttactactgt caacagtatt acagtactcc attcactttc 360
ggccctggga ccaaagtgga aatcaaacga actgtggctg caccatctgt cttcatctte 420
cegecatotg atgageagtt gaaatctgga actgcoctetg ttgtgtgeoct goctgaataac 480
ttctatccca gagaggccaa agtacagtgg aaggtggata acgccectcoca atcgggtaac 540
tceccaggaga gtgtcacaga gcaggacagc aaggacagca cctacagcoct cagcagcace 600
ctgacgctga gcaaagcaga ctacgagaaa cacaaagtct acgcctgega agtcacccat 660
cagggcctga gctcgcccgt cacaaagagc ttcaacaggg gagagtgtta gtga 714

FIGURA 3C

11 2 1 Proteina de Cadena Ligera SEC ID N° 32
DIQMTQS (PS8 LSASVGDRVT ITCRASQSIN SYLDWYQOKP GKAPKLLIYA ASSLOQSGVPS 60

RPEGSGSGTD FTLTISSIAQP EDFATYYCQQ YYSTPFIFGP GTKVEIKRTV AAPSVFIFPP 1ia
SDEQLKSGTA EVVCLLNNFY PREAKV]QWKV DNALQSGNSQ BSVTEQDSKD STYSLSSTLT la0
LBKADYEKHK VYACEVTHQG LESPVTKSFN RGEC 214

FIGURA 3D



TRATADO DE CO PERACION DE PATENTES
PCT
NOTIFICACION DE TRANSMISION DEL REPORTE DE EXAMEN
PRELIMINAR INTERNACIONAL
(PCT Regla 71 1)
De AUTORIDAD DE REVISION PRELIMINAR INTERNACIONAL

Para

FULLER, Grover F

Pfizer Inc

201 Tabor Road

Morns Plains NJ 07950
Estados Unidos de America

Sello de recitido de fecha 13 de octubre de 2006

Fecha de expedicion 05 10 2006

Referencia del expediente del sohcitante o mandatario PC32619A
Solicitud Internacional No PCT/IB2005/003307

Fecha de presentacion internacional 24 10 2005

Fecha de priondad 04 11 2004

Solicitante PFIZER PRODUCTS INC et al

1 Se notifica al solicitante que la Administracion Encargada del

Examen Preliminar Internacional ha emmtido el informe de examen
preiminar internacional para la sohicitud internacional y se lo
transmite adjunto acompariado s1 procede de sus anexos

Se transmte una copia del presente mforme y s procede de sus
anexos, a la Oficina Internacional para comunicacion a todas las
Oficinas elegidas

S1 alguna Oficina elegida lo exige la Oficina Internacional reahizaré
una traduccion en ingles del informe (con exclusién de sus anexos) y
la transmutira a las Oficinas interesadas

RECORDATORIO

Para mmiciar la fase nacional ante cada Oficina elegida, el sohcitante
debe cumplir ciertos actos (presentacion de la traduccion y pago de
las tasas nacionales) en el plazo de 30 meses desde la fecha de
prionidad (0 mas tarde por lo que respecta a ciertas oficinas) (Articulo
39 (1)) (vease tambien el recordatorio enviado por la Oficina
Internacional en el formularie PCT/IB/301)

Cuando deba entregarse una traduccion de la sohcitud mnternacional
o una oficina elegida, se incluira la traduccién de cualquier anexo de



informe de Examen Preliminar Internacional Corresponde al
solicitante preparar la traduccion en cuestion y entregarla
directamente a cada Oficina elegida interesada

Para mas amplios detalles en lo relativo a los plazos aplicables y las
exigencias de las oficinas elegpdas vease el Volumen II de la guia del
solicitante PCT

Se llama la atencion del sohcitante sobre el Articulo 33(5) que preve
que los cnitenos de novedad actiidad mventiva y de aplicacion
industnial defimidos en el Articulo 33(2} a {4) solo servirdn a los
efectos del examen prellminar internacional y que todo Estado
contratante puede aplicar criterios adicionales o diferentes al objeto
de decidir, en ese Estado s1 la invencién es patentable o no (vease
tambien el Articulo 27(5)) Tales cniterios adicionales pueden afectar
por ejemplo a las excepciones de patentabihdad requisitos
especificos relativos a la divulgacion la clandad de las
rewvindicaciones

Nombre y direccion postal de la Administracion encargada del Examen
Preliminar Internacional

