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DESCRIPCION

Combinacién del antagonista de la angiopoyetina-2 y del antagonista de VEGF-A, y/o KDR, y/o FIt1 para el tratamiento del
cancer

Esta invencion se relaciona con las composiciones que poseen actividad anti-angiogénica y son por lo tanto utiles en
métodos de tratamiento de enfermedades asociados con la angiogénesis en el cuerpo animal o humano. Mas
especificamente la invencion concierne a una combinacion de un antagonista de la actividad biolégica de la Angiopoyetina-2
y un antagonista de la actividad biolégica de VEGF-A, y/o KDR, y/o FIt1, y los usos de tales antagonistas. Tales
combinaciones son también utiles para el tratamiento de enfermedades asociadas con la actividad de la Angiopoyetina-2 y
VEGF-A, y/o KDR, y/o Flt1.

La angiogénesis, la formaciéon de nuevos vasos sanguineos a partir de la vasculatura existente, es un proceso bioldgico
complejo requerido para la formacion y funciones fisioldgicas virtualmente de todos los érganos. Un elemento esencial de la
embriogénesis es el crecimiento fisiolégico normal, los procesos patolégicos y de reparacion tales como la expansion
tumoral. Normalmente, la angiogénesis esta estrechamente regulada por el equilibrio local de factores angiogénicos y
angiostaticos en un proceso de multiples etapas que implica el crecimiento, la ramificacion de los vasos y la formacién de
tubulos por células endoteliales (que implica procesos tales como la activacion de las células endoteliales (EC), la
desestabilizacion de los vasos, la sintesis y liberacion de enzimas degradantes, la migracion de las EC, la proliferacion de
las EC, la organizacion y diferenciacién de las EC y la maduracion de los vasos).

En el adulto, la angiogénesis fisioldégica se limita en gran parte a la cicatrizacion de heridas y varios componentes de la
funcién reproductiva y el desarrollo embrionario de la hembra. En la angiogénesis relacionada con enfermedades que
incluye toda la angiogénesis anormal, indeseable o patoldgica, el equilibrio local entre factores angiogénicos y angiostaticos
se desregula lo que conduce a la formacién inadecuada y/o estructuralmente anormal de los vasos sanguineos. La
angiogénesis patoldgica se ha asociado con estados de enfermedad que incluyen la retinopatia diabética, psoriasis, cancer,
artritis reumatoide, ateroma, sarcoma de Kaposi y hemangioma (Fan y otros, 1995, Trends Pharmacology. Science. 16: 57-
66; Folkman, 1995, Nature Medicine 1: 27-31). En céancer, el crecimiento de tumores primarios y secundarios mas alla de 1-
2 mm® requiere la angiogénesis (Folkman, J. New England Journal of Medicine 1995; 33, 1757-1763).

Muchos sistemas de transduccion de sefial se han implicado en la regulacion de la angiogénesis y se conoce un nimero de
factores como moduladores de la respuesta EC in vitro y el crecimiento de los vasos sanguineos in vivo. Los receptores de
tirosina cinasas (RTK) son importantes transmisores de sefiales bioquimicas a través de la membrana plasmatica de las
células. Estas moléculas de transmembrana, de forma caracteristica, consisten de un dominio de unién al ligando
extracelular conectado a través de un segmento en la membrana plasmatica a un dominio tirosina cinasa intracelular. La
union del ligando al receptor resulta en la estimulacion de la actividad tirosina cinasa asociada al receptor, lo cual conlleva a
la fosforilacion de los residuos de tirosina tanto en el receptor como en otras moléculas intracelulares. Estos cambios en la
fosforilacion de la tirosina inician una cascada de sefalizacién que conduce a una variedad de respuestas celulares. Hasta
la fecha, se han identificado al menos diecinueve subfamilias distintas de RTK, definidas por homologia de secuencia de
aminoacidos.

Se cree que el VEGF es un importante estimulador de la angiogénesis normal y la relacionada con la enfermedad (Jakeman,
y otros 1993 Endocrinology: 133,848-859; Kolch, y otros 1995 Breast Cancer Research and Treatment: 36,139-155) y la
permeabilidad vascular (Connolly, y otros 1989 J. Biol. Chem: 264,20017-20024). El antagonismo de la accién del VEGF
mediante el secuestro del VEGF con anticuerpo puede resultar en la inhibicién del crecimiento tumoral (Kim, y otros 1993
Nature: 362,841-844). La disrupcidon heterocigota del gen VEGF resultdé en deficiencias fatales en la vascularizacion
(Carmeliet, y otros 1996 Nature 380:435-439; Ferrara, y otros 1996 Nature 380:439-442).

El VEGF es el factor de crecimiento vascular mas potente y ubicuo conocido. Antes de la identificacion del papel del VEGF
como un mitégeno secretado para las células endoteliales, se identifico como un factor de permeabilidad vascular, lo que
destaco la capacidad del VEGF para controlar muchos aspectos distintos de comportamiento de las células endoteliales,
que incluyen la proliferacion, la migracion, la especializacion y la supervivencia (Ruhrberg, 2003 BioEssays 25:1052-1060).
El VEGF, conocido ademas como el VEGF-A, fue el primer miembro de la familia del VEGF de glicoproteinas diméricas
estructuralmente relacionadas que pertenecen a la superfamilia del factor de crecimiento derivado de plaqueta que se
identifico. Ademas del miembro fundador, la familia del VEGF incluye VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, factor de
crecimiento placentario (PIGF) y el VEGF derivado de glandula endocrina (EG-VEGF). Las formas activas de VEGF se
sintetizan ya sea como homodimeros o heterodimeros con otros miembros de la familia VEGF. El VEGF-A existe en seis
isoformas generadas mediante el corte y empalme alternativo; VEGF 121, VEGF 145, VEGF 165, VEGF 183, VEGF 159 y VEGF 6.
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Esas isoformas difieren principalmente en su biodisponibilidad, la isoforma predominante es el VEGF+g5 (Podar, y otros 2005
Blood 105(4):1383-1395). La regulacion del corte y empalme durante la embriogénesis para producir proporciones
especificas de la etapa y del tejido de las diversas isoformas crea rico potencial para comportamientos distintos y
dependientes del contexto de las células endoteliales en respuesta al VEGF.

Se sabe que los miembros de la familia del VEGF se unen con diferentes afinidades a tres receptores tirosina cinasa
relacionados; el VEGFR1 (el receptor de tirosina cinasa de tipo fms, Flt o FIt1), el VEGFR2 (el receptor que contiene la
insercion de dominio de cinasa, el KDR (ademas denominado como Flk-1)), y el VEGFR3 (otro receptor tirosina cinasa de
tipo fms, Flt4). Dos de estos RTK relacionados, Flt1 y KDR, han mostrado unirse al VEGF con alta afinidad (De Vries y otros,
1992, Science 255: 989-991; Terman y otros, 1992, Biochem. Biophys. Res. Comm. 1992, 187: 1579-1586). La unién del
VEGEF a estos receptores expresados en células heterélogas ha estado asociada con cambios en el estado de fosforilacion
de la tirosina en las proteinas celulares y en los flujos de calcio.

Los estudios en ratones knock-out han demostrado que la alteraciéon en cualquiera de Flt1 o KDR, causa la muerte a la
mitad de la gestaciéon debido a defectos vasculares agudos. Sin embargo, los fenotipos son distintos; la deficiencia de KDR
conduce a una falta de EC y de un sistema hematopoyético en desarrollo (Shalaby, y otros. 1995 Nature 376:62-66), la
deficiencia de FIt1 no afecta los progenitores hematopoyéticos y las EC, pero estas no pueden ensamblarse en vasos
funcionales (Fong, y otros. 1995 Nature 376:66-70). Flt4 se expresa ampliamente en el embridn antes de restringirse a los
vasos linfaticos en los adultos. Los ratones knock-out de Flt4 mostraron un papel esencial para FIt4 en el desarrollo
temprano del sistema cardiovascular, en la remodelacion y maduracién de las redes vasculares primarias en vasos
sanguineos mas grandes (Dumont, y otros. 1998 Science 282:946-949).

Ademas de la familia del VEGF, se cree que las angiopoyetinas estan implicadas en el desarrollo vascular y la angiogénesis
posnatal. Las angiopoyetinas incluyen un agonista de de origen natural, angiopoyetina-1 (Angiopoyetina-1), asi como un
antagonista de de origen natural, angiopoyetina-2 (Angiopoyetina-2). Se piensa que la funcién de la Angiopoyetina-1 es ser
conservada en el adulto, donde se expresa amplia y constitutivamente (Hanahan, Science, 277:48-50 (1997); Zagzag, y
otros, Exp Neurology, 159:391-400 (1999)). Por el contrario, la expresion de la Angiopoyetina-2 se limita principalmente a los
sitios de remodelacién vascular donde se piensa que bloquea la estabilizacion constitutiva o funcién de maduracién de la
Angiopoyetina-1, lo que permite a los vasos volver a, y permanecer en, un estado plastico que pueden ser mas sensibles a
las sefiales de crecimiento (Hanahan, 1997; Holash y otros, Oncogene 18:5356-62 (1999); Maisonpierre, 1997). Los
estudios de la expresién de la Angiopoyetina-2 en la angiogénesis relacionada con la enfermedad encontraron que muchos
tipos de tumores muestran expresién de la Angiopoyetina-2 vascular (Maisonpierre y otros, Science 277:55-60 (1997)). Los
estudios funcionales sugieren que la Angiopoyetina-2 estd involucrada en la angiogénesis tumoral y asocian la
sobreexpresion de la Angiopoyetina-2 con el crecimiento aumentado del tumor en un modelo de xenoinjerto de ratén
(Ahmad, y otros, Cancer Res., 61:1255-1259 (2001)). Otros estudios han asociado la sobreexpresion de la Angiopoyetina-2
con la hipervascularidad del tumor (Etoh, y otros, Cancer Res. 61:2145-53 (2001); Tanaka y otros, Cancer Res. 62:7124-29
(2002)).

Usando los enfoques de clonacion basados en la homologia, Valenzuela y otros (1999) identificaron 2 nuevas
Angiopoyetinas: la angiopoyetina-3 (Angiopoyetina-3) en ratén, y la angiopoyetina-4 (Angiopoyetina-4) en humanos. Aunque
la Angiopoyetina-3 y la Angiopoyetina-4 son estructuralmente mas divergentes entre si de lo que lo son las versiones de
raton y humana de Angiopoyetina-1 y Angiopoyetina-2, ellas parecen representar los homdlogos de ratén y humano del
mismo locus del gen. Muy poco se sabe sobre la biologia de estos miembros de la familia de la Angiopoyetina. Por ejemplo,
la Angiopoyetina-4 se expresa en niveles altos solo en el pulmdn, sin embargo ninguna de las acciones bioldgicas o vias de
sefalizacion activadas por la Angiopoyetina-4 se pueden encontrar en la literatura (Tsigkos, y otros, Expert Opin. Investig.
Drugs 12(6): 933-941 (2003); Valenzuela, y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. 96:1904-1909 (1999)). Se conoce que los niveles de
expresion de la Angiopoyetina-4 aumentan en respuesta a la hipoxia, y los factores de crecimiento de células endoteliales
conducen al aumento de los niveles de expresion de la Angiopoyetina-4 en una linea celular de glioblastoma y las células
endoteliales. Sin embargo, se desconoce el mecanismo de regulacion de la expresion, y el efecto resultante sobre la
angiogénesis fisioldgica y las enfermedades relacionadas (Lee, y otros, FASEB J. 18: 1200-1208 (2004).

