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DESCRIPCION
Terapia antitumoral con anticuerpos anti-VEGF

La presente invencion se refiere al tratamiento de un paciente que sufra una recaida en un céancer positivo de HER2
con un anticuerpo anti-VEGF durante o después del tratamiento con un anticuerpo anti-HER2.

Antecedentes de la invencion

La angiogénesis interviene en la patogénesis de un gran nimero de trastornos, que incluyen los tumores sélidos, los
sindromes neovasculares intraoculares, por ejemplo las retinopatias proliferativas o la degeneracion macular propia
de la vejez (AMD), la artritis reumatoide y la psoriasis (Folkman y col., J. Biol. Chem. 267, 10931-10934, 1992;
Klagsbrun y col., Annu. Rev. Physiol. 53, 217-239, 1991; y Garner, A., Vascular diseases, en: Pathobiology of ocular
disease, A dynamic approach, Garner, A. y Klintworth, G.K. (coord.), 22 edicién, Marcel Dekker, Nueva York (1994),
pp. 1625-1710). En el caso de los tumores solidos, la neovascularizacién permite que las células tumorales adquie-
ran una ventaja de crecimiento y autonomia proliferativa con respecto a las células normales. Por consiguiente se ha
observado una correlaciéon entre la densidad de los microvasos de las secciones tumorales y la supervivencia del
paciente de cancer de mama y también de otros tumores diversos (Weidner y col., N. Engl. J. Med. 324, 1-8, 1991;
Horak y col., Lancet 340, 1120-1124, 1992; y Macchiarini y col., Lancet 340, 145-146, 1992).

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) interviene en la regulacion de la angiogénesis y neovasculariza-
cién normales y anormales asociadas a los tumores y trastornos intraoculares (Ferrara y col., Endocr. Rev. 18, 4-25,
1997; Berkman y col., J. Clin. Invest. 91, 153-159, 1993; Brown y col., Human Pathol. 26, 86-91, 1995; Brown y col.,
Cancer Res. 53, 4727-4735, 1993; Mattern y col., Brit. J. Cancer 73, 931-934, 1996; y Dvorak y col., Am. J. Pathol.
146, 1029-1039, 1995). Los anticuerpos neutralizadores anti-VEGF suprimen el crecimiento de un gran numero de
lineas celulares tumorales humanas en ratones (Kim y col., Nature 362, 841-844, 1993; Warren y col., J. Clin. Invest.
95, 1789-1797, 1995; Borgstrom y col., Cancer Res. 56, 4032-4039, 1996; y Melnyk y col., Cancer Res. 56, 921-924,
1996). Los documentos WO 94/10202, WO 98/45332, WO 2005/00900 y WO 00/35956 se refieren a anticuerpos

contra el VEGF. El anticuerpo monoclonal humanizado bevacizumab (comercializado con el nombre de Avastin®) es
un anticuerpo anti-VEGF empleado en la terapia antitumoral y es el Gnico agente antiangiogénico aprobado para el
tratamiento del cancer (WO 98/45331).

El HER2 es un miembro del grupo de receptores del factor de crecimiento epidérmico humano y posee actividad de
proteina-quinasa en su dominio citoplasmatico. El HER2 se sobreexpresa en las células tumorales y guarda relacion
con un prondstico y supervivencia desfavorable (pobre). Por consiguiente, el HER2 es una diana valiosa de la tera-
pia contra el cancer de mama. Los anticuerpos contra el HER2 ya son conocidos por Takai, N. y col., Cancer 104,
2701-2708, 2005; Yeon, C.H., y col., Invest. New Drugs 23, 391-409, 2005; Wong, W.M., y col., Cancer Pract. 7, 48-
50, 1999; Albanell, J. y col., Drugs Today (Barc.) 35, 931-46, 1999.

El trastuzumab (que se suministra con el nombre comercial de Herceptin®) es un anticuerpo monoclonal anti-HER2
humanizado recombinante empleado para el tratamiento del cancer de mama metastasico sobreexpresado por
HER2 / amplificado por el gen HER2. Los estudios preclinicos han demostrado que el anticuerpo tiene actividad
antitumoral “in vivo” e “in vitro”. Ademas se ha observado una intensificacion acumulada o sinergética de la actividad
antitumoral del trastuzumab en combinacién con varios agentes antitumorales en modelos murinos. En los estudios
clinicos se ha observado prolongacion de la supervivencia en pacientes de cancer de mama metastasico con sobre-
expresion del HER2.

En el documento WO 2005/012531 se describen anticuerpos que pueden combinarse con anticuerpos anti-ErbB

(p.gj. la Herceptin® también conocida como trastuzumab) y/o un anticuerpo anti-VEGF (p.€j. la Avastin® también
conocida como bevacizumab) para el tratamiento de cancer colorrectal, cancer de mama metastasico y cancer de
rifion. Segun el documento WO 2005/063816, los anticuerpos anti-VEGF pueden combinarse con anticuerpos anti-
ErbB para el tratamiento de cancer de mama metastasico. Segin WO 98/45331, la eficacia de un anticuerpo anti-
VEGF para prevenir o tratar la enfermedad puede mejorarse administrando el anticuerpo en serie 0 en combinacién
con otro agente que sea eficaz para esta finalidad, por ejemplo un anticuerpo capaz de unirse al receptor HER2. En
los documentos WO 2005/00090 y WO 2003/077841 se describe la combinacion de anticuerpos anti-VEGF con
anticuerpos anti-ErbB2 para la terapia antitumoral. Pegram, M.D. y col., Seminars in Oncology 29, 29-37, 2002,
describen la combinacion de anticuerpos anti-ErbB2 con los anticuerpos anti-VEGF para la terapia contra el cancer
de mama.

Los oncélogos clinicos estan de acuerdo en que el fallo del tratamiento contra el cancer no necesariamente se debe
al crecimiento del tumor primario, que habitualmente se trata con una intervencién quirirgica, sino que se debe
principalmente a la propagacion metastasica hacia diferentes 6rganos. La regresion de los tumores primarios con
diferentes farmacos citotéxicos no siempre es indicativa de actividad antimetastasica de por si. Al contrario, se ha
observado una metéstasis intensificada como respuesta a varios farmacos anticancerosos (Geldof y col., Anticancer
Res. 8, 1335-40, 1988; Murphy, J., Clin. Oncol. 11, 199-201, 1993 y De Larco y col., Cancer Res. 61, 2857-61,
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2001). Esta claro, pues, que existe la necesidad de desarrollar terapias de tratamiento dirigidas no solo contra el
tumor primario, sino que ademas supriman la metastasis.

Estas actividades anti-metastasicas pueden evaluarse p.ej. con el método de Schneider, T. y col., Clin. Exp. Metas.
19, 571-582, 2002.

Resumen de la invencién
La invencion se define en la reivindicacion 1.
Otra forma de ejecucion se describe en la reivindicacién 8.

Dicho anticuerpo anti-VEGF se une con preferencia al mismo epitope que el bevacizumab. Dicho anticuerpo anti-
VEGF es con preferencia el bevacizumab.

Dicho anticuerpo anti-HER2 es con preferencia el trastuzumab.

En una forma preferida de ejecucion, la invencidon consiste en co-administrar dicho anticuerpo anti-VEGF y dicho
anticuerpo anti-HER2 al paciente.

Descripcion detallada de la invencion

El término “VEGF” segun la invencion indica el factor de crecimiento celular endotelial vascular (Swiss-Prot. n° P
15692), las formas alternativas de empalme (véase p.ej. Leung y col., Science 246, 1306-1309, (1989) y Houck y
col.,, Mol. Endocrin. 5, 1806-14 (1991) y los fragmentos activos, con preferencia los fragmentos N-terminales del
mismo.

El término “anticuerpo anti-VEGF” segun la invencion indica un anticuerpo que se une especificamente al VEGF y
despliega actividad antiangiogénica. El anticuerpo anti-VEGF humanizado preferido o la presente variante de anti-
cuerp% anti-VEGF se une al VEGF humano con un valor Kd no superior a 1 X 10°Mm y con preferencia no superior a
5x 10~ M.

El anticuerpo anti-VEGF es con preferencia un anticuerpo monoclonal que se une al mismo epitope que el anticuer-
po monoclonal anti-VEGF humanizado recombinante (bevacizumab) generado segun Presta y col., Cancer Res. 57,
4593-4599, 1997. Un anticuerpo preferido es el bevacizumab. Los anticuerpos anti-VEGF y sus métodos de obten-
cion se han descrito p.ej. en US 6,054,297, US 2003/0190317, US 6,632,926, US 6,884,879 y US 2005/0112126.