Oficina de Patentes Europea

D 80298 - Munich

Tel +49 89 2399 0 Tx 523656 epmu d

Fax +49 89 2399 - 4465

Funcionano Autorizado Moreno Ramon
Tel + 49 89 2399 2658



TRATADO DEC PERACION DE PATENTES
INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(Capatulo II del Tratado de Cooperacion en materia de Patentes)
(PCT Articulo 36 y Regla 70)

Referencia del expediente del solicitante o mandatario PC32619A
Solicitud Internacional No PCT/IB2005/003307

Fecha de presentacion internacional 24 10 2005

Fecha de prioridad 04 11 2004

Clasificacion Internacional de Patentes (IPC) o la vez clasificacion
nacional e IPC INV CO7K 6/28 A61K 39/395

Solicitante PFIZER PRODUCTS INC et al

1 El presente informe prehiminar internacional sobre patentabilidad
se establece por esta Admimmstracion encargada del examen prehminar
internacional segun el Articulo 35 y se transmute al solicitante conforme
el Articulo 36

2 Este INFORME consta de un total de 7 hojas, inchuda la presente
hoja de portada

3 Este informe tambien contiene ANEXOS que comprenden

a [0 (rermutido al sohcitante y a la oficina internacional) un
total de hojas descnitas a continuacion

[C] hojas de la descripcién, las reindicaciones y/o
los dibyjos que han sido modificadas y que sirven de
base al presente informe y/o de hojas que contienen
rectificaciones autorizadas por esta Administracién
(vease la Regla 70 16 y la Instruccion Administrativa
607 del PCT)

O hojas que reemplazan a otras hojas anteriores
pero que esta Admiustracion considera que contienen
modificaciones que se extienden mas alla de la
divulgacion de la mvencion tal como fue
onginalmente presentada segun se mdica en el punto
4 del Reglamento I y en el Recuadro Suplementario

b {0 (remitido unicamente a la Oficina Internacional} un
total de (indicar tipo y soporte(s) electréruco(s)) )
que contienen una lhista de secuencias y/o tabla(s)
relativa(s) solo en formato legible por ordenador
como se 1indica en el Recuadro Suplementario relativo
a Listas de Secuencias (ver Instruccion
Admimistrativa 802)



q El presente informe contiene indicaciones relativas a los

siguientes puntos

X Recuadrol Base de este informe

[l Recuadroll Priondad

Bd Recuadro III Ninguna formulacion de opion sobre la
novedad la activided mventiva y la
aplicacion industnal

[J RecuadrolV Falta de urudad de Invencion

X RecuadroV Declaracion motivada segun el Articulo
35{2) sobre la novedad la actiidad
inventiva y la aphcacion industnal, citas y
explicaciones en apoyo de esta declaracion

[0 RecuadroVi Ciertos documentos citados

[l Recuadro VIl Defectos en la Sohcitud Internacional

[[J Recuadro VIII Observaciones relativas a la solicitud
internacional

Fecha de radicacion de la demanda 19 12 2005

Fecha de elaboracion de este reporte 05 10 2006

Nombre y direccion postal de la Adminmistracion encargada del Examen

Prelimmar Internacional
Oficina de Patentes Europea
D 80298 - Munmich

Tel +49 89 2399 0 Tx 523656 epmu d

Fax +49 89 2399 - 4465

Funcionario Autorizado Sommerfeld Teresa

Tel + 49 89 2399 7197

1%?
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Recuadro I Base de este informe

1 Por lo que respecta al idloma, este informe se ha establecido
sobre la base de la solicitud internacional en el idioma en el cual se
deposito salvo indicacion en contra senalada a continuacion

[[] Este informe esta basado en una traduccion del idioma
original al siguiente idioma que es el de una traduccion
roporcionada a los fines de
E] busqueda mntemacional (segun Reglas 12 3y 23 1 (b))
[0 publicacion de la sohcitud mternacional (segun Regla

12 4)
[0 examen preliminar nternacional (segun Reglas 55 2
y/o0 55 3)
2 Por lo que respecta a los elementos* de la solicitud internacional,

esta opmnion se ha establecido sobre la base de (las hojas de reemplazo
que hayan swido enuviadas a la Ofiqina receptora en respuesta a un
requenruento segun el Articulo 14 se las denomuna en este informe como
“tuctalmente presentadas”® y no se anexan al informe)