Las angiopoyetinas se descubrieron primero como ligandos para la familia del receptor tirosina cinasa Tie que se expresa
selectivamente dentro del endotelio vascular (Yancopoulos y otros, Nature 407:242-48 (2000). La Angiopoyetina-1,
Angiopoyetina-2, Angiopoyetina-3 y Angiopoyetina-4 se unen principalmente al receptor Tie-2 y por lo tanto se conocen
ademas como ligandos Tie-2. La union de la Angiopoyetina-1 a Tie-2 induce la fosforilacion de tirosina del receptor a través
de la autofosforilacién y posteriormente la activacion de sus vias de sefializaciéon a través de la transduccién de sefales
(Maisonpierre, P. y otros, 1997 Science: 277, 55-60). La Angiopoyetina-2 es un antagonista de origen natural para la
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Angiopoyetina-1 que actua a través de la inhibicion competitiva de la activacién de la cinasa inducida por la Angiopoyetina-1
del receptor Tie-2 (Hanahan, 1997; Davis y otros, Cell 87:1161-69 (1996); Maisonpierre y otros, Science 277:55-60 (1997)).

Los estudios con ratones knock-out de Tie-2 y Angiopoyetina-1 muestran fenotipos similares y sugieren que la
Angiopoyetina-1 estimulé que la fosforilacion de Tie-2 medie la remodelacion y estabilizacién del desarrollo de los vasos, lo
que promueve la maduracidon de los vasos sanguineos durante la angiogénesis y el mantenimiento de la adhesion célula
endotelial -célula soporte (Dumont y otros, Genes & Development, 8:1897-1909 (1994); Sato, Nature, 376:70-74 (1995);
(Thurston, G. y otros, 2000 Nature Medicine: 6, 460-463)).

En los afios recientes la Angiopoyetina-1, Angiopoyetina-2 y/o Tie-2 se han propuesto como posibles blancos terapéuticos
contra el cancer. Por ejemplo US6166185, US5650490 y US5814464 cada una describe anticuerpos del receptor y ligando
anti-Tie-2. Se reportd que los estudios que usan Tie-2 soluble disminuyen el numero y tamafio de los tumores en roedores
(Lin, 1997; Lin 1998). Siemester y otros (1999) generaron lineas celulares de melanoma humano que expresaban el dominio
extracelular de Tie-2, inyectaron estos ratones desnudos e informaron que Tie-2 soluble resulté en una inhibicion
significativa del crecimiento tumoral y la angiogénesis tumoral. Dado que ambos la Angiopoyetina-1 y Angiopoyetina-2 se
unen a Tie-2, no es claro a partir de estos estudios si la Angiopoyetina-1, Angiopoyetina-2 o Tie-2 pudieran ser un blanco
atractivo para la terapia contra el cancer. Sin embargo, se cree que la terapia anti-Angiopoyetina-2 eficaz sera de beneficio
en el tratamiento de enfermedades tales como el cancer, en el que la progresién depende de la angiogénesis aberrante
donde el bloqueo del proceso puede conducir a la prevencion del avance de la enfermedad (Folkman, J., Nature Medicine.
1: 27-31 (1995). Adicionalmente, algunos grupos informaron el uso de anticuerpos que se unen a la Angiopoyetina-2, ver,
por ejemplo, la patente de Estados Unidos num. 6,166,185 y la publicacion de patente de Estados Unidos num.
2003/0124129 A1. El estudio del efecto de la expresion focal de la Angiopoyetina-2 ha mostrado que antagonizar la sefial de
Angiopoyetina-1/Tie-2 afloja la estructura vascular apretada, y de ese modo expone las EC a las sefiales de activacion de
inductores de la angiogénesis, por ejemplo, VEGF (Hanahan, 1997). Este efecto pro-angiogénico que resulta de la inhibiciéon
de la Angiopoyetina-1 indica que la terapia de anti-Angiopoyetina-1 no seria un tratamiento eficaz contra el cancer.

La publicacién internacional nimero W0200197850 describe la combinacion de la interferencia funcional con sistemas del
receptor VEGF/VEGF vy sistemas del receptor Angiopoyetina/Tie para la inhibicién de la vascularizacion y del crecimiento
tumoral. El amplio alcance incluye cualquier combinacién concebible de interferencia funcional de cualquier componente de
los sistemas de receptores VEGF/VEGF vy el sistema del receptor Angiopoyetina/Tie; o sea cualquiera de Fit1, KDR, Flt4,
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, PIGF o EG-VEGF combinado con la interferencia funcional de cualquiera de
la Angiopoyetina-1, Angiopoyetina-2, Angiopoyetina-3, Angiopoyetina-4 o Tie-2.

La solicitud sugiere que la interferencia funcional puede alcanzarse por

i) compuestos que inhiben la actividad del receptor tirosina cinasa,

ii) compuestos que inhiben la unién del ligando a los receptores,

iii) compuestos que inhiben la activacion de la rutas intracelulares del receptor,

iv) compuestos que inhiben o activan la expresién de un ligando o de un receptor del sistema del receptor VEGF o
Tie,

v) sistemas de suministro tales como anticuerpos, ligandos, oligonucleétidos u oligopéptidos de alta afinidad de
union, o liposomas con agentes citotoxicos objetivo o agentes que inducen la coagulacion para el endotelio a través
del reconocimiento de los sistemas del receptor VEGF/VEGF o del receptor Angiopoyetina/Tie, o

vi) sistemas de suministro tales como anticuerpos, ligandos, oligonucleétidos u oligopéptidos de alta afinidad de
union, o liposomas, que se dirigen al endotelio e inducen necrosis o apoptosis.

Para ampliar ain mas el alcance reivindicado, la solicitud declara ademas que el compuesto comprendido por las
combinaciones de la presente invencion puede ser una sustancia de pequefio peso molecular, un oligonucleétido, un
oligopéptido, una proteina recombinante, un anticuerpo o conjugados o proteinas de fusion de los mismos. La inclusion de
un gran numero de combinaciones opcionales no ensefia la utilidad/selecciéon de combinaciones particulares.

Aunque W0200197850 reivindica un alcance muy amplio, la ejemplificaciéon de la invencién se limita a combinaciones del
dominio neutralizante del ligando extracelular del receptor tirosina cinasa Tie-2 humano (sTie-2) y A o B. El ultimo puede ser:

A. inhibidor del receptor tirosina cinasa VEGF hidrogeno succinato de (4-clorofenil)[4-(4-piridilmetilo)-ftalazin-1-il]
amonio (Wood y otros, Cancer Res. 60 2178-2189, 2000), o
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B. Anticuerpo. Anti-VEGF; tanto el anticuerpo monoclonal neutralizante VEGF-A 4301-42-35 (Schlaeppi y otros, J.
Cancer Res. Clin. Oncol. 125, 336-342, 1999), o el anticuerpo de cadena sencilla (scFv) que reconoce
especificamente el complejo del receptor | VEGF-A/VEGF humano (W09919361).

No hay ejemplificacion del resto del amplio alcance de la solicitud. Particularmente, no hay ejemplificacion que no sea el uso
de sTie-2 para lograr la interferencia funcional con el sistema Angiopoyetina/receptor Tie. Por lo tanto no esta claro para la
persona con experiencia qué otras combinaciones, a partir de la gran gama de permutaciones posibles, seria
terapéuticamente eficaz.

La presente invencién se relaciona con una combinaciéon de un antagonista de la actividad bioldgica de la Angiopoyetina-2 y
un antagonista de la actividad bioldgica de VEGF-A, y/o KDR, y/o Flt1, y los usos de esas combinaciones.

De acuerdo con un aspecto de la invencion se proporciona una combinacion de un antagonista de anticuerpo de la actividad
bioldgica de la Angiopoyetina-2, que inhibe la unién Ang-2/Tie-2, y un antagonista de la actividad bioldgica de:

. VEGF-A, y/o
IIl. KDR, y/o
IIl. Fit1,

en donde el antagonista del anticuerpo de la Angiopoyetina-2 es un anticuerpo que comprende:

(a) una regién VH que tiene al menos 95% de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 6; y
(b) una regién VL que tiene al menos 95% de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 8 y

En una modalidad el antagonista del anticuerpo de la Angiopoyetina-2 contiene sustituciones conservadoras de
aminoacidos. Las sustituciones conservadoras de aminoacidos pueden ser solamente fuera de las regiones CDR.

En una modalidad el antagonista del anticuerpo de la Angiopoyetina-2 es un anticuerpo monoclonal completamente
humano.

En una modalidad el antagonista del anticuerpo de la Angiopoyetina-2 se une al mismo epitopo que un anticuerpo que
comprende

(a) una region VH que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 6; y
(b) una regioén VL que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 8.

En una modalidad el antagonista del anticuerpo de la Angiopoyetina-2 comprende:

(a) una regién VH que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 6; y
(b) una regién VL que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 8.

En una modalidad, el antagonista de la actividad biolégica de KDR o Flt1 es un anticuerpo, preferentemente DC101
En una modalidad, el antagonista de la actividad bioldgica de VEGF-A es un anticuerpo, preferentemente Avastina.
En una modalidad, el antagonista de la actividad biolégica de KDR o Flt1 es un inhibidor de tirosina cinasa.

En una modalidad, el antagonista de la actividad biolégica de KDR o Flt1 se selecciona de Zactima™, AZD2171, SU11248,
SU14813, Vatalanib, BAY43-9006, XL-647, XL-999, AG-013736, AMG706, BIBF1120, TSU68, GW786034, AEE788, CP-
547632, KRN 951, CHIR258, CEP-7055, OSI-930, ABT-869, E7080, ZK-304709, BAY57-9352, L-21649, BMS582664, XL-
880, XL-184 o XL-820. Preferentemente el antagonista de la actividad biolégica de KDR o Flt1 se selecciona de Zactima™,
AZD2171, SU11248 o BAY 43-9006. Con la maxima preferencia, el antagonista de la actividad biolégica de KDR o Flt1 es
Zactima™ o AZD2171.

En otro aspecto se proporciona una composicion farmacéutica que comprende una combinacion como la descrita
anteriormente.
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En otro aspecto las combinaciones descritas anteriormente pueden usarse para antagonizar la actividad biologica de la
Angiopoyetina-2 y uno cualquiera de;

. VEGF-A, ylo
II. KDR, y/o
Il FIt1.

En otro aspecto se proporciona una cantidad terapéuticamente eficaz de una combinacién descrita anteriormente para usar
en el tratamiento de la angiogénesis relacionada con la enfermedad en un mamifero.

En otro aspecto se proporciona una cantidad terapéuticamente eficaz de una combinacién descrita anteriormente para usar
en el tratamiento de cancer en un mamifero.

Los usos de la combinacion como se describe en la presente descripcion pueden ser logrados por medio de la
administracion simultanea, secuencial o por separado de los componentes individuales de dicho tratamiento. Un tratamiento
de combinaciéon como se describe en la presente descripcidn puede aplicarse como una terapia Unica o puede involucrar
cirugia o radioterapia adicional o un agente quimioterapéutico adicional al tratamiento de combinacién de la invencion.