El bevacizumab contiene regiones estructurales mutadas de la IgG1 humana y regiones determinantes de comple-
mentariedad que se unen al antigeno de un anticuerpo monoclonal murino anti-hVEGF que bloquea la union del
VEGF humano con sus receptores. Aproximadamente el 93% de la secuencia de aminoacidos del bevacizumab,
incluida la mayor parte de las regiones estructurales, se deriva de la IgG1 humana y aprox. el 7% de la secuencia se
deriva del anticuerpo murino A4.6.1. El bevacizumab tiene un peso molecular aproximado de 149.000 daltones y
esta glicosilado. El bevacizumab y su método de obtencién se han descrito en EP 1325932.

El término “HER2” segun la invencién indica el receptor del factor de crecimiento de 185 kDa también llamado “neu”
y c-erbB-2 (Slamon y col., Science 235, 177-182, 1987; Swiss-Prot. P04626), cuya funcién guarda relacion con la
transformacion neoplasica en células de cancer de mama humano. La sobreexpresion de esta proteina se ha identi-
ficado en el 20-30% de pacientes de cancer de mama, en los que guarda relacion con la enfermedad regionalmente
avanzada, una mayor probabilidad de recurrencia tumoral y una reduccién de la supervivencia del paciente. Aprox.
un 30-40% de los pacientes que sufren cancer gastrico, de endometrio, de glandulas salivares, de pulmén de células
no pequefias, de pancreas, de ovarios, de peritoneo, de prostata o cancer colorrectal puede presentar también una
sobreexpresion de esta proteina.

El término “anticuerpo anti-HER2” segun la invencion indica un anticuerpo que se une especificamente al mismo
epitope de HER2 que el del anticuerpo murino anti-HER2 4D5 descrito por Hudziak y col., Mol. Cell. Biol. 9, 1165-
1172, 1989. Los anticuerpos anti-HER2 que se une al “epitope 4D5 de HER?2”, incluido el anticuerpo anti-HER2 4D5
propiamente dicho, y los métodos para su obtencién se han descrito p.ej. en US 6,054,297, WO 89/06692, US
6,399,063, US 6,165,464, US 6,054,297, US 5,772,997, WO 2003/087131, WO 01/00245, WO 01/00238, WO
00/69460, WO 99/31140 y WO 98/17797. En una forma preferida de ejecucion de la invencidn, el anticuerpo anti-
HER2 es el trastuzumab, un anticuerpo monoclonal anti-HER2 humanizado recombinante (una versién humanizada
del anticuerpo murino anti-HER2 4D5, también llamado rhuMAb HER2 o trastuzumab), que ha demostrado ser activo
en pruebas clinicas realizadas en pacientes con cancer de mama metastasico, en el que se sobreexpresa el HER2,
gue previamente se habian tratado con una amplia terapia anticancerosa (Baselga y col., J. Clin. Oncol. 14, 737-744,
1996). El trastuzumab y su método de obtencién se han descrito en EP 590058.

El “epitope 4D5” es la region del dominio extracelular del ErbB2 a la que se une el anticuerpo 4D5 (ATCC CRL
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10463). Este epitope se halla muy proximo a la regiéon transmembrana del ErbB2. Para explorar en busca de anti-
cuerpos que se unan al epitope 4D5 puede llevarse a cabo un ensayo rutinario de bloqueo cruzado, que se ha
descrito en el manual Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, coord. Harlow y David Lane
(1988). Como alternativa, puede realizarse el mapeo de epitopes para evaluar si el anticuerpo se une al epitope 4D5
del ErbB2.

El término “epitope” se emplea en esta descripcion para indicar una proteina determinante capaz de unirse especifi-
camente a un anticuerpo. Los epitopes estadn formados normalmente por agrupaciones de moléculas de superficie
gquimicamente activas, por ejemplo aminoacidos o cadenas laterales azlcar y que habitualmente que tienen carac-
teristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga especificas. Los epitopes
conformacionales y no conformaciones se distinguen porque la unién con los primeros pero no con los Ultimos se
pierde en presencia de disolventes desnaturalizantes. Segun sea el tamafio del antigeno, al que pertenece el epito-
pe, podra disponerse de mas de un epitope por antigeno, lo cual es probable que se traduzca en la posibilidad de
gue haya mas de un sitio de unién para el anticuerpo (= epitope) por antigeno.

Los anticuerpos pueden generarse para que se dirijan p.ej. contra polipéptidos humanos, de ratones o de ratas. La
invencién abarca a los anticuerpos, ya sean policlonales, ya sean monoclonales, que reconocen especificamente al
antigeno diana. Dichos anticuerpos se cultivan aplicando técnicas inmunolégicas estandar, que los expertos ya
conocen. Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales o pueden producirse por técnicas recombinantes,
por ejemplo las empleadas para los anticuerpos humanizados. La determinacion de si un anticuerpo no se une al
mismo epitope que un anticuerpo terapéutico ya conocido puede realizarse faciimente en un sistema de ensayo
competitivo.

El posible solapamiento de epitopes de dos anticuerpos, que se unen al mismo antigeno diana, puede detectarse
mediante un sistema de ensayo competitivo. A tal se comprueba, por ejemplo, mediante un inmunoensayo enzimati-
co hasta qué punto el nuevo anticuerpo compite con el anticuerpo ya conocido en el momento de ocupar (unirse a)
un antigeno diana inmovilizado. A tal fin se incuba un antigeno diana inmovilizado de modo apropiado con el anti-
cuerpo conocido en forma marcada y con un exceso del anticuerpo en cuestién. Cuando se detecta el marcador
unido se puede evaluar facilmente hasta qué punto el anticuerpo en cuestion puede desplazar al anticuerpo conoci-
do del lugar de la union (= epitope). Si el desplazamiento es superior al 10 %, con preferencia superior al 20 %, para
la misma concentracién o para concentraciones superiores, con preferencia en el caso de un exceso de 10° veces el
anticuerpo en cuestion, con respecto al anticuerpo conocido, entonces existe un solapamiento de epitopes. Esto
significa que el anticuerpo en cuestion se une al mismo epitope que el anticuerpo conocido.

El término “antigeno diana” indica una biomolécula que esta unida a su correspondiente anticuerpo terapéutico. Por
ejemplo, el antigeno diana de un anticuerpo terapéutico dirigido contra el HER2 (= ErbB2 o p185™"), por ejemplo la

Herceptin® o el Omnitarg®, es el HER2, de un anticuerpo terapéutico dirigido contra el EGFr, por ejemplo el Erbi-

tux®, es el EGFr, de un anticuerpo terapéutico dirigido contra el VEGF, por ejemplo la Avastin®, es el VEGF. El
antigeno diana puede ser soluble, es decir, secretado o vertido (derramado), o puede estar unido a una membrana
(celular).

Los expertos conocen perfectamente los inmunoensayos. Los métodos para realizar tales ensayos asi como las
aplicaciones practicas y procedimientos se resumen en los manuales correspondientes. Son ejemplos de tales
manuales: Tijssen, P., Preparation of enzyme-antibody or other enzyme-macromolecule conjugates, en: Practice and
theory of enzyme immunoassays, Burdon, R.H. y v. Knippenberg, P.H. (coords.), Elsevier, Amsterdam (1990), pp.
221-278; y varios volimenes de Colowick, S.P. y Caplan, N.O. (coords.), Methods in Enzymology, Academic Press,
dedicados a métodos de deteccion inmunologica, en especial los volimenes 70, 73, 74, 84, 92 y 121.