Descripcion, Phginas

1-44 tal como se presentaron inicialmente

Lista de secuencias que hacen parte de la descripcidén, paginas,

1-19 tal como se presentaron micialmente

Reivindicaciones, Numeros

1 20 tal como se presentaron mmicialmente
Dibujos, Figuras
1/6 6/6 tal como se presentaron micialmente

Xl  una lista de secuencias y/o tabla(s) relativa(s) - ver Recuadro
Suplementario relativo a Listas de Secuencias

3 Las modificaciones ha ocasionado la cancelacion de

la descripcion paginas

las reivindicaciones, Nos

los dibujos, hojas/fig

la lista de secuencias {especificar)

tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias (especificar)

/N



q [0 El presente informe ha sido establecido como s1 no se
hubiesen presentado (algunas de} las modificaciones anexadas a
este informe y histadas abajo ya que se ha considerado que 1ban
mas alla de la divulgacion de la invencion tal como fue
presentada como se indica en el Recuadro Suplementano (Regla
70 2(c))

[0 1a descnpcion, paginas

[J las revindicaciones Nos

[0 los dibujos hojas/fig

[0 la hsta de secuencias {especificar)

[0 tabla(s) relativa(s) a la hsta de secuencias (especificar)

* 81 se utiliza el punto 4 algunas o todas estas paginas pueden llevar el
sello de “sustituida”®

Recuadro No III Ninguna formulscién de opinién scobre la
novedad, la actividad inventiva y la aplicacién industrial

1 Las preguntas con respecto a s1 el invento reivindicado parece ser
novedoso 1mplica una actividad inventiva (no ser ewidente) o ser
susceptible de aplicacion industrial por lo que respecta

[0 al conjunto de la sohcitud mmternacional
[ alas reivindicaciones Nos 1 15

debido a que

& la sohctud internacional, o las revindicaciones Nos 1 15
en cueston se refieren al objeto respecto del cual no
requiere examen preliminar internacional (especifique)

ver hoja separada

[0 a descripcion remndicaciones, o los dibujos (indiquese
cuales a continuacién) o tales reiwvindicaciones Nos en
cuestion no son claras de manera que no es posible
formular una opimuon significativa (especifique)

[0 1las revindicaciones o las reivindicaciones Nos en cuestion
no son claras de manera que no es posible formular una
opmmuion significativa

[0 no se ha emitido nforme de busqueda internacional para
dichas reivindicaciones Nos

1Ral



[0 la lista de de secuencias nucleotidas y/o de aminoacidos no
cumplen la norma estandar prevista en el Anexo C de las
Instrucciones Admimstrativas por que

no se presento

no cumple con la norma estandar

no se presento

La lista en papel O
O

La lista en formato legible por ordenador
O
O

no cumple con la norma estandar

[J las tablas relativas a las histas de secuencias de nucleoudas
y/o de aminoacidos s1 unicamente se han presentado en

formato legible por ordenador

no cumplen con los

requisitos tecnicos previstos en el Anexo C bis de las
[nstrucciones Admimistrativas

Xl Ver recuadro suplementario para mas detalles

Recuadro No V Declaracién razonada segfin el Articulo 35(2)
con respecto a la novedad, nivel inventivo o aplicacién industrial
anterioridades y explicaciones que soportan tal declaracién

1 Declaracion

Novedad (N) S
No

Nivel Inventivo {NI) S
No

Aplicacion Industnal (Al) S1
No

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Rewvindicaciones

Rewvindicaciones
Rewvindicaciones

2 Citas y explicaciones (Regla 70 7)

ver hoja separada

120

120

16 20



Recuadro su!ﬂementarlo relativo a listas de secuenclas

Continuacion del Recuadro 1, punto 2

1 En lo que se refiere a las secuencias de nucleotidos y/o de
aminoacidos divulgadas en la solicitud internacional y necesarias para
la invencion reivindicada esta opinion se ha establecido sobre la base
de

a tipo de matenal

X una hsta de secuencias

[ tabla(s) relativa(s) a la hista de secuencias
b formato del matenal

X por escrito

XI en soporte legible por ordenador
c fecha de presentacion/entrega

X conterudo en la solicitud internacional tal y como se
presento

{ presentado junto con la sohcitud internacional en
formato legible por ordenador

[0 presentado postenormente a esta Adminustracion a
los fines de busqueda y/o examen