La dosificacion de una formulacién de combinacion para un paciente dado se determinara por el médico que lo atiende
tomando en consideracion varios factores conocidos para modificar la accion de los farmacos que incluyen severidad y tipo
de enfermedad, peso corporal, sexo, dieta, tiempo y via de administracién, otros medicamentos y otros factores clinicos
relevantes. Las dosificaciones terapéuticamente eficaces pueden determinarse por métodos in vitro o in vivo.

Una cantidad eficaz de una combinacion, descrita en la presente descripcién, a emplearse terapéuticamente dependera, por
ejemplo, de los objetivos terapéuticos, la via de administracion, y la afeccién del paciente. En consecuencia, se prefiere que
el médico titule la dosificacion y modifique la via de administraciéon segun se requiera para obtener el efecto terapéutico
optimo. Una dosificacién tipica diaria puede estar en el intervalo de aproximadamente 0.001mg/kg a 100mg/kg o mas, en
dependencia de los factores mencionados anteriormente. Tipicamente, el médico administrara el anticuerpo terapéutico
hasta que se alcance la dosis que logre el efecto deseado. El progreso de esta terapia se controla facilmente por ensayos
convencionales o como se describe en la presente descripcion.

La via de administracion del anticuerpo esta de acuerdo con los métodos conocidos, por ejemplo, inyeccion o infusiéon por
via intravenosa, intraperitoneal, intracerebral, intramuscular, intraocular, intraarterial, intratecal, inhalacién o intralesional, o
por sistemas de liberacion sostenida como se destaca mas abajo. El anticuerpo se administra preferentemente de manera
continua por infusion o por inyeccion de bolo.

Una cantidad eficaz del anticuerpo a emplearse terapéuticamente dependera, por ejemplo, de los objetivos terapéuticos, la
via de administracion y la afeccién del paciente. En consecuencia, se prefiere que el médico titule la dosificacion y modifique
la via de administracion segun se requiera para obtener el efecto terapéutico 6ptimo. Tipicamente, el médico administrara el
anticuerpo hasta que se alcance la dosis que logre el efecto deseado. El progreso de esta terapia se controla facilmente por
ensayos convencionales o por los ensayos descritos en la presente descripcion.

Una combinacion descrita en la presente puede estar en una forma adecuada para la administracion oral, por ejemplo, como
una tableta o capsula, para la administracion nasal o para la administracion por inhalacién, por ejemplo en forma de polvo o
solucion, para inyeccion parenteral (incluyendo intravenosa, subcutanea, intramuscular, intravascular o infusion), por
ejemplo, como una solucién estéril, suspensién o emulsion, para administracion tépica, por ejemplo, como una pomada o
crema, para administracion rectal, por ejemplo, como un supositorio o la ruta de administracién puede ser por inyeccion
directa en el tumor o por aplicacion regional o por aplicacion local. En otras modalidades de la presente invencién un
tratamiento de combinacion puede ser aplicado por endoscopia, por via intratraqueal, por via intralesional, por via
percutanea, por via intravenosa, por via subcutanea, por via intraperitoneal o por via intratumoral. Preferentemente una
combinacién de la invencién se administra por via oral. En general las combinaciones descritas en la presente se pueden
preparar en una manera convencional usando excipientes convencionales. Una combinacion de la presente invencién se
presenta ventajosamente en forma de dosificacion unitaria.

Los anticuerpos descritos en la presente pueden prepararse en una mezcla con un portador farmacéuticamente aceptable.
Esta composicion terapéutica puede administrarse intravenosamente o a través de la nariz o pulmén, preferentemente como
un aerosol liquido o en polvo (liofilizado). La composicion puede administrarse ademas de forma parenteral o subcutanea
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como se desee. Cuando se administra sistémicamente, la composicidn terapéutica debe estar estéril, libre de pirégeno y en
una solucién parenteralmente aceptable que tiene debidamente en cuenta el pH, isotonicidad, y estabilidad. Estas
condiciones se conocen por aquellos con experiencia en la materia. En resumen, las formulaciones de dosificaciéon de los
compuestos descritos en la presente descripcion se preparan para almacenamiento o administracion mediante la mezcla del
compuesto que tiene el grado de pureza deseado con portadores, excipientes, o estabilizantes fisioldgicamente aceptables.
Dichos materiales son no toxicos para los receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas, e incluyen
tampones tales como TRIS HCI, fosfato, citrato, acetato y otras sales de acidos organicos; antioxidantes tales como acido
ascorbico; péptidos de bajo peso molecular (menos que aproximadamente diez residuos) tales como poliarginina, proteinas,
tales como albumina sérica, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidinona; aminoacidos
tales como glicina, acido glutdmico, acido aspartico, o arginina; monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos que
incluyen celulosa o sus derivados, glucosa, manosa, o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; alcoholes de azucar
tales como manitol o sorbitol; contraiones tales como sodio y/o surfactantes no ionicos tales como TWEEN, PLURONICS o
polietilenglicol.

Las modalidades de la invencién incluyen formulaciones farmacéuticas estériles de anticuerpos que son utiles como
tratamientos para las enfermedades. Dichas formulaciones inhiben la actividad bioldégica del antigeno, y tratan asi
efectivamente las condiciones de la enfermedad donde, por ejemplo, el antigeno del suero o del tejido esta anormalmente
elevado. Los anticuerpos preferentemente poseen afinidad adecuada para neutralizar potentemente el antigeno, y
preferentemente tienen una duracién de accidon adecuada para permitir una dosificacion no frecuente en humanos. Una
duracién de accion prolongada permitira programas de dosificacion menos frecuentes y mas convenientes por vias
parenterales alternativas tales como inyeccion subcutanea o intramuscular.

Las formulaciones estériles pueden crearse, por ejemplo, por filtracién a través de membranas de filtracion estériles, antes
de o después de la liofilizacion y reconstitucion del anticuerpo. El anticuerpo ordinariamente se almacenara en forma
liofilizada o en solucion. Las composiciones de anticuerpos terapéuticos generalmente se colocan en un envase que tiene
un puerto de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa de solucién intravenosa o vial que tiene un adaptador que permite la
recuperacion de la formulacion, tal como un tapén perforable por una aguja de inyeccion hipodérmica.

Las composiciones estériles para inyeccion pueden formularse de acuerdo con la practica convencional farmacéutica como
se describe en Remington: The Science and Practice of Pharmacy (20ma ed, Lippincott Williams & Wilkens Publishers
(2003)). Por ejemplo, puede ser deseada una disolucién o suspensién del compuesto activo en un vehiculo tal como agua o
aceites vegetales de origen natural como ajonjoli, cacahuate, o aceite de semilla de algodén o un vehiculo sintético graso
como oleato de etilo o similares. Los tampones, conservantes, antioxidantes y similares pueden incorporarse de acuerdo
con la practica farmacéutica aceptada.

Las combinaciones de la invencién pueden suministrarse como formulaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos
adecuados de preparaciones de liberacién sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que
contienen el polipéptido, cuyas matrices estadn en forma de articulos conformados, peliculas o microcépsulas Los ejemplos
de matrices de liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietilo-metacrilato) segun lo
descrito por Langer y otros, J. Biomed Mater. Res., (1981) 15:167-277 y Langer, Chem. Tech., (1982) 12:98-105, o
poli(vinilalcohol)), polilactidos (la patente de Estados Unidos nim. 3,773,919, EP 58,481), copolimeros de &cido L-glutdmico
y gamma etil-L-glutamato (Sidman y otros, Biopolymers, (1983) 22:547-556), acetato de etileno-vinilo no degradable (Langer
y otros, supra), copolimeros de acido lactico-acido glicédlico degradables tales como el LUPRON Depot™ (microesferas
inyectables compuestas de copolimero de &acido lactico-acido glicdlico y acetato de leuprolide), y acido poli-D-(-)-3-
hidroxibutirico (EP 133,988).

Aunque los polimeros tales como el acetato de etileno-vinilo y acido lactico-acido glicédlico permiten la liberacion de
moléculas por mas de 100 dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas por periodos de tiempo mas cortos. Cuando las
proteinas encapsuladas permanecen en el cuerpo por un periodo largo de tiempo, pueden desnaturalizarse o agregarse
como resultado de la exposicidon a la humedad a 37°C, lo que resulta en una pérdida de la actividad bioldgica y posibles
cambios en la inmunogenicidad. Estrategias racionales se pueden elaborar para la estabilizacion de proteinas en
dependencia de los mecanismos implicados. Por ejemplo, si se descubre que el mecanismo de agregacion es la formacion
de enlaces S-S intermoleculares a través del intercambio de disulfuro, la estabilizaciéon se puede conseguir mediante la
modificacién de los residuos sulfhidrilos, la liofilizacion a partir de soluciones acidas, el control del contenido de humedad, el
uso de aditivos adecuados, y el desarrollo composiciones de matriz polimérica especificas.

Las composiciones de liberacion sostenida ademas incluyen preparaciones de cristales del anticuerpo en suspension en las
formulaciones adecuadas capaces de mantener cristales en suspension. Estas preparaciones cuando se inyectan por via
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subcutanea o por via intraperitoneal pueden producir un efecto de liberacién sostenida. Otras composiciones ademas
incluyen anticuerpos atrapados en liposomas. Los liposomas que contienen tales anticuerpos se preparan por métodos
conocidos per se: patente de Estados Unidos num. DE 3,218,121; Epstein y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos,
(1985) 82:3688-3692; Hwang y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos, (1980) 77:4030-4034; EP 52,322; EP 36,676;
EP 88,046; EP 143,949; 142,641; solicitud de patente japonesa 83-118008; patentes de Estados Unidos nums. 4,485,045 y
4,544,545; y EP 102,324.

Se apreciara que la administracion de entidades terapéuticas de acuerdo con las composiciones y métodos en la presente
descripcién se administraran con portadores, excipientes, y otros agentes adecuados que se incorporan en las
formulaciones para proporcionar transferencia mejorada, despacho, tolerancia, y similares. Estas formulaciones incluyen,
por ejemplo, polvos, pastas, ungientos, jaleas, ceras, aceites, lipidos, vesiculas (tales como Lipofectinw) que contienen
lipido (catiénico o anionico), conjugados de ADN, pastas de absorcidon anhidras, emulsiones de aceite en agua y agua en
aceite, emulsiones de carbocera (polietilenglicoles de varios pesos moleculares), geles semisdlidos, y mezclas semisdlidas
que contienen carbocera. Cualquiera de las mezclas anteriores puede ser adecuada en los tratamientos y terapias de
acuerdo con la presente invencioén, siempre que el ingrediente activo en la formulacién no esté inactivado por la formulacion
y la formulacién sea fisiolégicamente compatible y tolerable con la via de administracion. Ver ademas Baldrick P.
"Pharmaceutical excipient development: the need for preclinical guidance." Regul. Toxicol. Pharmacol. 32(2):210-8 (2000),
Wang W. "Lyophilization and development of solid protein pharmaceuticals." Int. J. Pharm. 203(1-2):1-60 (2000), Charman
WN "Lipids, lipophilic drugs, and oral drug delivery-some emerging concepts." J Pharm Sci .89(8):967-78 (2000), Powell y
otros "Compendium of excipients for parenteral formulations" PDA J Pharm Sci Technol. 52:238-311 (1998) y las citas en la
misma para informacion adicional relacionada con las formulaciones, excipientes y portadores bien conocidos por los
quimicos farmacéuticos.