El término “sobreexpresion” de la proteina del receptor HER2 se emplea para indicar un nivel anormal de expresién
de la proteina del receptor HER2 en una célula de un tumor dentro de un tejido u érgano especificos de un paciente
con respecto al nivel de expresion en una célula normal de dicho tejido u érgano. Los pacientes que tienen un
cancer caracterizado por la sobreexpresion del receptor HER2 pueden determinarse por ensayos estandar ya cono-
cidos de la técnica. La sobreexpresion se determina con preferencia en células fijadas de secciones de tejido conge-
lado o sumergido en parafina, realizando una deteccion inmunohistoquimica (IHC). Cuando se combina con la
tincion histoldgica se puede determinar la localizacion de la proteina diana y medirse su grado de expresion dentro
de un tumor, de modo no solo cualitativo sino también semicuantitativo. Dichos ensayos de deteccién IHC ya son
conocidos en la técnica e incluyen el llamado Clinical Trial Assay (CTA), el ensayo comercial llamado LabCorp 405 y

el ensayo comercial llamado OAKO HercepTest® (OAKO, Carpinteria, Calif.). En el dltimo ensayo se emplea un
intervalo especifico de tincion de células de 0 a 3+ (0 indica una expresion normal, 3+ indica la expresion positiva
mas fuerte) para identificar los tipos de cancer que tienen sobreexpresion de la proteina HER2 (véase la informacion

completa de prescripcion de la Herceptin® (trastuzumab); setiembre de 1998; Genentech, Inc., San Francisco,
Calif.). Por consiguiente, los pacientes que tienen un cancer caracterizado por la sobreexpresion de la proteina
HER?2 en el intervalo de 1+, 2+ 6 3+, con preferencia 2+ 6 3+, con mayor preferencia 3+, podran sacar provecho de
los métodos de terapia de la presente invencion.
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El término “cancer positivo de HER2” indica una enfermedad cancerosa de tipo cancer de mama, cancer gastrico,
cancer de endometrio, cancer de glandulas salivares, cancer de pulmon de células no pequefas, cancer de pancre-
as, cancer de ovarios, cancer peritoneal, cancer de préstata o cancer colorrectal, que se caracteriza por una sobre-
expresion de la proteina HER2. Segun la invencion, el cancer es un cancer de mama positivo de HER? recidivante,
gue se trata con preferencia con arreglo a o después de una monoterapia de primera linea con un anticuerpo anti-
HER2, dicho anticuerpo anti-HER2 es con preferencia el trastuzumab.

El término “cancer de mama” indica el crecimiento incontrolado de células de mama anormales. Incluye al carcinoma
ductal “in situ”, el carcinoma ductal invasivo, el carcinoma lobular “in situ”, el carcinoma lobular invasivo, el carcinoma
medular, la enfermedad de Paget del pez6n (papila mamaria) y cancer de mama metastasico.

El término “céncer recidivante” indica el crecimiento incontrolado de células anormales en pacientes aquejados por
un tumor, que inicialmente respondia a la terapia previa, pero en el que la respuesta terapéutica no se ha mantenido.
El término “cancer recidivante positivo de HER2” indica el crecimiento incontrolado de células anormales, caracteri-
zado por la sobreexpresion de la proteina HER2 en aquejados por un tumor, que inicialmente respondia a la terapia
previa con un anticuerpo anti-HER2, con preferencia el trastuzumab, pero en el que la respuesta terapéutica no se
ha mantenido durante el tratamiento con dicho anticuerpo anti-HER2. Los pacientes aquejados por un tumor que
inicialmente respondian a la terapia previa con un anticuerpo anti-HER2, con preferencia el trastuzumab, pero en los
que la respuesta terapéutica no se ha mantenido se denominan “recidivos”.

La respuesta terapéutica (RE) se establece en base al criterio médico del facultativo que dispone de los resultados
clinicos y de laboratorio, que se emplean en general como ya es conocido en la técnica para evaluar el tratamiento
del paciente. Dichos datos pueden obtenerse, por ejemplo, a partir de un examen clinico, de técnicas citologicas e
histolégicas, de endoscopia y laparoscopia, ultrasonidos, escaneos CT y MRI, radiografias de térax y mamografias,
y medicion de la concentracion de los marcadores tumorales, por ejemplo el CEA, Cyfra, CA15-3, interleucina 8 y
HER2 soluble. Para determinar la respuesta tumoral (RE) pueden utilizarse con preferencia los criterios RECIST
(Therasse y col., J. Nat. Cancer Institute 92, 205-216, 2000).

Segun estos criterios RECIST, la respuesta tumoral en tumores sélidos (Therasse y col., J. Nat. Cancer Institute 92,
205-216, 2000) se divide en categorias segun la progresion o regresion del volumen de los tumores (medidas p.ej.
por CT), a saber en cuatro niveles: respuesta completa (CR) o respuesta parcial (PR), enfermedad estable (SO) y
enfermedad progresiva (PO) (ver tabla 1). Ademas, la Organizacién Europea de Investigacion y Tratamiento del
Céncer (European Organization for Research and Treatment of Cancer, = EORTC) ha propuesto la division en
categorias, a saber, en cuatro niveles, en funcion del metabolismo de los tumores medido por tomografia de emision
de positrones de la 2-[Fls]-fluor—2-desoxig|ucosa (FOG-PET) (Young, H. y col., Eur. J. Canc. 35, 1773-1782, 1999 y
Kellof, G.J. y col., Clin. Canc. Res. 11, 2785-2808, 2005): respuesta metabdlica completa (CMR), respuesta metabo-
lica parcial (PMR), enfermedad metabdlica estable (SMO) y enfermedad metabdlica progresiva (PMO) (véase la
tabla 2).

Tabla 1: criterios CT (segun RECIST)

medicion CT: cambio en las sumas de los didmetros mas largos RECIST
desaparicion; confirmada a las 4 semanas (del inicio del tratamiento) CR
disminucion del 30 %; confirmada a las 4 semanas PR
no se cumplen los criterios PR ni PD SD
aumento del 20 %; no se documentan la CR, PR ni SD antes del aumento de la enfermedad PD

Tabla 2: criterios FDG-PET propuestos (segun EORTC, véase Young, H. y col., Eur. J. Canc. 35, 1773-1782, 1999

medicién PET criterios FDG-PET
propuestos

resolucion completa de la 2-[F*°]-fluor-2-desoxiglucosa (FDG) absorbida en el tumor CMR

reduccion como minimo del 15-25% del valor de absorcion estdndar (SUV) después de un PMR

ciclo de tratamiento y de >25% después de mas de un ciclo de tratamiento

aumento del valor de absorcion estandar (SUV) <25% o disminucion del SUV <15%; sin SMD

aumento visible del grado de absorcion de la FDG en el tumor (>20% de la dimensién mayor)

aumento del SUV >25%; aumento visible de la absorcion de la FDG en el tumor (>20% de la PMD

dimensién mayor); aparicion de nueva absorcién de la FDG en lesiones metastasicas

Por lo tanto, “respuesta (RE)” y “no respuesta (NR)” se establecen con preferencia muy especial segln esta inven-
cion en base a los datos adquiridos por la combinacién de la tomografia computerizada (CT) y la tomografia de
emision de positrones de la 2-[F18]-fluor-2-desoxig|ucosa (FOG-PET) (Kellof, G.J. y col., Clin. Canc. Res. 11, 2785-
2808, 2005 y Young, H. y col., Eur. J. Canc. 35, 1773-1782, 1999) aplicando no solo los criterios RECIST sino tam-
bién los FOG-PET recién descritos. Por consiguiente, la respuesta (RE) y la no respuesta (NR) se determinan segun
esta invencién del modo siguiente:
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Respuesta (RE): la CR o la PR se establecen por criterios CT-RECIST (tabla 1) y al mismo tiempo la CMR o la PMR
se establecen mediante FOG-PET (tabla 2). Por lo tanto, respuesta (RE) significa uno de los cuatro casos siguientes
para las mediciones combinadas de CT y PET: CRy CMR; PRy PMR; CRy PMR; y PRy CMR.

No respuesta (NR): se establecen la SD o la PD por criterios CT-RECIST (tabla 1) y al mismo tiempo la SMD o la
PMD se establecen mediante FOG-PET (tabla 2). Por lo tanto, cuatro casos siguientes para las mediciones combi-
nadas CT y PET significan no respuesta (NR): SD y SMD; SD y PMD; PD y SMD; y PD y PMD.

Normalmente la respuesta se determina al cabo aproximadamente de 3 a 8 semanas, con preferencia al cabo de 6
semanas, después del inicio del tratamiento. Esta determinacion de la respuesta se repite normalmente a intervalos
de 4 a 8 semanas, con preferencia de 6 a 8 semanas. Si en la primera determinaciéon se obtiene una respuesta
significativa (RE), entonces la recaida (es decir, la no respuesta (NR) después de la primera determinacion) puede
determinarse como mas pronto en la segunda determinacion de la respuesta. El tratamiento con el anticuerpo anti-
VEGF se inicia como mas pronto después de la determinacion de la recaida del cancer de mama positivo de HER2.
El tratamiento con el anticuerpo anti-VEGF de una paciente que sufra la recaida en el cancer de mama positivo de
HER2 se iniciara con preferencia como mas pronto al cabo de 12 semanas, con mayor preferencia al cabo de 15
semanas y con mayor preferencia todavia al cabo de 18 semanas, después del momento, en el que se habia inicia-
do el tratamiento con dicho anticuerpo anti-HER?2.

El término “paciente que sufre la recaida en el cancer positivo de HER2” indica un paciente, en el que la respuesta
(RE) se establece después de la primera determinacion de respuesta, y en el que, en la segunda o posteriores
determinaciones de respuesta, se establece la no respuesta (NR).