O recibido como modificacion, por esta Admimstracion
en fecha

2 [ Ademas en casc de que se haya presentado mas de una
version o copia de una lista de secuencias y/o tabla(s) relacionada(s)
con ella se ha entregado la declaracion requenda de que la informacion
contenida en las copias subsiguientes o adicionales es 1dentica a la de
la solicitud tal y como se presento o no va mas alld de lo presentado
inicialmente

3 Comentarios adicionales

1N
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REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL — HOJA ANEXA i
Solicitud Internacional No PCT/1B2005/003307

Se citan los siguientes documentos

D1 EP A 1262 193 (PFIZER PRODUCTS INC) 4 de diciembre de 2002

D2 HURWITZ A AET AL CTLA-4 BLOCKADE SYNERGIZES WITH
TUMOR DERIVED GRANULOCYTE MACROPHAGE COLONY -
STIMULATING FACTOR FOR TREATMENT OF AN EXPERIMENTAL
MAMMARY CARCINOMA PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF
SCIENCES OF USA NATIONAL ACADEMY OF SCIENCE WASHINGTON DC
US vol 95 no 17 1998 pagnas 10067 10071 XP000882999 ISSN 0027 8424

D3 DEMARIA SET AL “Combination of local radiation with CTLA4
blockade A new approach to the immunotherapy of breast cancer INTERNATIONAL
JOURNAL OF RADIATION ONCOLOGY BIOLOGY PHYSICS vol 57 no 2
Supplement 2003 pdgina S259 XP009062510 & 45TH ANNUAL MEETING OF
THE AMERICAN SOCIETY FOR THERAPEUTIC RADIOLOGY AND
ONCOLOGY SALT LAKE CITY UTAH USA octubre 19 23 2003 ISSN 0360
3016

D4 PHAN GIAO Q ET AL Cancer regression and autoimmunity induced by
cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4 blockade 1n patients with metastatic
melanoma PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF
THE UNITED STATES OF AMERICA vol 100 no 14 8 de julio de 2003 pdginas
8372 8377 XP002370107 ISSN 0027 8424

Introduccion

La presente solicitud divulga métodos de terapia de combinacién con
anticuerpos ant1 CTLA4 e inhibidores de la aromatasa para el tratamiento del cincer de
seno

Item ILI
No formulacién de opinién con respecto a novedad, nivel inventivo, y aplicacién
industrial

Las reivindicaciones 1 15 se relacionan con matena considerada cubierta por esta
Autoridad mediante provisiones establecidas en la Regla 67 1{(1v) del PCT De manera
que ningun concepto se formulard con respecto a la aphicacién industrial de la materia
de estas reivindicaciones (Articulo 34(4)(a)(I) del PCT)

Item V

Declaracién razonada bajo la Regla 66 2(a)(11) con respecto a novedad, nivel
inventivo, y aplicacién industrial, cltas y explicaciones soportando cada
declaracién

L La reivindicacidn | se relaciona con un método para el tratamiento de cincer de
seno el cual comprende admimstrar un anticuerpo antt CTLA4 en combinacién con un
inhibidor de aromatasa El uso de inhibidores de aromatesa para el tratamiento de



ciincer de seno es bastante conocido en el estado de la técnica anterior (ver por ejemplo 1 6

la solicitud en la pdgina 1 lineas 13 17) También se ha divulgado el uso de anticuerpos

anti CTLA4 para el tratamiento de céncer de seno en el estado de la técnica anterior por 4@@
ejemplo D2 y D3 Adicionalmente ya se habia sugenido de manera general en D1 la

terapia de combinacion con anti-CTLA con ant1 hormonas en el contexto del cdncer

Por lo tanto parece ser que la mera combinacién de estas dos terapias no pueden

considerarse inventivas a menos que resultara en un efecto técnico sorprendente que no

habria podido anticiparse con base en las enscfianzas del estado de la técnica anterior

Sin embargo. la solicitud no proporciona



61’

¥
- : 3
PATENT COOPERATION TREATY - 1
CH" - 3
From the ~l 2 J 2085 gn\.
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY W’
PCT
FULLER Grover F Jr
Pfizer Ine
201 Tabor Road NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
Moris Piains. NJ 07850 THE INTERNATIONAL PRELIMINARY
ETATS UNIS DAMERKUE REPORT ON PATENTABILITY
(PCT Rule 71 1)
Dwie of malling
fdayinonivyenar) 05.10.2008
Applicants or agents fis refarance
PC32819A IMPORTANT NOTIFICATION
Intsrnational appiication No. imemational filing dete /dapinorihieer) Pricetly dade {dapwincrijear)
PCTAB2005003307 24 102005 04.11 2004
Appiicant