La fabricacién de anticuerpos monoclonales de especificidad predefinida por medio de lineas de células de un cultivo de
tejido permanente se describidé primero en 1975 (Kohler, G., & Milstein, C., Nature 256, 495-497, 1975). La fusion de un
mieloma de raton y células de bazo de ratén de un donante inmunizado crearon una linea celular que secretaba anticuerpos
anti-glébulos rojos (SRBC) de ovejas. Los acontecimientos posteriores significan que ahora es posible derivar anticuerpos
humanos por métodos in vitro. Los ejemplos adecuados incluyen pero sin limitarse a la exposicién en fago (CAT,
Morphosys, Dyax, Biosite/Medarex, Xoma, Symphogen, Alexion (antes Proliferon), Affimed) exposicion en ribosoma (CAT),
exposicion en levadura, y similares.

Los anticue%)os, como se describe en la presente descripcion, se prepararon a través de la utilizacién de la tecnologia de
XenoMouse™, como se describe mas abajo. Después, estos ratones son capaces de producir moléculas de inmunoglobulina
y anticuerpos humanos y son deficientes en la produccion de moléculas de inmunoglobulina y anticuerpos murinos. Las
tecnologias utilizadas para conseguir los mismos se describen en las patentes, solicitudes, y referencias descritas en la
presente descripcion. En particular, sin embargo, una modalidad preferida de produccién de ratones y anticuerpos
transgénicos de ahi se describe en la solicitud de patente de Estados Unidos con nim. de serie 08/759,620, presentada el 3
de diciembre de 1996 y las solicitudes de patente internacionales niums. WO 98/24893, publicada el 11 de junio de 1998 y
WO 00/76310, publicada el 21 de diciembre de 2000. Se incorpora ademas Mendez y otros Nature Genetics 15:146-156
(1997).

A través del uso de esta tecnologia se han producido anticuerpos monoclonales completamente humanos contra una
variedad de antigenos. Practicamente, las lineas de ratones XenoMouse® se inmunizan con un antigeno de interés, las
células linfaticas (tales como las células B) se recuperan del ratén hiperinmunizado, y los linfocitos recuperados se funden
con una con una linea celular de tipo mieloide para preparar lineas celulares de hibridoma inmortales. Estas lineas celulares
de hibridoma se tamizan y se seleccionan para identificar lineas celulares de hibridoma que producen anticuerpos
especificos para el antigeno de interés. En la presente descripcidon se proporcionan métodos para la producciéon de multiples
lineas celulares de hibridoma que producen anticuerpos. Mas aun, en la presente descripcidn se proporciona la
caracterizacion de los anticuerpos producidos por tales lineas celulares, que incluyen el anadlisis de secuencias de
nucledtidos y aminoacidos de las cadenas pesada y ligera de tales anticuerpos.

Alternativamente, en lugar de fundirlas con células de mieloma para generar hibridomas, las células B se pueden ensayar
directamente. Por ejemplo, las células B CD19+ se pueden aislar a partir de ratones XenoMouse® hiperinmunes y se dejan
proliferar y diferenciarse en células plasmaticas secretoras de anticuerpos. Los anticuerpos del sobrenadante de las células
se examinan después por ELISA para la reactividad contra el inmundgeno. Los sobrenadantes se pueden examinar ademas
para la inmunoreactividad contra fragmentos del inmundgeno para adicionalmente mapear los diferentes anticuerpos para la
unién a dominios de interés funcional en el inmunégeno. Los anticuerpos se pueden examinar también contra otras
proteinas humanas relacionadas y contra la rata, el ratdn, y los primates no-humanos, tales como el mono cynomolgus,
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ortélogos del inmundgeno, para determinar la reactividad cruzada de especies. Las células B de pocillos que contenian los
anticuerpos interés se pueden inmortalizar por varios métodos que incluyen la fusiéon para hacer hibridomas ya sea de
pocillos individuales o agrupados, o por infeccién con el virus Epstein Barr o la transfeccion mediante genes inmortalizados
conocidos y después sembrados en un medio adecuado. Alternativamente, las células plasmaticas individuales que
secretan anticuerpos con las especificidades deseadas se aislan después usando los ensayos de placa hemolitica
especifico de antigenos (ver por ejemplo Babcook y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:7843-48 (1996)). Las células
destinadas para la lisis son preferentemente glébulos rojos de oveja (SRBC) recubiertos con el antigeno.

En presencia de un cultivo de células B que contiene células plasmaticas secretoras de la inmunoglobulina de interés y
complemento, la formacion de una placa indica la lisis mediada por el antigeno especifico de los glébulos rojos de oveja que
rodean la célula plasmatica de interés. La célula plasmatica individual especifica del antigeno en el centro de la placa se
puede aislar y la informacion genética que codifica la especificidad del anticuerpo se aisla de la célula plasmatica individual.
Usando la transcripcién inversa seguido por la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), el ADN que codifica las
regiones variables de cadena pesada y ligera del anticuerpo se puede clonar. Dicho ADN clonado se puede insertar
después adicionalmente en un vector de expresién adecuado, preferentemente un casete de vector tal como un pcADN, con
mayor preferencia tal como un vector pcADN que contiene los dominios constantes de cadena pesada y ligera de
inmunoglobulina. El vector generado se puede transfectar después en células hospederas, por ejemplo, las células HEK293,
las células CHO, y cultivarse en medios de nutrientes convencionales modificados segun sea adecuado para inducir la
transcripcion, seleccionar transformantes, o amplificar los genes que codifican las secuencias deseadas.

Generalmente, los anticuerpos producidos por los hibridomas fundidos fueron cadenas pesadas de IgG2 humana con
cadenas ligeras kappa o lambda completamente humanas. Los anticuerpos descritos en la presente descripcion poseen
cadenas pesadas 1gG4 asi como cadenas pesadas IgG2 humanas. Los anticuerpos pueden ser ademas de otros isotipos
humanos, se incluye IgG1. Los anticuerpos poseen altas afinidades, tipicamente poseen una Kd de aproximadamente 10% a
aproximadamente 10" “ M o por debajo, cuando se mide por técnicas en fase sélida y en fase de solucion.

La generacién de anticuerpos humanos a partir de ratones en los que, a través de la fusién microcelular, se han introducido
grandes piezas de cromosomas, o cromosomas enteros, se describen en las solicitudes de patentes europeas nums. 773
288 y 843 961. Ademas, se generaron los ratones KM™, que son el resultado del cruzamiento de ratones Tc de Kirin con
ratones con minilocus de Medarex (Humab). Estos ratones poseen el transcromosoma de IgH humana de los ratones Kirin y
el transgen de la cadena kappa de los ratones Genpharm (Ishida y otros, Cloning Stem Cells, (2002) 4:91-102).

Como se apreciara, los anticuerpos se pueden expresar en lineas celulares distintas de las lineas celulares de hibridoma.
Las secuencias que codifican los anticuerpos particulares se pueden usar para transformar una célula hospedera de
mamifero adecuada. La transformacién puede ser por cualquier método conocido para introducir polinucleétidos en una
célula huésped, que incluye, por ejemplo empaque del polinucleétido en un virus (o en un vector viral) y transducir una
célula huésped con el virus (o vector) o por procedimientos de transfeccién conocidos en la materia, como se ejemplifica por
las patentes de Estados Unidos nums. 4,399,216, 4,912,040, 4,740,461, y 4,959,455. El procedimiento de transformacion
usado depende del huésped a transformar. Los métodos para introducir los polinucleétidos heterélogos en las células de
mamifero se conocen bien en la materia e incluyen la transfeccién mediada por dextrano, precipitacién con fosfato de calcio,
transfeccion mediada por polibreno, fusién de protoplastos, electroporacién, encapsulacion del polinucleétido(s) en
liposomas, y microinyeccion directa del ADN en los nucleos.

Las lineas celulares de mamifero disponibles como huéspedes para la expresidon son bien conocidas en la materia e
incluyen muchas lineas celulares inmortalizadas disponibles a partir de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC),
que incluyen, pero sin limitarse a células de ovario de hamster Chino (CHO), células HelLa, células de rifion de hamster bebé
(BHK), células de rifién de mono (COS), células de carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo, Hep G2), células 293 de
rindn epiteliales humanas, y un ndmero de otras lineas celulares. Las lineas celulares de preferencia particular se
seleccionan a través de la determinacion de qué lineas celulares tienen niveles mas altos de expresion y producen
anticuerpos con propiedades de unién al antigeno constitutivas.

A menos que se defina de cualquier otra forma, los términos cientificos y técnicos usados en la presente descripcion tendran
el significado que se entienden cominmente por aquellos con experiencia ordinaria en la materia. Ademas, a menos que el
contexto los requiera de cualquier otra forma, los términos singulares incluiran los plurales y los términos plurales incluiran el
singular. Generalmente, las nomenclaturas utilizadas en relacién con, y técnicas de, cultivo de tejidos y células, biologia
molecular, y la quimica e hibridacion de proteinas y oligo- o polinucleétidos descritas en la presente descripcion son aquellas
bien conocidas y usadas comunmente en la materia.
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Las técnicas estandar se usan para el ADN recombinante, sintesis de oligonucleétidos, y cultivo de tejido y transformacién
(por ejemplo, electroporacion, lipofeccion). Las reacciones enzimaticas y técnicas de purificacion se realizan de acuerdo con
las especificaciones del fabricante o como cominmente se realizan en la materia o como se describen en la presente
descripcién. Las técnicas y procedimientos anteriores se realizan generalmente de acuerdo con los métodos convencionales
bien conocidos en la materia y como se describen en diversas referencias generales y mas especificas que se citan y
discuten a lo largo de la presente especificacion. Ver por ejemplo, Sambrook y otros Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (3ra ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.(2001)), la cual se incorpora en la presente
como referencia. Las nomenclaturas usadas respecto a, y los procedimientos y técnicas de laboratorio de, quimica analitica,
quimica orgénica sintética, y quimica medicinal y farmacéutica descritas en la presente descripcion son aquellas bien
conocidas y usados comunmente en la materia. Las técnicas estandar se usan para las sintesis quimicas, analisis quimicos,
preparacion farmacéutica, formulacion, y suministro, y tratamiento de los pacientes.

Los siguientes términos, a menos que se indique de cualquier otra forma, se entenderan que tienen los siguientes
significados:

Un antagonista puede ser un polipéptido, acido nucleico, carbohidrato, lipido, compuesto de peso molecular pequefo, un
oligonucledtido, un oligopéptido, ARN interferente (iARN), antisentido, una proteina recombinante, un anticuerpo, o
conjugados o proteinas de fusidon de estos. Para una revision del iARN ver Milhavet O, Gary DS, Mattson MP. (Pharmacol
Rev. 2003 dic.;55(4):629-48. Revisado.) y antisentido ver Opalinska JB, Gewirtz AM. (Sci STKE. 28 de oct. 2003;
2003(206):ped7.)