El término “paciente” se emplea en esta descripcion con preferencia para indicar un ser humano que necesita un
tratamiento contra el cancer, o que sufre una lesién o un estado patoldgico precanceroso. Sin embargo, el término
“paciente” puede indicar también animales no humanos, con preferencia mamiferos, por ejemplo perros, gatos,
caballos, vacas, cerdos, ovejas y primates no humanos, entre otros, que necesitan el tratamiento. El término “grupo”
indica un grupo de pacientes o bien un subgrupo de pacientes.

La invencion se refiere al uso de un anticuerpo anti-VEGF para la fabricacion de un medicamento destinado a pre-
venir o reducir la metastasis de un paciente que sufre la recaida en un cancer positivo de HER2, durante o después
del tratamiento con un anticuerpo anti-HER2.

Otro aspecto consiste en un anticuerpo anti-VEGF para prevenir o reducir la metastasis de un paciente que sufre la
recaida en un cancer de mama positivo de HER2 durante o después del tratamiento con un anticuerpo anti-HER2. El
anticuerpo anti-VEGF es con preferencia el bevacizumab, que se administra con preferencia después de la monote-
rapia de primera linea con el trastuzumab.

En una forma preferida de ejecucion, la invencion se refiere al uso de un anticuerpo anti-VEGF para la fabricaciéon de
un medicamento destinado a prevenir o reducir la metéstasis de un paciente que sufre la recaida en un cancer
positivo de HER2, durante el tratamiento con un anticuerpo anti-HER2.

Esto se refiere al uso de un anticuerpo anti-VEGF para la fabricacion de un medicamento para prevenir o reducir la
metastasis de un paciente que sufre la recaida en un cancer de mama positivo de HER2, que consiste en co-
administrar dicho anticuerpo anti-VEGF y dicho anticuerpo anti-HER?2 al paciente después de la recaida en el cancer
positivo de HER2.

Por lo tanto, dicho medicamento se administra con preferencia durante el tratamiento con dicho anticuerpo anti-
HER2, y con preferencia después de la monoterapia de primera linea con dicho anticuerpo anti-HER2.

En una forma preferida de ejecucion, la invencién se refiere al uso de un anticuerpo anti-VEGF para la fabricacion de
un medicamento destinado a prevenir o reducir la metastasis de un paciente que sufre la recaida en el cancer de
mama positivo de HER2, después del tratamiento con un anticuerpo anti-HER2.

Esto se refiere al uso de un anticuerpo anti-VEGF para la fabricacion de un medicamento destinado a prevenir o
reducir la metastasis de un paciente que sufre la recaida en el cancer de mama positivo de HER2, que consiste en
administrar dicho anticuerpo anti-VEGF solo al paciente después de recaida en el cancer de positivo de HER2.

Por consiguiente, dicho medicamento se administra con preferencia después del tratamiento con dicho anticuerpo
anti-HER2.

En una forma preferida de ejecucion, la invencion se refiere al uso de un anticuerpo anti-VEGF para la fabricacién de
un medicamento destinado a prevenir o reducir la metastasis de un paciente que sufre la recaida en el cancer de
mama positivo de HER2, después de la monoterapia de primera linea con un anticuerpo anti-HER2.
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Por lo tanto, dicho medicamento se administra con preferencia después de la monoterapia de primera linea con
dicho anticuerpo anti-HER?2.

Dicho anticuerpo anti-VEGF se une con preferencia al mismo epitope que el bevacizumab.
Con preferencia, dicho anticuerpo anti-VEGF es el bevacizumab.
Con preferencia, dicho anticuerpo anti-HER2 es el trastuzumab.

El término “terapia de primera linea” se emplea aqui para indicar el primer tipo de terapia farmacolégica administrada
para tratar el cancer o la metastasis. Puede ser una quimioterapia o inmunoterapia de adyuvante o neoadyuvante,
aplicada inicialmente después del diagndstico y/o la cirugia. El término “quimioterapia o inmunoterapia de adyuvan-
te” se emplea aqui para indicar un tratamiento después de la cirugia con la intencién de prevenir la recaida en el
cancer, el término “quimioterapia o inmunoterapia de neoadyuvante” se emplea aqui para indicar un tratamiento
aplicado antes de la cirugia con la idea de reducir el tamafio del tumor. El término “quimioterapia” se emplea aqui
para indicar la quimioterapia contra el cancer, que es el uso de sustancias quimicas o bioquimicas, por ejemplo
farmacos citotdxicos del tipo 5-fluoruracilo, o terapias dirigidas con anticuerpos monoclonales del tipo trastuzumab, o
con otros inhibidores de quinasas, por ejemplo el erlotinib, para tratar el cancer.

El término “monoterapia de primera linea” se emplea aqui para indicar la terapia de primera linea definida antes con
una sola sustancia quimica o bioquimica (a diferencia del término “terapia de combinacion de primera linea”, que
indica una terapia de primera linea realizada con dos 0 mas sustancias quimica o bioquimicas).

En una forma preferida de ejecucion, la invencién comprende la co-administracion al paciente de dicho anticuerpo
anti-VEGF y dicho anticuerpo anti-HER2.

El término “método de fabricacion de un medicamento” indica la fabricacion de un medicamento destinado a la
indicacion aqui especificada y en particular al tratamiento de tumores, metastasis de tumores o del cancer en gene-
ral.

El término “tratar”, a menos que se indique otra cosa, se emplea en esta solicitud para significar la inversién, el alivio
o la inhibicién del progreso de, o la prevencion, ya sea parcial, ya sea completa, del crecimiento de los tumores,
metastasis tumorales u otras células neoplasicas o causantes del cancer en un paciente. El término “tratamiento” a
menos que se indique otra cosa, se emplea en esta solicitud para significar el acto del tratamiento. La expresion “un
método de tratamiento” o sus equivalentes, aplicada por ejemplo al cancer, indica un procedimiento o curso de
accion que se disefia para reducir o eliminar la cantidad de células cancerosas de un paciente, o para aliviar los
sintomas de un cancer. Un “método de tratamiento” del cancer o de otro trastorno proliferativo no necesariamente
significa que las células cancerosas u otro trastorno se vayan a eliminar de hecho, que se vaya a reducir de hecho el
namero de células o el trastorno ni que se vayan a aliviar de hecho los sintomas de un cancer o de otro trastorno. A
menudo un método de tratamiento del cancer se lleva a la practica incluso cuando tiene poca probabilidad de éxito,
pero que, dada la historia médica y la esperanza de vida estimada del paciente, se cree a pesar de todo que tendra
un curso de accién beneficioso en su conjunto.

Es evidente que los anticuerpos se administran al paciente en una cantidad terapéuticamente eficaz, que es la
cantidad del compuesto en cuestion o de una combinacién del mismo, que producira la respuesta médica o bioldgica
de un tejido, sistema, animal o ser humano, deseada por el investigador, el veterinario, el doctor en medicina u por
otros facultativos.

La cantidad de anticuerpo anti-VEGF administrado o de anticuerpo anti-VEGF y anticuerpo anti-HER2 co-
administrados y el régimen de administracion dependera del tipo (especie, género, edad, peso, etc.), del estado
general de salud del paciente tratado y de la severidad de la enfermedad o estado patolégico a tratar. Se emplean
normalmente las dosis tipicas de anticuerpo anti-VEGF y anticuerpo anti-HER2, por ejemplo de bevacizumab y de
trastuzumab. Por ejemplo, las dosis para la administracion de los anticuerpos segun la invencion pueden situarse
entre 1 pg/kg y 50 mg/kg (p.€j. 0,1-20 mg/kg) de anticuerpo en una administracion, en varias administraciones sepa-
radas o en una infusion continua. Una dosis diaria tipica puede situarse entre 1 pg/kg y 100 mg/kg. En un aspecto
preferido, los anticuerpos se administran cada dos o tres semanas, en una dosis comprendida entre 1 mg/kg y 15
mg/kg. Una dosis preferida para el trastuzumab es una dosis de carga de 4 mg/kg administrada en forma de infusion
continua y posteriormente 3 infusiones semanales de 2 mg/kg a 6 mg/kg, con preferencia de 2 mg/kg, administradas
en forma de infusion continua hasta que se detecte el cese del progreso de la enfermedad. Una dosis preferida del
bevacizumab se sitia entre 5 mg/kg y 15 mg/kg, con preferencia entre 5 mg/kg y 10 mg/kg, y con mayor preferencia
en torno a 5 mg/kg, una vez cada 14 dias en forma de infusion intravenosa (i.v.).