PFIZER PRODUCTS INC. et el

intemational preliminary report on patentabilily and its annexes. 1 any establiished on the intemational
application

2 A copy of the report and its annexes. il any is being transmiited to the intemational Bureau for
communication 1o all the elected Offices

the report {but not of any annexes) and will tranamit such transiation fo those Offices

4 REMINDER

The appiicant must enter the national phase before each electad Office by performing certain acts (filing
transiations and paying netional fees) within 30 months from tha priority date {or later In some Offices)
{Article 98(1}) (swe also the rerminder sent by the Intemational Bureau with Form PCTARS01)

Where a translation of the Inlemational application muat be fumished to an elected Office that transiation
must contam a translation of any annaxes o the intemational preliminary report on patentabilily It is the
applicant's responaiiity to prepare and furnish such translation directly to each elected Office concemed

PCT Applicent's Guida

The applicant's atiention Is drawn to Article 33(5) which provides that the criteria of novelty inventive step
and industrial applicabllity described In Article 83(2) 1o (4) mersly serve the purposes of Intemationel
preliminary examnination and that any Contracting State may apply additional or difierent criteria for the
purposes of decxding whether In that State the claimed inventions Is patsntable or not” (see also Article
27(5)) Such additional criterie may reiate. for exampla. to exemptions from patentabilty requirements for
enabling disclosure clarity and support for the claims.

I
I

Name and maling address of the imemedional Authorized Officer
prafiminaty exasnining authoiily:

"""; Ewropoan Pefent Office

Tol +40 89 2368 D Tx 523058 epmu o
— FEx +40 B 2308 4485

1 The applicant s hereby notified that this intemational Prefiminary Examining Authority transmits herewkh the

3 Where required by any of the elecied Offices. tha Intarnational Bureau will prepare an English translation o

For further details on the appiicable time imits and requirements of the siected Offices see Volume Il of the

Form PCTAPEA/ 418 (isnuary 2004)
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1 This report is the Infemational preiminary examination report, established by this intemnational Prefiminary Examining
Authority under Arlicle 35 and transmitted 1o the appiicant according 1o Article 38.

2 This REPORT consists of u {otal of 7 sheets, Including this cover sheet.

3. Thisropori is aiso accompanied by ANNEXES, comprising
e O gsentfo the applicant and 1o the international Buresu) a totul ol  shaets, as follows.

[0 ghesta of the description, claima andor drawinge which have besn amended and are the basis of thia report
andbr shests containing rectifications authorized by this Authorlty (see Rule 70. 18 and Section 807 of the
Administrative instructions)

0 sheets which supersede earlier sheets, but which this Authority considers contaln an amendment thai poes
bsyond the disclosure in the imtemational appfieation us flod ae indicated in item 4 of Box No. | and the
Supplemental Box.

b. O (sent to the irtemational Buresu only} a iotal of (indicate type and number of elecironic carrier(s))  containing m
sequence lsfing andbr tables related therelo. In cslectronic form only as indicatad In the Supplomental Bax
Relating lo Sequance Listing (see Saction 802 of the Administrative Instructions).

;
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B soxNo.|  Basls of the report

D BoxNo.H  Priority

3 BoxNo.lll Non-estabiishment of opinion with regard to novelty inventive step and indusirial applicability
O BoxMNo.IV  Lack of unity of invention

B BoxNo.V  Reasoned stalement under Article 35(2) with regard to novelty inventive step or industrial
applicablity" citationa and explanations supporting such statemant

[J BoxNo.V] Cerlain documents cited
O Box No. VIl Certain defects in the intemational application
O Box No. Vil  Certaln observations on the intemational application
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT international application No,
ON PATENTABILITY PCTAB2005003307

Box No | Basls of the report

1 With regard to the langusge. this repori is based on the intemational appication i the | @ In which &
fied unices otherwise Ind undaer this Rem Bl wee

[0 This report is basad on translations from the origmal language into the folowing language
which 1s the language of a transiation fumnighed for the purpossas of

O Intemational search (under Rules 12 3 and 23.1(b))
0 publication of the intemational application (under Rule 12 4)
O international preliminary examination {under Ruies 55.2 andbr 55.3)