Un antagonista de la Angiopoyetina-2 puede ser cualquier antagonista de la actividad biolégica de la Angipoyetina-2, que
incluye antagonistas que antagonizan la actividad biolégica de la Angiopoyetina-2 y otras Angiopoyetinas que incluyen la
Angiopoyetina-1, Angiopoyetina-3 y/o Angiopoyetina-4. Un antagonista de la Angiopoyetina-2 puede unirse al ligando solo, o
al ligando cuando el ligando esta unido a su receptor.

Un antagonista del VEGF-A puede ser cualquier antagonista de la actividad biolégica del VEGF-A, en donde el antagonista
puede unirse al ligando solo, o al ligando cuando el ligando esta unido a su receptor. El antagonista puede prevenir la
transduccion de seinales de Flt1 o KDR mediada por VEGF-A, inhibiendo de ese modo la angiogénesis. EI mecanismo de
accion de esta inhibicion puede incluir la unién del antagonista a VEGF-A y la inhibiciéon de la unién de VEGF-A a su
receptor, ya sea Flt1 o KDR. Alternativamente el antagonista se puede unir a VEGF-A cuando VEGF-A se asocia con un
receptor, ya sea Flt1 o KDR, y de ese modo prevenir la transduccion de sefiales de FIt1 o KDR mediada por VEGF-A.
Alternativamente el antagonista puede mejorar el aclaramiento del VEGF-A en el mismo al disminuir la concentracién eficaz
de VEGF-A para la unién a Flt1 o KDR.

Una composicion es preferentemente una composicion farmacéutica que comprende uno o mas antagonistas. Los
antagonistas de la composicion pueden administrarse separadamente, secuencialmente o concurrentemente.

La angiogénesis relacionada con la enfermedad puede ser cualquier angiogénesis anormal, indeseable o patoldgico, por
ejemplo, la angiogénesis relacionada con el tumor. La angiogénesis relacionada con la enfermedad incluye, pero sin
limitarse a, tumores no sdlidos tales como leucemia, mieloma multiple, malignidades hematolégicas o linfoma, y ademas
tumores solidos y sus metastasis tales como melanoma, cancer de pulmén de células no pequefias, glioma, carcinoma
hepatocelular (higado), glioblastoma, carcinoma de tiroides, del conducto biliar, huesos, gastrica, cerebro/CNS, cabeza y
cuello, hepatico, estbmago, préstata, mamas, renal, testicular, ovarios, piel, cervical, pulmén, musculos, neuronal, esofagica,
vejiga, pulmédn, uterino, vulval, endometrial, rifién, colorrectal, pancreatico, membranas pleural/peritoneal, glandula salivar, y
tumores epidermoides.

El crecimiento vascular excesivo contribuye ademas a numerosos trastornos no neoplasicos. Estas enfermedades
relacionadas con la angiogénesis no neoplasica incluyen: aterosclerosis, hemangioma, hemangioendotelioma, angiofiboroma,
malformaciones vasculares (por ejemplo,Teleangiectasia Hemorragica Hereditaria (HHT), o sindrome de Osler-Weber),
verrugas, granulomas pirogénicos, crecimiento excesivo del vello, sarcoma de Kaposis, queloides con cicatrices, edema
alérgico, soriasis, sangramiento uterino disfuncional, quistes foliculares, hiperestimulacion del ovario, endometriosis,
diestrés respiratorio, ascitis, esclerosis peritoneal en pacientes con dialisis, formacion de adhesion resultado de la cirugia
abdominal, obesidad, artritis reumatoide, sinovitis, osteomielitis, crecimiento del pannus, osteofito, articulaciones
hemofilicas, procesos inflamatorios e infecciosos (por ejemplo hepatitis, neumonia, glomerulonefritis), asma, podlipos
nasales, regeneracion del higado, hipertension pulmonar, retinopatia del prematuro, retinopatia diabética, degeneracion
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macular relacionada con la edad, leucomalacia, glaucoma neovascular, neovascularizaciéon del injerto corneal, tracoma,
tiroiditis, agrandamiento de las tiroides, y trastornos linfoproliferativos.

Un compuesto se refiere a cualquier compuesto de poco peso molecular con un peso molecular de menos que 2000
Daltons.

El término 'anticuerpo’ se refiere a un polipéptido o un grupo de polipéptidos que comprenden al menos un dominio de union
que se forma a partir del plegamiento de las cadenas de polipéptidos que tienen espacios de unién tridimensionales con la
superficie interna de las formas y distribuciones de carga complementarias con las caracteristicas de un determinante
antigénico de un antigeno. Un anticuerpo tiene tipicamente una forma tetramérica, que comprende dos pares idénticos de
cadenas polipeptidicas, cada par tiene una cadena "ligera" y una "pesada". Las regiones variables de cada par de cadena
ligera/pesada forman un sitio de unién al anticuerpo. Un anticuerpo puede ser oligoclonal, un anticuerpo policlonal, un
anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo injertado con CDR, un anticuerpo multi-especifico, un
anticuerpo biespecifico, un anticuerpo catalitico, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo
completamente humano , un anticuerpo anti-idiotipo y los anticuerpos que se pueden marcar en forma soluble o enlazada,
asi como fragmentos, variantes o derivados de éstos, ya sea solos 0 en conjunto con otras secuencias de aminoacidos que
se proporcionan por las técnicas conocidas. Un anticuerpo podria ser de cualquier especie. El término anticuerpo también
incluye fragmentos de union de los anticuerpos de la invencion; los fragmentos ilustrativo incluyen Fv, Fab, Fab', anticuerpo
de cadena sencilla (svFC), region variable dimérica (diacuerpo) y region variable estabilizada con disulfuro (dsFv).

El término "neutralizante" cuando se refiere a un anticuerpo se relaciona con la capacidad de un anticuerpo para eliminar, o
reducir significativamente, la actividad de un antigeno objetivo. En consecuencia, un anticuerpo de anti-Angiopoyetina-2
"neutralizante" es capaz de eliminar o o reducir significativamente la actividad de la Angiopoyetina-2. Un anticuerpo de anti-
Angiopoyetina-2 neutralizante puede actuar, por ejemplo, bloqueando la unién de la Angiopoyetina-2 a su receptor Tie-2. Al
bloquear esta unién, la transduccion de sefiales mediada por Tie-2 se elimina significativamente o completamente. Lo ideal
seria que un anticuerpo neutralizante contra la Angiopoyetina-2 inhiba la angiogénesis.

El término "polipéptido" se usa en la presente descripciéon como un término genérico para referirse a la proteina nativa,
fragmentos, o analogos de una secuencia de polipéptido. Por lo tanto, proteina nativa, fragmentos, y analogos son especies
del género polipéptido. Los polipéptidos preferidos de acuerdo con la invencién comprenden la cadena pesada de las
moléculas de inmunoglobulina humana y la cadena ligera kappa de las moléculas de inmunoglobulina humana, asi como
moléculas de anticuerpo formadas por combinaciones que comprenden la cadena pesada de las moléculas de
inmunoglobulina con la cadena ligera de las moléculas de inmunoglobulina, tales como la cadena ligera de las moléculas de
inmunoglobulina kappa o lambda, y viceversa, asi como fragmentos y analogos de los mismos. Los polipéptidos preferidos
de acuerdo con la invencién pueden comprender ademas Unicamente la cadena pesada de las moléculas de
inmunoglobulinas humanas o fragmentos de las mismas.

El término "de origen natural" como se usa en la presente descripcion tal como se aplica a un objeto se refiere al hecho de
que un objeto puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, la secuencia de un polipéptido o polinucleétido que esta
presente en un organismo (se incluyen virus) que se pueden aislar a partir de una fuente en la naturaleza y que no se ha
modificado intencionalmente por el hombre en el laboratorio o de otra manera es de origen natural.

El término "polinucleétido” como se refiere en la presente descripcion significa una forma polimérica de nucleétidos de al
menos 10 bases en longitud, ya sea ribonucleétidos o desoxinucleétidos o una forma modificada de cualquier tipo de
nucleétido, o el hetero-duplex ARN-ADN. El término incluye formas de ADN de cadena doble y sencilla.

El término "oligonucleétido" referido en la presente descripcion incluye los nucleétidos de origen natural, y modificados
unidos entre si mediante vinculos de origen natural, y de origen no natural. Los oligonucleétidos son un subconjunto de
polinucledtidos que comprenden generalmente una longitud de 200 bases o menos. Preferentemente, los oligonucleétidos
son de 10 a 60 bases de longitud y con la maxima preferencia 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o0 20 a 40 bases de longitud.
Los oligonucleétidos son generalmente de cadena sencilla, por ejemplo para sondas; aunque los oligonucledtidos pueden
ser doble cadena, por ejemplo para usar en la construccidon de un mutante génico. Los oligonucleétidos pueden ser
oligonucledtidos sentido o antisentido.

Dos secuencias de aminoacidos son "homélogas" si hay una identidad parcial o completa entre sus secuencias. Por
ejemplo, 85% de homologia significa que 85% de los aminoacidos son idénticos cuando las dos secuencias estan alineadas
para la maxima coincidencia. Las interrupciones (en cualquiera de las dos secuencias que se hacen coincidir) se permiten
en la maximizacién de coincidencia; se prefiere la longitud de la interrupcién de 5 o menos, con mayor preferencia de 2 o
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menos. Alternativamente y preferentemente, dos secuencias de proteina (o secuencias de polipéptido derivadas de ellas de
al menos aproximadamente 30 aminoacidos de longitud) son homologas, tal como este término se usa en la presente
descripcién, si tienen una puntuacién de alineamiento de mas de 5 (en unidades de desviacidon estandar) usando el
programa ALIGN con la matriz de datos de mutacion y una penalizacién de interrupciéon de 6 o mayor. Ver Dayhoff, M.O., en
Atlas of Protein Sequence and Structure, pags. 101-110 (Volumen 5, National Biomedical Research Foundation (1972)) and
Suplemento 2 de este volumen, pags. 1-10. Las dos secuencias o partes de ellas son con mayor preferencia homdlogas si
sus aminoacidos son mayores que o igual a 50% idénticos cuando se alinean éptimamente con el programa ALIGN. Se
debe apreciar que pueden haber regiones de homologia diferente dentro de dos secuencias ortélogas. Por ejemplo, los
sitios funcionales de los ortélogos de ratéon y humano pueden tener un grado superior de homologia que las regiones no
funcionales.

Como se usa en la presente descripcién, los veinte aminoacidos convencionales y sus abreviaturas siguen el uso
convencional. Ver Immunology - A Synthesis (2da Edicién, E.S. Golub y D.R. Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunderland,
Mass. (1991)). Los estereoisomeros (por ejemplo, los D-aminoacidos) de los veinte aminoacidos convencionales, los
aminoacidos no naturales tales como a-aminoacidos, a-aminoacidos, disustituidos, N-alquil aminoacidos, acido lactico, y
otros aminodacidos no convencionales podrian ser también componentes adecuados para los polipéptidos de la presente
invencién. Los ejemplos de los aminoacidos no convencionales incluyen: 4-hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, &-N,N,N-
trimetillisina, ¢-N-acetillisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, o-N-
metilarginina, y otros aminoacidos e iminoacidos similares (por ejemplo, 4-hidroxiprolina). En la anotacién de polipéptido que
se usa en este documento, la direccion a la izquierda es la direcciéon del amino terminal y la direccién a la derecha es la
direccién carboxi-terminal, de acuerdo con el uso y convencién estandar.