El término “durante el tratamiento con un anticuerpo anti-HER2" se refiere a la “co-administracion” del anticuerpo
anti-VEGF que se administra ademas del anticuerpo anti-HER2. La “co-administracion” significa que el anticuerpo
anti-VEGF se administra ademas del anticuerpo anti-HER2 ya sea de modo simultaneo, ya sea de modo sucesivo.
La co-administracion puede ser simultdnea o sucesiva en cualquier orden, pero existe con preferencia un periodo de
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tiempo en el que los dos (o todos los) agentes activos ejercen de modo simultdneo sus actividades bioldgicas. Si los
dos anticuerpos se administran simultdneamente, la dosis se administra el mismo dia en una administracién, p.ej.
durante una infusién continua. Si los dos anticuerpos se administran sucesivamente, la dosis se administra durante
el mismo dia en dos administraciones separadas, p.ej. dos infusiones continuas separadas, o bien uno de los anti-
cuerpos se administra el dia 1 y el segun anticuerpo se administra entre el dia 2 y el 7, con preferencia entre el dia 2
y el 4. Los términos “co-administracion” o “co-administrar” referidos a las dosis de mantenimiento del anticuerpo anti-
VEGF vy el anticuerpo anti-HERZ2 indican que las dosis de mantenimiento pueden administrarse simultaneamente,
p.ej. durante una infusién continua, si el ciclo de tratamiento es apropiado para ambos anticuerpos; o las dosis de
mantenimiento se administraran sucesivamente, ya sea dentro de uno o de varios dias, p.ej. la dosis de manteni-
miento del anticuerpo anti-HER2 se administra cada 3 semanas, y la dosis de mantenimiento del anticuerpo anti-
VEGF se administra cada 2 semanas. Para los dos anticuerpos pueden aplicarse también otros ciclos de tratamien-
to, normalmente de 1 a 4 semanas, con preferencia de 2 a 3 semanas.

La expresion “después del tratamiento con un anticuerpo anti-HER2” indica la administracion del anticuerpo anti-
VEGF, que se administra después de interrumpir el tratamiento con el anticuerpo anti-HER2.

El medicamento puede ser (til para reducir la metastasis en un paciente de este tipo, para aumentar la duracién de
la supervivencia de semejante paciente, para aumentar la progresiéon de la supervivencia libre de semejante pacien-
te, para aumentar la duracién de la respuesta, que se traduce en una mejora significativa estadisticamente e impor-
tante clinicamente del paciente tratado en términos de duracién de la supervivencia, progreso de la supervivencia
libre, indice de respuesta o duracion de la respuesta. El medicamento puede ser Util para mejorar el indice de res-
puesta de un grupo de pacientes.

En una forma preferida de ejecucion, el medicamento es Util para reducir la metastasis en un paciente que sufra una
recaida en el cancer de mama positivo de HER2 durante el tratamiento con un anticuerpo anti-HER2 mediante la co-
administracion al paciente de dicho anticuerpo anti-VEGF, con preferencia el bevacizumab, y dicho anticuerpo anti-
HER2, con preferencia el trastuzumab.

El término “metastasis” indica segun la invencion la transmision de células cancerosas del tumor primario a uno o
mas sitios de otras partes del cuerpo del paciente. Ya se conocen en la técnica los métodos para determinar si un
cancer se ha metastasiado e incluyen el escaneo 6seo, la radiografia de térax, el escaneo CAT, el escaneo MRI y
los ensayos con marcadores tumorales.

Las expresiones “medicamento para prevenir la metastasis” o “medicamento para reducir la metéstasis” se emplean
aqui para indica el uso del medicamento como agente profilactico contra la metastasis en un paciente que sufra la
recaida en el cancer positivo de HER2, con lo cual se inhibe o se reduce la ulterior transmisién de células cancero-
sas desde el tumor primario hasta uno o varios sitios de otras partes del cuerpo del paciente. Esto significa que se
previene, se retrasa o se inhibe la metastasis del tumor o cancer primario metastasico. Se previene o se reduce con
preferencia la metastasis del higado, lo cual significa que se previene o se reduce la transmisién metastasica de
células cancerosas del tumor primario al higado.

En el contexto de esta invencidn pueden utilizarse agentes citotdxicos, quimioterapéuticos o anticancerosos adicio-
nales, o compuestos que intensifican los efectos de tales agentes para el tratamiento de combinacién del anticuerpo
anti-VEGF mas el anticuerpo anti-HER2 o para el tratamiento con el anticuerpo anti-VEGF después del fallo de la
terapia previa, con preferencia de la monoterapia previa de primera linea, con un anticuerpo anti-HER2 (es decir, en
un paciente que sufra la recaida en el cancer positivo de HER2 después del tratamiento con monoterapia de primera
linea con trastuzumab). Se aplica con preferencia el tratamiento de combinacion del anticuerpo anti-VEGF mas el
anticuerpo anti-HER2 o el tratamiento con el anticuerpo anti-VEGF sin otros agentes citotoxicos, quimioterapéuticos
0 anticancerosos adicionales, ni compuestos que intensifiquen los efectos de dichos agentes.

Tales agentes incluyen, por ejemplo: agentes alquilantes o agentes de accion alquilante, por ejemplo la ciclofosfami-
da (CTX; p.egj. cytoxan®), clorambucilo (CHL; p.ej. Ieukeran®), cisplatino (CisP; p.ej. platinol®) busulfan (p.ej. myle-
ran®), melfalano, carmustina (BCNU), estreptozotocin, trietienomelamina (TEM), mitomicina C y similares; los anti-
metabolitos, por ejemplo el metotrexato (MTX), etoposido (VP16; p.ej. vepesid®), 6-mercaptopurina (6MP), 6-
tioguanina (6 TG), citarabina (Ara-C), 5-fluoruracilo (5-FU), capecitabina (p.ej. Xeloda®), dacarbazina (DTIC) y simila-

res; los antibiéticos, por ejemplo la actinomicina D, doxorrubicina (DXR; p.ej. adriamicina®), daunorrubicina (dauno-
micina), bleomicina, mitramicina y similares; los alcaloides, por ejemplo los alcaloides de la vinca, tales como la
vincristina (VCR), vinblastina y similares; y otros agentes antitumorales, por ejemplo el paclitaxel (p.ej. taxol®) y los
derivados del paclitaxel, los agentes citostaticos, los glucocorticoides, por ejemplo la dexametasona (DEX; p.ej.
decadron®) y los corticosteroides tales como la prednisona, los inhibidores de enzimas nucledsidas, por ejemplo la
hidroxiurea, las enzimas de reduccién (desnaturalizacién) de aminoacidos, como es la asparaginasa, la leucovorina
y otros derivados de acido félico y agentes antitumorales similares diversos. Los agentes siguientes pueden utilizar-

se también en calidad de agentes adicionales: la arnifostina (p.ej. ethyol®), dactinomicina, mecloretamina (mostaza
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nitrogenada), estreptozocina, ciclofosfamida, lomustina (CCNU), doxorrubicina lipo (p.ej. doxil®), gemcitabina (p.ej.

gemzar®), daunorrubicina lipo (p.€j. daunoxome®), procarbazina, mitomicina, docetaxel (p.ej. taxotere®), aldesleu-
cina, carboplatino, oxaliplatino, cladribina, camptotecina, CPT 11 (irinotecan), 10-hidroxi-7-etil-camptotecina (SN38),
floxuridina, fludarabina, ifosfamida, idarrubicina, mesna, interferén beta, interferon alfa, mitoxantrona, topotecan,
leuprolida, megestrol, melfalano, mercaptopurina, plicamicina, mitotano, pegaspargasa, pentostatina, pipobromano,
plicamicina, tamoxifeno, teniposido, testolactona, tioguanina, tiotepa, mostaza de uracilo, vinorelbina, clorambucilo.
El tratamiento de combinacion del anticuerpo anti-VEGF mas el anticuerpo anti-HER2 o el tratamiento con el anti-
cuerpo anti-VEGF se aplican con preferencia sin dichos agentes adicionales.