2 With regard to the slements of the inlemational application this report is based on (repiacement sheets which
have been fumished lo the receiving Office in response fo an invitation under Articie 14 are relerred 1o in this
report @ originally filed” and are not annexed to this report)

Description Pages
1-44 as ariginally fed

Sequenca listings pant of the description, Pages

119 & ofiginally filed
Claims, Numbers
1-20 a8 originally flled
Drawings, Shests
15-68 &8 originally fled

B asequence hsiing andbr any related tabla(s) see Supplemental Box Relating to Sequence Listing

3. 1 The amendmentis have resuliad in the cancellation of
O the description pages
O the claims. Nos.
O the drawings. sheetsfigs
I the sequence leting (specily):
OJ any table(s) related to sequence llsting (speciy):

4 O This report haa baen established as H (some of) the amendmenta annexed fo thie report and listed below

had not been made since they have been considered to go bayond the disclosure as filed ae indicaied In the
Supplemental Box (Rule 70.2{c)).

O the sequencs listing (speciy).
O any teble(s) related to sequence fistng (specify)

* IF item 4 applies some or all of these sheots may be marked superseded "

Form PCTAPEA/400 (Jenuary 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT intemational application No
ON PATENTABILITY PCTAB2005003307

Box No. Il  Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial
spplicability

1 The questions whether the claimed invention appears to be novel to involve an inventive step (to be non-
obvious) orto be Industrially applicable have not been examined in respect of

O the entirs iIntemavonal application,
& claimeNos 115
because:

B the said international application, or the said claime Nos 1 15 relate to the following subject matter which
doea nat require an intemational preliminary examination (specity)

sse soparste shoet

0 the description claims or drawings (indicate particular elemeénts below, id claimes Nos ncl
et o meanngful opinion could.be formed (apecy} ) or sakd cians Nos re 8o uncleer

O the clalms or sad claims Nos. are 8o inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed

no intemational ssarch report has been sstablished for the sald claims Nos.

O the nucisotide andir amino acid sequenca listing does not comply with the etandard provided for in Annex
C of tha Administrative Instructions n that

the writien form O has not basn fjumished

00 does not comply with the standard
the computer readable forn (1  has not been fumishad

O does not comply wih the standard

D the tebles related to the nucieotide andbr amino acld sequence listing If In compuler readable form only do
nat comply with the technical requirements provided for m Annex C-bs of the Administrative instnictions.

D

B See ceparate shest for further detalls

Form PCTAPEA/400 (January 2004)
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Intemational application No.
PCTAB2005003307

5

Box No.V  Reasonad statsment under Article 35(2) with regerd to noveily, inventive step or Industriai

applicablilty citstions and explenations supporting such statement

1 Statement
Novalty (N) Yes
No:
Inventive step (IS} Yes
No:
industrial applicabliity (IA) Yes
No:

2 Citatlons and explanations (Rule 70.7).
seo separste shest

Form PCTAPEA/ 409 (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REP RT International application
ON PATENTABILITY PCT. 58200;:;)3307 e

Supplemental Box relsting to Sequence Listing
Continuation of Box |, Hem 2.

1 With regard to any nucisotides andor amino scld sequence disciosed in the intemational application anx
necessary to the claimed invention. this report has been established on the basis of o

a. type of material
& sequence listing
O 1able(s) related to the sequenca listing
b. format of material
B  in written format
& in computer readahle form
c. tim of flingfurnishing:
B contained in the international application as filed
B fied together with the Intemational appiication In computer readsbie form
0 fumished subsequently to this Authority for the purpoaes of search andbr examination
O received by this Authority as an amendment on

2. O inaddiion Inthe case that mora than ona version or copy of a sequence listing andbr table(s) relating
thereto has been filed or furmished the required smtements that the information in the subsequent or
additional copies i3 idertical to that in the applcation as flled or doss not go beyond the application as flled

as appropriata were fumshed
3. Additional cbservations. if necessary

Form PCTAPEA/400 (anuary 2004)



-89

INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No
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(SEPARATE SHEET) PCT/AB2005/003307
The following documents are cited

D1 EP A-1262 193 (PFIZER PRODUCTS INC) 4 December 2002 (2002 12-04)