Del mismo modo, a menos que se especifique lo contrario, el extremo de la izquierda de secuencias de polinucledtidos de
cadena sencilla es el extremo 5'; la direccién hacia la izquierda de secuencias de polinucleétidos de doble cadena se conoce
como direccion §'. La direccién de adicion §' a 3' de transcritos de ARN nacientes se refiere a la direccién de transcripcion;
las regiones de secuencia en la cadena de ADN que tienen la misma secuencia que el ARN y que son 5' al extremo 5' del
transcrito de ARN se refieren como "secuencias corriente arriba"; las regiones de secuencias en la cadena de ADN que
tienen las mismas secuencias que el ARN y que son 3' al extremo 3' del transcrito de ARN se refieren como "secuencias
corriente abajo".

Como se discute en la presente descripcion, pequefias variaciones en las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos o
moléculas de inmunoglobulinas se contemplan como que la presente invencién las abarca, siempre que las variaciones en
la secuencia de aminoacidos mantengan al menos el 95%, y con la maxima preferencia 99% de identidad de secuencia con
los anticuerpos o moléculas de inmunoglobulinas descritas en la presente descripcion. Particularmente, se contemplan las
sustituciones conservadoras de aminoacidos. Las sustituciones conservadoras son aquellas que tienen lugar dentro de una
familia de aminoacidos que tienen cadenas laterales relacionadas. Los aminoacido genéticamente codificados se dividen
generalmente en familias: (1) acidico =aspartato, glutamato; (2) basico=lisina, arginina, histidina; (3) no polar=alanina,
valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano; y (4) polar no cargado=glicina, asparagina, glutamina,
cisteina, serina, treonina, tirosina. Las familias méas preferidas son: la serina y treonina son una familia alifatica-hidroxi; la
asparagina y glutamina son una familia que contiene amida; la alanina, valina, leucina e isoleucina son una familia alifatica; y
la fenilalanina, triptéfano, y tirosina son una familia aromatica. Por ejemplo, es razonable esperar que una sustitucion aislada
de una leucina con una isoleucina o valina, un aspartato con un glutamato, una treonina con una serina, o una sustitucion
similar de un aminoacido con un aminoacido estructuralmente relacionado no tendra un efecto importante en la funcién de
unioén o las propiedades de la molécula resultante, especialmente si la sustitucién no implica un aminoacido dentro de un
sitio de marco. Si un cambio de amino acido resulta en un péptido funcional se puede determinar facilmente mediante el
ensayo de la actividad especifica del polipéptido derivado. En la presente descripcion se describen los ensayos en detalle.
Aquellos con experiencia ordinaria en la materia pueden preparar facilmente los fragmentos o los analogos de los
anticuerpos o las moléculas de inmunoglobulinas. Los amino- y carboxi-terminal preferidos de los fragmentos o analogos se
producen cerca de los limites de dominios funcionales. Los dominios estructurales y funcionales pueden identificarse por
comparacioén de los datos de las secuencias de nucleétido y/o aminoacido con las bases de datos de secuencias publicas o
privadas. Preferentemente, se usan métodos de comparacién computarizados para identificar motivos de secuencia o
dominios de conformacion de la proteina predicha que se producen en otras proteinas de estructura y/o funcién conocida.
Se conocen métodos para identificar las secuencias de proteinas que se pliegan en una estructura tridimensional conocida.
Bowie y otros Science 253:164 (1991). Asi, los ejemplos anteriores demuestran que aquellos con experiencia en la materia
pueden reconocer los motivos de secuencias y las conformaciones estructurales que se pueden usar para definir dominios
estructurales y funcionales de acuerdo con los anticuerpos descritos en la presente descripcion.

Las sustituciones de aminoacidos preferidas son aquellas que: (1) reducen la susceptibilidad a la proteolisis, (2) reducen la
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susceptibilidad a la oxidacion, (3) alteran la afinidad de unién para formar complejos de proteinas, (4) alteran las afinidades
de unioén, y (4) confieren o modifican otras propiedades fisicoquimicas o funcionales de tales analogos. Los analogos
pueden incluir diversas muteinas de una secuencia distinta de la secuencia del péptido de origen natural. Por ejemplo, se
pueden hacer sustituciones de aminoacidos individuales o multiples (preferentemente sustituciones de aminoacidos
conservadoras) en las secuencias de origen natural (preferentemente en la porcién del polipéptido fuera del dominio(s) que
forma los contactos intermoleculares. Una sustitucién de aminoacido conservadora no deberia cambiar sustancialmente las
caracteristicas estructurales de la secuencia parental (por ejemplo, un aminoacido de sustitucion no deberia tender a romper
una hélice que se produce en la secuencia parental, o alterar otros tipos de estructura secundaria que caracterizan la
secuencia de los parentales). Los ejemplos de estructuras secundarias y terciarias de polipéptidos reconocidas en la materia
se describen en Proteins, Structures and Molecular Principles (Creighton, Ed., W. H. Freeman and Company, Nueva York
(1984)); Introduction to Protein Structure (C. Branden y J. Tooze, eds., Garland Publishing, Nueva York, N.Y. (1991)); y
Thornton y otros Nature 354:105 (1991).

El término "fragmento de polipéptido" como se usa en la presente descripcion se refiere a un polipéptido que tiene una
delecién amino-terminal y/o carboxi-terminal, pero donde la secuencia de aminoacidos restante es idéntica a las posiciones
correspondientes en la deducida secuencia de origen natural, por ejemplo, a partir de una secuencia de ADNc de longitud
completa. Los fragmentos tipicamente son al menos 5, 6, 8 o 10 aminoacidos de longitud, preferentemente al menos 14
aminoacidos de longitud, con mayor preferencia al menos 20 aminoacidos de longitud, habitualmente al menos 50
aminoacidos de longitud, y aun con mayor preferencia al menos 70 aminoacidos de longitud. El término "analogo" como se
usa en la presente descripcion se refiere a polipéptidos que comprenden un segmento de al menos 25 aminoacidos que
tiene identidad sustancial con una porciéon de una secuencia de aminoacidos deducida y que tiene al menos una de las
siguientes propiedades: (1) la unién especifica a una Angiopoyetina-2, bajo condiciones de unién adecuadas, (2) capacidad
para bloquear la union apropiada de la Angiopoyetina-2, o (3) capacidad para inhibir la actividad de la Angiopoyetina-2.
Tipicamente, los analogos polipeptidicos comprenden una sustitucion de aminoacido conservadora (o adicién o delecion)
con respecto a la secuencia de origen natural. Los analogos tipicamente son de al menos 20 aminoacidos de longitud,
preferentemente al menos 50 aminoacidos de longitud o mas largo, y frecuentemente pueden ser tan largos como un
polipéptido de origen natural de longitud completa.

Los analogos peptidicos se usan en la industria farmacéutica como farmacos no peptidicos con propiedades analogas a las
del péptido molde. Estos tipos de compuesto no peptidicos se denominan "miméticos de péptidos" o "peptidomiméticos".
Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15:29 (1986); Veber y Freidinger TINS p.392 (1985); y Evans y otros J. Med. Chem. 30:1229
(1987). Tales compuestos frecuentemente se desarrollan con la ayuda del modelado molecular computarizado. Los
miméticos de péptidos que son estructuralmente similares a péptidos terapéuticamente Utiles se pueden usar para producir
un efecto terapéutico o profilactico equivalente. Generalmente, los peptidomiméticos son estructuralmente similares a un
polipéptido paradigma (es decir, un polipéptido que tiene una propiedad bioquimica o actividad farmacolégica), tal como
anticuerpo humano, pero tiene uno o mas enlaces peptidicos opcionalmente reemplazados por un enlace seleccionado del
grupo que consiste de: --CHa2NH--, --CH3S--, --CH»-CHaz--,-CH=CH--(cis y trans), --COCHa--, --CH(OH)CHa--, y -CH>SO--, por
método bien conocidos en la materia. La sustitucion sistematica de uno o mas aminoacidos de una secuencia de consenso
con un D-aminoacido del mismo tipo (por ejemplo, D-lisina en lugar de L-lisina) se puede usar para generar péptidos mas
estables. Adicionalmente se pueden generar péptidos constrefidos que comprenden una secuencia consenso O una
variacion de la secuencia consenso sustancialmente idéntica por métodos conocidos en la materia (Rizo y Gierasch Ann.
Rev. Biochem. 61:387 (1992); por ejemplo, por la adicién de residuos de cisteina internos capaces de formar puentes
disulfuro intramoleculares que ciclan el péptido.

Los "fragmentos de unién" de un anticuerpo se producen por técnicas de ADN recombinante, o por escision quimica o
enzimatica de los anticuerpos intactos Los fragmentos de union incluyen Fab, Fab', F(ab'),, Fv, y anticuerpos de cadena
sencilla. Se entiende que un anticuerpo distinto de un anticuerpo "biespecifico" o "bifuncional" tiene cada uno de sus sitios
de union idénticos. Un anticuerpo inhibe sustancialmente la adhesion de un receptor a un contra-receptor cuando un exceso
de anticuerpos reduce la cantidad de receptor unido al contra-receptor en al menos aproximadamente 20%, 40%, 60% o
80%, y mas generalmente mayor que aproximadamente 85% (segun se midioé en un ensayo competitivo in vitro).

El término "epitopo" incluye cualquier proteina determinante capaz de la union especifica a una Inmunoglobulina o receptor
de células T. Los determinantes epitdpicos por lo general consisten en agrupaciones de moléculas de superficie
quimicamente activa tales como los aminoacidos o cadenas laterales de azlcares y podrian, pero no siempre, tener
caracteristicas especificas de estructura tridimensional, asi como las caracteristicas especificas de carga. Se dice que un
anticuerpo se une de manera especifica a un epitopo cuando la constante de disociacion es <1 uM, preferentemente < 100
nM y con la maxima preferencia < 10 nM.
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El término "agente" se usa en la presente descripcidon para denotar un compuesto quimico, una mezcla de compuestos
quimicos, una macromolécula bioldgica, o un extracto hecho de materiales biolégicos.

"Activo" o "actividad" en lo que se refiere a un polipéptido Angiopoyetina-1 o uno Angiopoyetina-2 se refiere a una porcion
del polipéptido que tiene una actividad biologica o una actividad inmunolégica de acuerdo con el polipéptido nativo.
"Biolégica" cuando se usa en la presente descripcion se refiere a una funcion biolégica que resulta de la actividad del
polipéptido nativo. Por ejemplo, una actividad bioldgica de la Angiopoyetina-2 preferida incluye la angiogénesis inducida por
la Angiopoyetina-2.

"Mamifero" se refiere a todos los mamiferos, pero preferentemente el mamifero es humano.

La digestién de los anticuerpos con la enzima papaina resulta en dos fragmentos idénticos de unién al antigeno, ademas se
conocen como fragmentos "Fab", y un fragmento "Fc", que no tiene actividad de unién al antigeno pero que tiene la
capacidad de cristalizar. La digestion de los anticuerpos con la enzima pepsina resulta en un fragmento F(ab'), en el que los
dos brazos de la molécula de anticuerpo permanecen unidos y comprende dos sitios de unién al antigeno. El fragmento
F(ab'), tiene la capacidad de entrecruzar el antigeno.