En el contexto de esta invencion puede utilizarse un agente antihormonal para el tratamiento de combinacion del
anticuerpo anti-VEGF mas el anticuerpo anti-HER2 o el tratamiento con el anticuerpo anti-VEGF después del fallo de
la terapia previa, con preferencia la monoterapia previa de primera linea, con un anticuerpo anti-HER2 (es decir, en
un paciente que sufra la recaida en el cancer positivo de HER2). Tal como se emplea aqui, el término “anti-hormonal
agente” incluye los compuestos organicos o peptidicos naturales o sintéticos, que actla para regular o inhibir la
accion de las hormonas en los tumores. Los agentes antihormonales incluyen por ejemplo: los antagonistas de
receptores de esteroides, los antiestrogenos, por ejemplo el tamoxifeno, raloxifeno, 4(5)-imidazoles inhibidores de la
aromatasa, otros inhibidores de la aromatasa, 42-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LY 117018, onapristona y

toremifeno (p.ej. Farest0n®); anti-andrégenos, por ejemplo la flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolida y gose-
relina; y sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los compuestos anteriores; los
agonistas y/o antagonistas de hormonas de glicoproteina, por ejemplo la hormona estimuladora de foliculo (FSH),
hormona estimuladora de tiroides (TSH) y hormona luteinizante (LH) y LHRH (hormona que libera hormona luteini-

zante); el acetato de goserelina agonista de LHRH, que se suministra con el nombre comercial de Zoladex® (Astra-
Zeneca); el antagonista de LHRH D-alaninamida de N-acetil-3-(2-naftalenil)-D-alanil-4-cloro-D-fenilalanil-3-(3-
piridinil)-D-alanil-L-seril-N6-(3-piridinilcarbonil)-L-lisil-N6-(3-piridinil-carbonil)-D-lisil-L-leucil-N6-(1-metiletil)-L-lisil-L-

prolina (p.ej. Antide®, Ares-Serono); el antagonista de LHRH acetato de ganirelix; el acetato de ciproterona esteroi-

dea anti-andrégenos (CPA) y el acetato de megestrol, suministrado con el nombre comercial de Megace® (Bristol-
Myers Oncology); la flutamida no esteroidea anti-andrégenos (2-metil-N-[4,20-nitro-3-(trifluormetil)fenilpropanamida),

suministrada con el nombre comercial de Eulexin® (Schering Corp.); la nilutamida no esteroidea anti-andrégenos,
(5,5-dimetil-3-[4-nitro-3-(trifluormetil-4'-nitrofenil)-4,4-dimetil-imidazolidina-diona); y antagonistas de otros receptores
no permisivos, por ejemplo los antagonistas del RAR (receptor de &cido retinoico), RXR (receptor de retinoide X), TR
(receptor de tiroides), VDR (receptor de vitamina D) y similares. El tratamiento de combinacién del anticuerpo anti-
VEGF mas el anticuerpo anti-HER2 o el tratamiento con el anticuerpo anti-VEGF se aplican con preferencia sin
dichos agentes anmtihormonales adicionales.

El uso de agentes citotdxicos y de otros agentes anticancerosos descritos anteriormente en regimenes quimioterap-
éuticos esta bien caracterizado en las técnicas terapéuticas contra el cancer y su utilizacion debera cumplir en este
caso las mismas consideracién para realizar el seguimiento de la tolerancia y de la eficacia y el control de las vias de
administracion y las dosis administradas, con algunos ajustes. Por ejemplo, las dosis actuales de agentes citotoxicos
pueden variar en funcién de la respuesta de las células cultivadas del paciente, que se determina por métodos de
histocultivo. En general, la dosis se reducira con respecto a la cantidad empleada en ausencia de otros agentes
adicionales.

Las dosis tipicas de un agente citotdxico eficaz pueden situarse en los intervalos recomendados por el fabricante vy,
si procede, pueden reducirse en su concentracion o cantidad en un orden de magnitud en funcién de las respuestas
“in vitro” o las respuestas obtenidas en modelos animales. Por consiguiente, la dosis real dependera del criterio del
facultativo, del estado general de salud del paciente y de la eficacia del método terapéutico basado en las respues-
tas “in vitro” de las células malignas primarias cultivadas o de la muestra de tejido histocultivado o de las respuestas
observadas en modelos animales apropiados.

En el contexto de esta invencion, los agentes antiproliferativos adicionales pueden utilizarse en el tratamiento de
combinacion del anticuerpo anti-VEGF mas el anticuerpo anti-HER2 o en el tratamiento con el anticuerpo anti-VEGF
después del fallo de la terapia previa, con preferencia después de la monoterapia previa de primera linea, con un
anticuerpo anti-HER2, incluyendo, por ejemplo: los inhibidores de la enzima farnesil-proteina-transferasa y los inhibi-
dores del receptor de tirosina-quinasa PDGFR, incluidos los compuestos descritos y reivindicados en las patentes
US-6,080,769, 6,194,438, 6,258,824, 6,586,447, 6,071,935, 6,495,564, 6,150,377, 6,596,735 y 6,479,513 y en la
publicacion de patente internacional WO 01/40217. Se aplica con preferencia el tratamiento de combinacion del
anticuerpo anti-VEGF mas el anticuerpo anti-HER2 o el tratamiento con el anticuerpo anti-VEGF sin dichos agentes
antiproliferativos adicionales.

En el contexto de esta invencidon se puede llevar a cabo un cantidad eficaz de radiacion ionizante y/o se puede
utilizar un agente radiofarmacéutico ademas del tratamiento de combinacién del anticuerpo anti-VEGF mas el anti-
cuerpo anti-HER?2 o el tratamiento con el anticuerpo anti-VEGF después del fallo de una terapia anterior, con prefe-
rencia una monoterapia previa de primera linea, con un anticuerpo anti-HER2 (es decir, en un paciente que sufra la
recaida en el cancer positivo de HER?2). La fuente de radiacion puede ser externa o interna al paciente tratado. Si la
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fuente es externa al paciente, la terapia se denomina terapia de radiacion con un haz externo (EBRT). Si la fuente de
radiacion es interna al paciente, el tratamiento se llama braquiterapia (BT). Los atomos radiactivos que pueden
utilizarse en el contexto de esta invencién pueden elegirse entre el grupo que incluye, pero no se limita a: el radio,
cesio-137, iridio-192, americio-241, oro-198, cobalto-57, cobre-67, tecnecio-99, yodo-123, yodo-131 e indio-111. Si
el inhibidor de la quinasa EGFR segun esta invencion es un anticuerpo, entonces serd también posible marcar este
anticuerpo con tales isotopos radiactivos. Se aplica con preferencia el tratamiento de combinacién del anticuerpo
anti-VEGF mas el anticuerpo anti-HER2 o el tratamiento con el anticuerpo anti-VEGF sin radiacion ionizante.

La terapia de radiaciéon es un tratamiento estandar para controlar los tumores no resectables o inoperables y/o las
metastasis tumorales. Se han obtenido resultados mejorados cuando la terapia radiolégica se combina con la qui-
mioterapia. La terapia radioldgica se basa en el principio de que la radiacién de dosis elevada dirigida hacia la zona
tomada como diana provocara la muerte de las células reproductoras, no solo en los tejidos tumorales, sino también
en los normales. El régimen de dosis de radiacion se define en general en términos de dosis de radiacion absorbida
(Gy), tiempo y fraccionamiento, y el oncélogo debera definirlo cuidadosamente. La cantidad de radiacién que un
paciente recibe dependera de varias consideraciones, pero las dos mas importantes son la localizacién del tumor en
relacion con otras estructuras u érganos criticos del organismo y la extension que ha alcanzado el tumor en su
propagacion. Un curso tipico de tratamiento de un paciente sometido a la terapia de radiacion serd un régimen de
tratamiento de 1 a 6 semanas, con una dosis total comprendida entre 10 y 80 Gy, administrada al paciente en una
fraccién diaria Gnica de 1,8 a 2,0 Gy, 5 dias por semana. En una forma preferida de ejecucién de esta invencién
habra sinergismo cuando los tumores de pacientes humanos se tratan con el tratamiento de combinacion de la
invencion y la radiacion. En otras palabras, la inhibicion del crecimiento del tumor con los agentes que integran la
terapia de combinacion o la terapia individual de la invencion se intensifica cuando se combina con la radiacion,
opcionalmente con agentes quimioterapéuticos o anticancerosos adicionales. Los parametros de las terapias de
radiacion adyuvante se han descrito por ejemplo en la publicacién de patente internacional WO 99/60023.

Los anticuerpos se administran al paciente por métodos ya conocidos, por inyeccién intravenosa en forma de bolo o
por infusién continua a lo largo de un periodo de tiempo, o por via intramuscular, intraperitoneal, intracerobroespinal,
subcutanea, intraarticular, intrasinovial o intratecal. Es preferida la administracién intravenosa o subcutanea de los
anticuerpos.

Se describe también un articulo industrial formado por un recipiente, una composicion dentro del recipiente, que
consta de un anticuerpo anti-VEGF y un prospecto que contiene las instrucciones de uso de la composicion para
administrar dicho anticuerpo anti-VEGF a un paciente que sufra la recaida en el cancer positivo de HER2 durante o
después del tratamiento con un anticuerpo anti-HER2.