D2 HURWITZAAETAL CTLA4 BLOCKADE SYNERGIZES WITH TUMOR-
DERIVED GRANULOCYTE MACROPHAGE COLONY-STIMULATING
FACTOR FOR TREATMENT OF AN EXPERIMENTAL MAMMARY
CARCINOMA" PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF
SCIENCES OF USA NATIONAL ACADEMY OF SCIENCE, WASHINGTON,
DC, US vol 95, no 17, 1988, pagas 10067-10071 XP000882899 ISSN 0027-
8424

D3 DEMARIA S ET AL "Combination of local radiation with CTLA4 blockade A
new approach 1o the immunotherapy of breast cancer INTERNATIONAL
JOURNAL OF RADIATION ONCOLOGY BIOLOGY PHYSICS wvot 57, no 2
Supplement, 2003, page S259, XP008062510 & 45TH ANNUAL MEETING OF
THE AMERICAN SOCIETY FOR THERAPEUTIC RADIOLOGY AND
ONCOLOGY SALT LAKE CITY UTAH, USA, OCTOBER 19-23 2003 ISSN
0360-3016

D4 PHAN GIAO Q ET AL. "Cancer regression and autoommunity induced by
cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4 blockade In patients with
metastatic melanoma PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF
SCIENCES OF THE UNITED STATES OF AMERICA, vol 100 no 14, 8 July
2003 (2003-07-08), pages 8372-8377 XP002370107 ISSN 0027-8424

Introduction

The present application discloses methcds of combination therapy with anti-CTLA4
antibodies and aromatase inhibilors for treatment of breast cancer

r

Section Il
Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Induatrial
applicablity

Form PCT/Separate Shoel/400 (Shest 1) (EPO-January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY intemational application No.
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/IB2005/003307

Claims 1-15 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67 1(lv) PCT Consequently, no opinion wili be formulated with respect
to the industnal applicabliity of the subject matter of these claims (Article 34(4)(a)(i) PCT)

Section V
Ressoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicsbility;

chtatlons and explanations supporting such statement

1  Clalm 1 is directed to a method for the treatment of breast cancer comprising
administering an anti-CTLA4 antibody in combination with an aromatase inhibitor
Use of aromatase inhibitors for treatment of breast cancer was well known in the prior
art (see e g application page 1 lines 13-17) Use of anti-CTLA4 antibodies for
treatment of breast cancer had also been disclosed in the priorart e g D2 and D3
Moreover combination therapy with anti-CTLA with anti-hormones in the context of
cancer had already been generally suggested in D1
It thus appears that the mere combination of these two theraples cannct be
considered inventive unless it would result in a surprising technical effect that could
not have been anticipated based on the teachings of the prior art. The application
however does not provide any teaching that this is the case
Claim 1 Is thus considered to lack an inventive step (Art. 33(3) PCT)

2 The same applies to claims 2-10, which either further define the aromatase mhibitor
to be used, or the therapeutical dosages or the type of treatment or the antibody
species The same applies to claims 16-19 which are directed to phamaceutical
composltions or to the medical use

3 Claims 10-14 and 20 further specify on the antlbodies to be usad These antibodies
however are known antibadies of the prior art which had already been used in the

context of cancer therapy (e g D1, D4)
Thus the use of these particular antibodies cannot be considered to involve an

inventive step (Art 33(3) PCT)

Form PCT/Separsts Shaet/409 (Shaet 2) (EPO-January 2004)
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Act 411 PRESENTACION  Folios 188 )
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION [] MODELO DE UTILIDAD [ ]
4 Indicaci6n de que se solicita la concesion de una patente []
€ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
€ Descnpcion de la invencién [1
4 Dibujos de ser estos pertinentes [1
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas []
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

€ Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industnial [ 1

€ Datos de Identificacién del solicttante o de la persona que presenta [a solicitud [ ]

¢ Representacion grafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del [
matenal que incorpora el disefio

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

4 Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado

€ Datos de identfficacién del solicitante o de |la persona que presenta la solicrtud
€ Representacion grifica del esquema trazado

€ Comprobante de pago de las tasas establecidas

— P e—
[

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]
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Teniendo en cuenta qua la sclicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia refine los requisitos de forma establecidos en
la Decisitn 486 da la Comisifn de la Comunidad Andina el Tratado de Cooperacifn em
Materia de Patentes (PCT) el Reglamento y la Circular Umica de la Superintendencia
de Industria y Comercio Bse envia el extracto de la solicltud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicaciém en la Gaceta de Propledad Industrial
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