"Fv" cuando se usa en la presente descripcion se refiere al fragmento minimo de un anticuerpo que conserva tanto el
reconocimiento del antigeno y los sitios de unién al antigeno.

"Fab" cuando se usa en la presente descripcién se refiere a un fragmento de un anticuerpo que comprende el dominio
constante de la cadena ligera y el dominio CH1 de la cadena pesada.

El término "mAb" se refiere al anticuerpo monoclonal.

"Liposoma" cuando se usa en la presente descripcion se refiere a una vesicula pequefia que puede ser util para la
administracién de farmacos que pueden incluir el polipéptido Angiopoyetina-2 de la invenciéon o anticuerpos a este
polipéptido Angiopoyetina-2 a un mamifero.

"Etiqueta" o "etiquetada" como se usa en la presente se refiere a la adicién de una porcion detectable a un polipéptido, por
ejemplo, una etiqueta radiactiva, etiqueta fluorescente, etiqueta enzimatica etiqueta quimioluminiscente o un grupo biotinilo.
Los radioisétopos o radionuclidos pueden incluir °H, ™C, N, ¥s, 2y, ®T1c, "in, 1, ®"), las etiquetas fluorescentes
pueden incluir rodamina, fésforos lantanidos, o FITC y las etiquetas enzimaticas pueden incluir peroxidasa de rabano
picante, B-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina.

El término "agente farmacéutico o farmaco" como se usa en la presente se refiere a un compuesto quimico, combinacién o
composicién capaz de inducir un efecto terapéutico deseado cuando se administra adecuadamente a un paciente. Otros
términos quimicos en la presente descripcion se usan de acuerdo con el uso convencional en la materia, como se
ejemplifica por The McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (Parker, S., Ed., McGraw-Hill, San Francisco (1985)).

El término paciente incluye a sujetos humanos o veterinarios.

La invencion se ilustrard ahora mediante los siguientes ejemplos no limitantes, que se proporcionan sélo con fines
ilustrativos y no han de interpretarse como una limitacién en las ensefianzas en la presente descripcion, en el que:
Figura 1a. Muestra la eficacia de combinacion después del tratamiento con mAb 3.19.3 y VTKI (inhibidor de tirosina
cinasa VEGF (-4-(4-fluoro-2-metilindol-5-iloxi)-6-metoxi-7-(3-piperidinopropoxi)quinazolina)) en ratones que portan
tumores de xenoinjerto A431.
Figura 1b. Muestra los efectos en los cambios del peso corporal del huésped después del tratamiento de
combinaciéon con mAb 3.19.3 y VTKI (inhibidor de tirosina cinasa VEGF (-4-(4-fluoro-2-metilindol-5-iloxi)-6-metoxi-7-
(3-piperidinopropoxi)quinazolina)) en ratones que portan tumores de xenoinjerto A431.
Figura 2a. Muestra la eficacia de combinacion después del tratamiento con mAb 3.19.3 y VTKI (inhibidor de tirosina
cinasa VEGF (-4-(4-fluoro-2-metilindol-5-iloxi)-6-metoxi-7-(3-piperidinopropoxi)quinazolina)) en ratones que portan
tumores de xenoinjerto Colo205.
Figura 2b. Muestra los efectos en los cambios del peso corporal del huésped después del tratamiento de
combinacién con mAb 3.19.3 y VTKI (inhibidor de tirosina cinasa VEGF (-4-(4-fluoro-2-metilindol-5-iloxi)-6-metoxi-7-
(3-piperidinopropoxi)quinazolina)) en ratones que portan tumores de xenoinjerto Colo205.
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Figura 3a. Muestra la eficacia de la combinaciéon después del tratamiento con mAb 3.19.3 y AZD2171 en ratones
que portan tumores de xenoinjerto HT29.

Figura 3b . Muestra los efectos sobre los cambios de peso corporal del huésped después del tratamiento
combinado con mAb 3.19.3 y AZD2171 en ratones que portan tumores de xenoinjerto HT29.

Figura 4a. Muestra la eficacia de la combinacion después del tratamiento con mAb 3.19.3 y Zactima™ en ratones
que portan tumores de xenoinjerto LoVo.

Figura 4b. Muestra los efectos sobre los cambios de peso corporal del huésped después del tratamiento combinado
con mAb 3.19.3y Zactima' en ratones que portan tumores de xenoinjerto LoVo.

Figura 5a. Muestra la eficacia de la combinacion después del tratamiento con mAb 3.19.3 y mAb DC101 en ratones
que portan tumores de xenoinjerto de colon SW620.

Figura 5b. Muestra los efectos sobre los cambios de peso corporal del huésped después del tratamiento combinado
con mAb 3.19.3 y mAb DC101 en ratones que portan tumores de xenoinjerto de colon SW620.

EJEMPLO 1: GENERACION DEL ANTICUERPO
Inmunizacién

Angiopoyetina-2 humana recombinante obtenida de R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN Cat. num. 623-AM/CF) se uso
como un antigeno. Los anticuerpos monoclonales contra la Angiopoyetina-2 se desarrollaron por inmunizaciéon secuencial de
ratones XenoMouse® (las cepas de XenoMouse XMG2 y XMG4 (cepa 3C-1), Abgenix, Inc. Fremont, CA). Los animales
XenoMouse se inmunizaron por la via de la almohadilla de la pata para todas las inyecciones. El volumen total de cada
inyeccion fue 50 pl por ratén, 25 pl por almohadilla de la pata. La primera inyecciéon fue con 2.35 ug de Angiopoyetina-2
(rhAngiopoyetina-2, cat#623-AM/CF; lote #BN023202A) humana recombinante en PBS de Dulbecco (DPBS) libre de
pirégeno y se mezcld 1:1 v/v con 10 pg de CpG (15 pl de ImmunEasy Mouse Adjuvant, catalogo # 303101; lote #11553042;
Qiagen) por ratén. Los siguientes 6 estimulos fueron con 2.35 pug de rhANGIOPOYETINA-2 en DPBS libre de pirégeno, se
mezclo con 25 pg de Adju-Phos (gel de fosfato de aluminio, Catalogo # 1452-250, lote #8937, HCI Biosector) y 10 ug de
CpG por ratén, seguido por un estimulo final de 2.35 pg de rhAngiopoyetina-2 en DPBS libre de pirégeno, sin adyuvante.
Los ratones XenoMouse se inmunizaron en los dias 0, 3, 6, 10, 13, 17, 20, y 24 de este protocolo y las fusiones se
realizaron en el dia 29.

Seleccion de animales para la cosecha por titulo

Los titulos de anticuerpos anti-Angiopoyetina-2 en el suero de los ratones XenoMouse inmunizados se determinaron por
ELISA. En resumen, placas de 96-pocillos de poliestireno Costar Labcoat Universal Binding (Coming, Acton, MA) se
recubrieron con Angiopoyetina-2 recombinante (1 pg/ml) durante la noche a cuatro grados en tampoén de recubrimiento de
antigeno (tampon de carbonato 0.1 M, pH 9.6 NaHCOs3 8.4 g/l). El dia siguiente, las placas se lavaron 3 veces con tampon
de lavado (0.05% de Tween 20 en 1x PBS) usando un lavador de placas Biotek. Las placas después se bloquearon con 200
pl/pocillo de amortiguador de bloqueo (0.5% de BSA, 0.1% de Tween 20, 0.01% de Timerosal en 1x PBS) y se incubaron a
temperatura ambiente por 1 h. Después del bloqueo de una hora, las placas se lavaron 3 veces con tampon de lavado
usando un lavador de placas Biotek. El suero de cualquiera de los ratones XenoMouse inmunizados con Angiopoyetina-2 o
los animales XenoMouse ingenuos se titularon en amortiguador PBS/0.5% de BSA a diluciones 1:3 por duplicado a partir de
una dilucion inicial 1:100. El dltimo pocillo se dejo en blanco. Estas placas se incubaron a temperatura ambiente durante 2 h,
y las placas después se lavaron 3 veces con tampén de lavado usando un lavador de placas Biotek. Se afiadié un
anticuerpo especifico anti-lgG Fc humana de cabra conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP, Pierce, Rockford, IL)
a una concentracion final de 1 pg/ml y se incubé durante 1 hora a temperatura ambiente. Después las placas se lavaron 3
veces con tampoén de lavado usando un lavador de placas Biotek.

Después del lavado, las placas se revelaron con la adicion de sustrato cromogénico TMB (BioFx BSTP-0100-01) durante 10-
20 min o hasta que los pocillos de control negativos empezaron a mostrar color. Después el ELISA se detuvo por la adicion
de solucion de terminacion (650 nM de reactivo de terminacion para TMB (BioFx BSTP-0100-01), reconstituida con 100 ml
H20 por botella). Se determiné el titulo especifico de cada animal XenoMouse a partir de la densidad 6ptica a 650nm.

Recuperacion de linfocitos, aislamientos de células B, fusiones y generacion de hibridomas

Los ratones inmunizados se sacrificaron por dislocacion cervical, y los ganglios linfaticos de drenaje se recogieron y se
agruparon a partir de cada cohorte. Las células linfoides se disociaron por trituracion en DMEM para liberar las células de
los tejidos y las células se suspendieron en DMEM. Las células se contaron, y 0.9 ml de DMEM por 100 millones de
linfocitos se afiadieron al sedimento de células para resuspender las células suavemente pero completamente. Usando 100
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pl de perlas magnéticas CD90+ por 100 millones de células, las células se etiquetaron por incubacion de las células con las
perlas magnéticas a 4°C durante 15 minutos. La suspension de células etiquetadas magnéticamente que contenia hasta 108
células positivas (o hasta 2x10° células totales) se cargd en una columna LS+ y la columna se lavé con DMEM. El efluente
total se recogié como la fraccién negativa CD90 (la mayoria de estas células se esperaba que fueran células B).

La fusién se realizd por la mezcla de las células B lavadas, enriquecidas del paso anterior y las células P3X63Ag8.653 del
mieloma no secretor adquiridas de la ATCC, cat.# CRL 1580 (Kearney y otros, J. Immunol. 123, 1979, 1548-1550) a una
relacion de 1:1. La mezcla de células se sedimentd suavemente por centrifugacion a 800 x g. Después de la eliminacion
completa del sobrenadante, las células se trataron con 2-4 ml de solucién de pronasa (CalBiochem, cat. # 53702; 0.5 mg/ml
en PBS) por no mas de 2 minutos. Después se afadieron 3-5 ml de FBS para detener la actividad de la enzima y la
suspension se ajusté a 40 ml de volumen total usando la solucién de electro fusién celular, (ECFS, 0.3M de sacarosa,
Sigma, Cat# S7903, 0.1mM de acetato de magnesio, Sigma, Cat# M2545, 0.1mM de acetato de calcio, Sigma, Cat# C4705).
El sobrenadante se elimind después de la centrifugacion y las células se resuspendieron en 40 ml de ECFS. Esta etapa de
lavado se repitio y las células se resuspendieron de nuevo en ECFS a una concentracion de 2x10° células/ml.