El término “prospecto” indica las instrucciones que acompafian habitualmente a los envases comerciales de produc-
tos terapéuticos, que pueden incluir informacion sobre las indicaciones, uso, dosificacion, administracion, contraindi-
caciones y/o avisos relativos al uso de semejantes productos terapéuticos.

Los recipientes de los articulos fabricados pueden contener ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El
articulo industrial puede incluir ademas un diluyente estéril, que se almacena con preferencia en un recipiente adi-
cional separado.

Un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se emplea aqui para incluir a todos y cada uno de los materiales compa-
tibles con la administraciéon farmacéutica, incluidos los disolventes, dispersantes, recubrimientos, agentes antibacte-
rianos y antifingicos, agentes isotdnicos y retardantes de la absorcion y otros materiales y compuestos compatibles
con la administracion farmacéutica. Excepto el supuesto, en el que cualquiera de los medios o agentes convenciona-
les pueda ser incompatible con el compuesto activo, se contempla el uso de los mismos en las composiciones de la
invencion. Los compuestos activos suplementarios pueden incorporarse también a las composiciones.

Los siguientes ejemplos y figuras se facilitan para ayudar en la comprension de la presente invencion, cuyo verdade-
ro alcance se define en las reivindicaciones adjuntas.

Descripcion de las figuras
Figura 1

Actividad antitumoral de a) un tratamiento combinado del trastuzumab y el bevacizumab y b) un tratamiento indivi-
dual con el bevacizumab sobre el crecimiento tumoral después del fallo del tratamiento con el trastuzumab. Los
valores medios de volumen tumoral (mm3) se representan sobre el eje Y (ordenadas); el numero de dias después de
la inyeccién de las células tumorales se representa en el eje X (abscisas). A) vehiculo (circulos), B) trastuzumab en
la dosis de carga de 30 mg/kg y la dosis de mantenimiento de 15 mg/kg una vez por semana (cuadrados). El dia 60
se dividen los animales del grupo B en otros tres grupos B’ (cuadrados después del dia 60), C y D. El tratamiento
con el trastuzumab solo se mantiene Unicamente para el grupo B’ con una dosis semanal de 15 mg/kg (dosis de
mantenimiento). C) desde el dia 61 la dosis de mantenimiento de trastuzumab de 15 mg/kg una vez por semana en
combinacién con una dosis adicional de tratamiento con bevacizumab de 5 mg/kg dos veces por semana (triangulos)
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y D) desde el dia 61 el bevacizumab a razén de 5 mg/kg dos veces por semana cuando se interrumpe el tratamiento
con trastuzumab (cruces). Se indican con uno 0 mas asteriscos (*) los puntos temporales en los que se sacrifican un
ratén (*) o varios ratones (***) en base a los criterios de terminacion.

Figura 2

Efecto del (A) grupo al que se administra el vehiculo, pero sin tratamiento, (B) tratamiento con trastuzumab solo
(hasta el dia 83), (C) (tratamiento combinado de trastuzumab y bevacizumab (del dia 61 al dia 112) después del
tratamiento con trastuzumab solo (del dia 27 al dia 60) y (D) tratamiento con bevacizumab solo (del dia 61 al dia
112) después del tratamiento con trastuzumab solo (del dia 27 al dia 60) en la metastasis hepatica. Valor promedio
de la secuencia de Alu DNA humana (pg/ml) cuantificado a partir de tejido hepatico empleando la PCR en tiempo
real y representado sobre el eje de Y (ordenadas).

Procedimientos experimentales
Introduccion

En el estudio presente se examina la actividad antitumoral de a) la combinacion de trastuzumab y bevacizumab y b)
el tratamiento con bevacizumab solo, después del fallo del tratamiento con trastuzumab solo en un modelo de injerto
ajeno de cancer de mama humano. Otro objetivo del estudio es examinar los efectos del tratamiento en la metasta-
sis.

Agentes ensayados

El trastuzumab se proporciona en forma de solucién patrén de 25 mg/ml en clorhidrato de histidina, alfa-alfa-
trehalosa (60 mM), 0,01 % de Polysorb, pH 6,0 (Herceptin®). El bevacizumab se proporciona en forma de solucién

patron de 25 mg/ml en fosfato Na, alfa-alfa-trehalosa (60 mM), 0,01 % de Polysorb, pH 6,0 (Avastin®). Las dos
soluciones se diluyen de forma apropiada con PBS para preparar las soluciones inyectables.

Lineas celulares y condiciones de cultivo

Se estable la linea celular KPL-4 de cancer de mama humano a partir de la efusion pleural maligna de una paciente
de cancer de mama, que sufre una metastasis cutanea inflamatoria, y se sobreexpresa en los receptores del grupo
ErbB (Kurebayashi y col., Br. J. Cancer 79, 707-17, 1999). Las células tumorales se cultivan de forma rutinaria en un
medio de cultivo DMEM (PAA Laboratories, Austria) suplementado con un 10 % de suero fetal bovino (PM) y L-
glutamina 2 mM (Gibco) a 37°C en una atmoésfera saturada de agua y con un 5 % de CO2. El pasaje del cultivo se
realiza por division con tripsina/EDTA 1 x (PM) dos veces / semana. Para el estudio “in vivo” se emplea el pasaje
celular P6.

Animales

Se mantienen los ratones SCID de color beige (C.B.-17); de una edad de 10-12 semanas; peso corporal de 18-20 g
(Charles River, Sulzfeld, Alemania) en condiciones especificas, libres de patégenos, con ciclos diarios de 12 h de luz
y 12 h de oscuridad con arreglo a las directrices internacionales (GV-Solas; Felasa; TierschG). Después de su
recepcion se alojan los animales en la seccién de cuarentena de la instalacion animal durante una semana, para que
se acostumbren al nuevo entorno y para someterlos a observacion. Se lleva a cabo un seguimiento continuo de su
salud en una base regular. Se les facilita pienso (altromina) y agua (acidificada a pH 2,5-3) a discrecion.

Estudios de inhibicién del crecimiento tumoral “in vivo”

Se recogen las células tumorales (tripsina-EDTA) de los frascos de cultivo (Greiner TriFlask) y se transfieren a 50 ml
de medio de cultivo, se lavan una vez y se suspenden de nuevo en PBS. Después de un paso adicional de lavado
con PBS y filtracién (tamiz o colador celular; Falcon 100 um) se ajusta la concentracién celular final a 0,75 x 108/ ml.
Se mezcla cuidadosamente la suspensién de células tumorales con la pipeta de transferencia para evitar la agrega-
cién celular. Se realiza la anestesia empleando un dispositivo de inhalaciéon Stephens para los animales pequefios
con camara de preincubacion (metacrilato = Plexiglas), mascara inhaladora para cada raton individual (silicona) e
isoflurano (Pharmacia-Upjohn, Alemania) en un sistema cerrado de circulacion. Dos dias antes de la inyeccion se
afeita la piel de los animales. Para la introduccién en la almohadilla grasa de la mama (i.m.f.p.) se inyectan las
células ortotopicamente en un volumen de 30 pl en la almohadilla grasa de la penulltima mama inguinal de cada
raton anestesiado. Para el implante ortotopico se inyecta la suspension celular a través de la piel, debajo del pezon.
La inyeccion de las células tumorales se realiza el dia 1 del ensayo.

Seguimiento

Los animales se controlan a diario para detectar los sintomas clinicos de los efectos adversos. Para el seguimiento a
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lo largo del ensayo se documenta el peso corporal de los animales dos veces por semana y se mide el volumen
tumoral con un pie de rey dos veces por semana. El volumen del tumor primario se calcula con arreglo al protocolo
NCI (VT = 1/2ab2, en el que a y b son los diametros largo y corto del tamafio del volumen en mm, Teicher, B., Anti-
cancer drug development guide, Humana Press, 5, 92, 1997). Se documentan los valores calculados en forma de
media y desviacién estandar.

Tratamiento de los animales

Se dividen aleatoriamente en grupos los ratones que llevan tumor, cuando el volumen del tumor alcanza aproxima-
damente los 100 mm?® (n = 10 en cada grupo). Cada grupo se delimita cuidadosamente antes del tratamiento, que se
inicia 27 dias después de la inyeccién de las células tumorales. Grupo A: grupo que recibe el vehiculo - se adminis-
tran 10 ml/kg de tamp6n PBS por via intraperitoneal (i.p.) una vez por semana. Grupo B: se administra el trastuzu-
mab por via i.p. en una dosis de carga de 30 mg/kg, después se administran dosis de 15 mg/kg (dosis de manteni-
miento) una vez por semana. El dia 60 se dividen los animales del grupo B en otros tres grupos B’, C y D. Se man-
tiene el tratamiento con trastuzumab solo Unicamente para el Grupo B’ que recibe dosis de 15 mg/kg (dosis de
mantenimiento) una vez por semana. Grupo C: el dia 61, se cambia el tratamiento del grupo C por un tratamiento de
combinacién de trastuzumab (15 mg/kg una vez por semana por via i.p.) y bevacizumab (5 mg/kg dos veces por
semana por via i.p.). Grupo D: el dia 61, se cambia el tratamiento del grupo D por una monoterapia con bevacizu-
mab (5 mg/kg dos veces por semana por via i.p.), interrumpiéndose el tratamiento con trastuzumab.

Evaluacion de las metastasis

La propagacion de las células tumorales hacia el pulmén se determina en los animales sacrificados. Se miden las
metastasis segun Schneider, T. y col., Clin. Exp. Metas. 19, 571-582, 2002. Resumiendo, se recoge tejido pulmonar
y se cuantifican las secuencias de Alu humana mediante una PCR en tiempo real. Los valores mas altos de DNA
humano, cuantificados mediante la PCR en tiempo real, indican niveles mas elevados de metastasis.

Resultados

El efecto del tratamiento en el crecimiento de los tumores primarios se representa en la figura 1 y se recoge en la
tabla 1. Los tumores del grupo que solamente recibe el vehiculo (grupo A) crecen rapidamente y los ratones se
sacrifican a los 73 dias de la inyeccion de las células tumorales, debido a la ulceracion de los tumores y el desarrollo
de sintomas clinicos. El tratamiento con trastuzumab (grupo B) suprime significativamente el crecimiento tumoral; sin
embargo, los tumores inician un nuevo crecimiento aprox. a partir del dia 50. El cambio al tratamiento de combina-
cion con trastuzumab y bevacizumab (grupo C) y el cambio a la monoterapia con bevacizumab (grupo D) a partir del
dia 61, dan como resultado en ambos casos la inhibicion completa del crecimiento tumoral durante la duracion del
ensayo (dia 112) y el tratamiento es bien tolerado.

Tabla 1

Actividad antitumoral de a) tratamiento combinado con trastuzumab y bevacizumab y b) tratamiento con bevacizu-
mab solo en el crecimiento tumoral después del fallo del tratamiento con trastuzumab (datos en la figura 1). Se
indica el volumen tumoral medio en mm?® y también la desviaciéon estandar (SD).

) vehiculo trastuzu- cambio de trastuzu- cambio de Frastuzumab a
dia (A) SD mab (B+B’) SD mab a tr_astuzumab + | SD | monoterapia con bevaci- SD
bevacizumab (C) zumab (D)

27 85 27 81 29

29 115 42 106 36

34 136 66 100 49

37 193 108 97 70

41 235 163 133 100

44 335 220 139 128

48 406 309 172 181

51 591 463 201 203

55 690 479 263 286

58 565 333 315 383

60 729 402 393 426

63 911 391 493 531 407 263 427 365
65 898 313 585 582 350 210 306 220
70 1213 440 798 776 190 45 180 142
73 1015 330 961 841 149 44 154 112
77 861 418 146 45 129 78
79 896 434 159 92 127 84
83 1034 485 158 148 97 80
87 193 228 95 57
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91 159 166 100 82
94 225 292 120 106
98 242 340 112 95
101 154 160 120 108
105 119 109 92 85
108 175 157 104 105
112 122 68 110 103

El efecto del tratamiento en la metastasis hepatica se representa en la figura 2 y se recoge en la tabla 2. La combi-
nacion de trastuzumab y bevacizumab después del fallo del tratamiento con trastuzumab se traduce en una reduc-
cion drastica de la metastasis. Los niveles de las secuencias Alu humanas (que guardan relacion con la invasion de
células tumorales hacia el tejido secundario) son significativamente menores en los animales tratados con una
terapia de combinacién durante 31 dias a partir del dia 61 con respecto a los animales tratados con vehiculo, que se
sacrifican el dia 73. La metastasis se suprime también en los animales tratados con monoterapia con trastuzumab o
bevacizumab y que se sacrifican el dia 83 y 112, respectivamente. Este efecto sorprendente en la metastasis con-
trasta con el efecto observado empleando farmacos citotdxicos (Geldof y col., Anticancer Res. 8, 1335-40, 1988;
Murphy, J., Clin. Oncol. 11, 199-201, 1993 y De Larco y col., Cancer Res. 61, 2857-61, 2001).

Tabla 2

Efecto del tratamiento en la metastasis hepatica. El Alu DNA se cuantifica por PCR en tiempo real y se registra para

cada animal
vehiculo (A) trastuzumab (B+B’) bevacizumab (D) trastuzumab + bevacizumab (C)
(dia 73) (dia 83) (dia 112) (dia 112)

41,750 21,000 12,250 7,155
51,400 10,550 7,405 6,785
DNA humano 54,500 26,600 45,600 15,500
[pg/mi] 19,300 12,250 29,200 8,040
6,545 37,900 7,640 8,305

48,550 25,050 22,900

7,740
media 37,008 22,225 18,962 9,157
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un anticuerpo anti-VEGF para la fabricacion de un medicamento destinado a prevenir o reducir las metas-
tasis en un paciente que sufra la recaida en un cancer de mama positivo de HER2, durante o después del tratamien-
to con un anticuerpo anti-HER2, dicha recaida en un cancer de mama positivo de HER2 significa el crecimiento
incontrolado de células anormales, caracterizado porque la sobreexpresion de la proteina HER2 en los pacientes
gue tienen el tumor y que inicialmente respondian a la terapia previa con un anticuerpo anti-HER2, pero cuya res-
puesta terapéutica no se ha mantenido durante el tratamiento con dicho anticuerpo anti-HER2.

2. Uso segun la reivindicacion 1 caracterizado porque dicho medicamento es para la administracion al paciente
durante el tratamiento con un anticuerpo anti-HER2.

3. Uso segun la reivindicacion 2 caracterizado porque dicho medicamento es para la administracion al paciente
después de una monoterapia de primera linea con un anticuerpo anti-HER2.

4. Uso seguln la reivindicacion 1 caracterizado porque dicho medicamento es para la administracién al paciente
después del tratamiento con un anticuerpo anti-HER2.

5. Uso segun la reivindicacion 4 caracterizado porque dicho medicamento es para la administracion al paciente
después de una monoterapia de primera linea con un anticuerpo anti-HER2.

6. Uso seglin una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 5, caracterizado porque dicho anticuerpo anti-VEGF es el
bevacizumab.

7. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 6, caracterizado porque dicho anticuerpo anti-HER?2 es el
trastuzumab.

8. Un anticuerpo anti-VEGF para el uso en un método destinado a prevenir o reducir las metastasis en un paciente,
gue sufra la recaida en un cancer de mama positivo de HER2, durante o después del tratamiento con un anticuerpo
anti-HER2, dicha recaida en un cancer de mama positivo de HER?2 significa el crecimiento incontrolado de células
anormales, caracterizado porque la sobreexpresion de la proteina HER2 en los pacientes que tienen el tumor y que
inicialmente respondian a la terapia previa con un anticuerpo anti-HER2, pero cuya respuesta terapéutica no se ha
mantenido durante el tratamiento con dicho anticuerpo anti-HER2.

9. El anticuerpo anti-VEGF para el uso segun la reivindicacion 8, destinado a la administracion al paciente durante el
tratamiento con un anticuerpo anti-HERZ2.

10. El anticuerpo anti-VEGF para el uso segun la reivindicacion 9, destinado a la administracion al paciente después
de una monoterapia de primera linea con un anticuerpo anti-HER2.

11. El anticuerpo anti-VEGF para el uso segun la reivindicacién 8, destinado a la administracion al paciente después
del tratamiento con un anticuerpo anti-HER2.

12. El anticuerpo anti-VEGF para el uso segun la reivindicacion 11, destinado a la administracion al paciente des-
pués de una monoterapia de primera linea con un anticuerpo anti-HER2.

13. El anticuerpo anti-VEGF para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 8-12, dicho anticuerpo es el
bevacizumab.

14. El anticuerpo anti-VEGF para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 8-13, caracterizado porque
dicho anticuerpo anti-HER?2 es el trastuzumab.

15. El anticuerpo anti-VEGF segun la reivindicacion 8 caracterizado porque dicho anticuerpo anti-VEGF es el beva-
cizumab, destinado a la administracion después de una monoterapia de primera linea con el trastuzumab.

16. Uso segun la reivindicacién 1 caracterizado porque dicho anticuerpo anti-VEGF es el bevacizumab y porque

dicho medicamento esta destinado a la administracién después de una monoterapia de primera linea con trastuzu-
mab.
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Fig. 1
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Fig. 2
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