La electro fusidn de células se realizé usando un generador de fusiéon (modelo ECM2001, Genetronic, Inc., San Diego, CA).
El tamafo de la camara de fusién usada fue de 2.0 ml, usando los siguientes parametros del instrumento:

Condicion de alineacién: voltaje: 50 V, tiempo: 50 seg.
Rompimiento de la membrana a: voltaje: 3000 V, tiempo: 30 pseg
Tiempo de retencion post-fusion: 3 seg

Después de ECF, las suspensiones celulares se retiraron cuidadosamente de la cdmara de fusién en condiciones estériles y
se transfirieron a un tubo estéril que contenia el mismo volumen de medio de cultivo de hibridoma (DMEM, JRH
Biosciences), 15 % de FBS (Hyclone), suplementado con L-glutamina, pen/strep, OPI (oxaloacetato, piruvato, insulina
bovina) (todo de Sigma) e IL-6 (Boehringer Mannheim). Las células se incubaron durante 15-30 minutos a 37°C, y después
se centrifugaron a 400 x g (1000 rpm) durante cinco minutos. Las células se resuspendieron suavemente en un pequefio
volumen de medio de seleccion de hibridoma (medio de cultivo de hibridoma suplementado con 0.5x HA (Sigma, cat. #
A9666)), y el volumen se ajusté adecuadamente con mas medio de seleccion de hibridoma, en base a una siembra final de
5x10° células B totales por placa de 96 pocillos y 200 ul por pocillo. Las células se mezclaron suavemente y se pipetearon
en placas de 96 pocillos y se dejaron crecer. En el dia 7 o 10, la mitad del medio se eliminé y las células re-alimentaron con
medio de seleccion de hibridoma.

Seleccion de anticuerpos candidatos por Elisa

Después de 14 dias de cultivo, los sobrenadantes de los hibridomas se examinaron para anticuerpos monoclonales
especificos de Angiopoyetina-2. Las placas de ELISA (Fisher, Cat. nim. 12-565-136) se recubrieron con 50 pl/pocillo de
Angiopoyetina-2 (2 pg/ml) humana en tampon de recubrimiento (0.1 M de tampén carbonato, pH 9.6, NaHCO3; 8.4 g/l),
después se incubaron a 4°C durante la noche. Después de la incubacion, las placas se lavaron con tampén de lavado
(0.05% de Tween 20 en PBS) 3 veces. Se afiadieron 200 pl/pocillo de tampdn de bloqueo (0.5% de BSA, 0.1% de Tween
20, 0.01% de timerosal en 1x PBS) y las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de la
incubacion, las placas se lavaron con tampén de lavado tres veces. Se afadieron 50 pl/pocillo del sobrenadante de los
hibridomas, y los controles positivo y negativo se afiadieron y las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 2
horas. El control positivo usado de principio a fin fue suero a partir del raton XenoMouse inmunizado con Angiopoyetina-2, el
grupo 1 Angiopoyetina-2 XMG2, almohadilla de la pata (fp) N160-7, y el control negativo fue suero a partir del ratén
XenoMouse inmunizado con KLH, grupo 1 KLH XMG2, almohadilla de la pata (fp) L627-6.

Después de la incubacion, las placas se lavaron tres veces con tampoén de lavado. Se afiadieron 100 pl/pocillo del
anticuerpo de deteccién anti-hulgGFc-HRP de cabra (Caltag, Cat. num. H10507) y las placas se incubaron a temperatura
ambiente durante 1 hora. En el tamiz secundario, los positivos en el primer tamizaje se seleccionaron en dos conjuntos, uno
para la deteccion de higG y el otro para la deteccién de cadena ligera kappa Ig humana (anti-hlg kappa-HRP de cabra
(Southern Biotechnology, Cat. num.. 2060-05) con el fin de demostrar la composicién completamente humana tanto para la
IgG vy la Ig kappa. Después de la incubacion, las placas se lavaron tres veces con tampén de lavado. 100 pl/pocillo de TMB
(BioFX Lab. Cat. num. TMSK-0100-01) se afiadieron y las placas se dejaron desarrollar durante aproximadamente 10
minutos (hasta que los pocillos de control negativo apenas comenzaron a mostrar color). 50 pl/pocillo de solucion de
terminacion (solucion de terminacion TMB, (BioFX Lab. Cat. num. STPR-0100-01) después se afiadieron y las placas se
leyeron en un lector de placas de ELISA a 450nm. Habia 185 anticuerpos kappa IgG completamente humanos contra
Angiopoyetina-2.
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Todos los anticuerpos que se unen en el ensayo ELISA se pueden contra-seleccionar por la unién a la Angiopoyetina-1 por
ELISA con el fin de identificar aquellos que reaccionan de forma cruzada con la Angiopoyetina-1. Las placas de ELISA
(Fisher, Cat. num. 12-565-136) se recubrieron con 50 pl/pocillo de Angiopoyetina-1 recombinante (2 ug/ml, obtenida de R&D
Systems, Cat. # 293-AN-025/CF) en tampon de recubrimiento (0.1 M de tampdn de carbonato, pH 9.6, NaHCO3 8.4 g/l),
después se incubaron a 4°C durante la noche.

Numero de identificacién del anticuerpo y numero de identificacién de secuencia

La Tabla 1 mas abajo informa el numero de identificacion del anticuerpo anti-Angiopoyetina-2 con el numero de
identificacion de secuencia de los correspondientes genes de cadena pesada y cadena ligera.

Tabla 1
mAb ID |Secuencia SEQ ID
nam.: NO.:
Secuencia de nucleétidos que codifica la regidn variable de la cadena pesada 1
Secuencia de aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena pesada 2
332 Secuencia de nucleétidos que codifica la regién variable de la cadena ligera 3
Secuencia de aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena ligera 4
Secuencia de nucleétidos que codifica la region variable de la cadena pesada 5
Secuencia de aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena pesada 6
3193 Secuencia de nucleétidos que codifica la regién variable de la cadena ligera 7
Secuencia de aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena ligera 8
Secuencia de nucleétidos que codifica la region variable de la cadena pesada 9
Secuencia de aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena pesada 10
3312 Secuencia de nucleétidos que codifica la regién variable de la cadena ligera 11
Secuencia de aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena ligera 12
Secuencia de nucleétidos que codifica la region variable de la cadena pesada 13
5 16.3 Secuencia de aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena pesada 14
Secuencia de nucleétidos que codifica la regién variable de la cadena ligera 15
Secuencia de aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena ligera 16
Secuencia de nucleétidos que codifica la regidn variable de la cadena pesada 17
508 1 Secuencia de aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena pesada 18
Secuencia de nucleétidos que codifica la regién variable de la cadena ligera 19
Secuencia de aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena ligera 20
Secuencia de nucleétidos que codifica la region variable de la cadena pesada 21
5783 Secuencia de aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena pesada 22
Secuencia de nucleétidos que codifica la regién variable de la cadena ligera 23
Secuencia de aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena ligera 24
Secuencia de nucleétidos que codifica la region variable de la cadena pesada 25
>86.1 Secuencia de aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena pesada 26
Secuencia de nucleétidos que codifica la regién variable de la cadena ligera 27
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mAb ID | Secuencia SEQ ID
nam.: NO.:
Secuencia de aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena ligera 28

Secuencia de nucleétidos que codifica la region variable de la cadena pesada. Secuencia de |29 30
aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena pesada

5883 Secuencia de nucleétidos que codifica la regidn variable de la cadena ligera 31
Secuencia de aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena ligera 32
Secuencia de nucledtidos que codifica la region variable de la cadena pesada 33
51011 Secuencia de aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena pesada 34
Secuencia de nucleétidos que codifica la regién variable de la cadena ligera 35
Secuencia de aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena ligera 36
Secuencia de nucledtidos que codifica la region variable de la cadena pesada 37
51031 Secuencia de aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena pesada 38
Secuencia de nucleétidos que codifica la regidn variable de la cadena ligera 39
Secuencia de aminoacidos que codifica la regién variable de la cadena ligera 40

Inhibicién de la unién de Angiopoyetina-2 a Tie-2

Como se discutié anteriormente, la Angiopoyetina-2 ejerce su efecto biolégico mediante la unién al receptor Tie-2. Los
anticuerpos monoclonales que inhibieron la unién Angiopoyetina-2/Tie-2 se identificaron por un ensayo de uniéon competitiva
usando un ELISA modificado. Los mAb usados fueron productos de la micro-purificaciéon a partir de 50 ml sobrenadantes
exhaustivos de los grupos de hibridomas que eran especificos para Angiopoyetina-2 (ver anteriormente). Nunc Immplates™
de 96-pocillos se recubrieron con 100 pl de la proteina de fusiéon Tie-2/Fc humana recombinante (R&D Systems, Inc., Cat.
ndam. 313-TI-100) a 4 pg/ml por la incubacion durante la noche a 4°C. Las placas se lavaron cuatro veces usando
amortiguador fosfato salino (PBS) con una estacion lavadora Skan™ 300 (SKATRON). Los pocillos se bloquearon con 100
pl del amortiguador de bloqueo ABX (0.5% de BSA, 0.1%de Tween, 0.01% de Timerosal en PBS) durante 1 hora

Angiopoyetina-2 humana recombinante biotinilada (R&D Systems, Inc. Cat. nium. BT623) a 100 ng/ml| se afiadié en cada
pocillo con o sin el mAb anti Angiopoyetina-2 a 100 pg/ml. Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante dos
horas antes de que las moléculas no unidas se lavaran. La Angiopoyetina-2 biotinilada unida después se detecté usando
100 pl/pocillo del conjugado estreptavidina-HRP a 1:200 mediante la incubaciéon a temperatura ambiente durante media
hora. Después de lavar dos veces, la estreptavidina unida se detecté mediante el sustrato HRP (R&D Systems, Cat. Num.
DY998 ). Las placas se incubaron durante 30 minutos antes de que se afiadiera solucién de terminacion 450 (100 ul/pocillo,
BioFX, Cat# BSTP-0100-01) para detener la reaccién. La absorbancia de luz a 450 nm se determind mediante un lector
Spectramax Plus.

La proteina de fusion Tie-2/Fc recombinante soluble en exceso molar de 10 veces a la Angiopoyetina-2 se us6 como un
control positivo. A esta concentracion, Tie-2/Fc inhibié la union de Angiopoyetina-2 a Tie-2 inmovilizada en 80%. Con esto
como un criterio arbitrario, 74 de los 175 mAb que se unen a la Angiopoyetina-2 mostraron actividad inhibidora.

Cada hibridoma se cloné usando un método de dilucién limitada segun los procedimientos estandar. Tres clones hermanos
se obtuvieron de cada hibridoma. Para cada clon, el sobrenadante se probd usando el ELISA de unién a la Angiopoyetina-2
humana y la contra unioén a la Angiopoyetina-1, como se describid anteriormente, para asegurar que cada anticuerpo fuera
especifico sélo para la Angiopoyetina-2. Se determinaron las concentraciones de IgG en los sobrenadantes exhaustivos, y
se seleccion6 un clon con el mayor rendimiento entre los tres clones hermanos de cada hibridoma para la purificacién de
IgG. Se purificaron de 0.5 a 1 mg de IgG a partir de cada sobrenadante para la caracterizacién adicional.

Para cuantificar las actividades inhibidoras del mAb sobre la unién a Angiopoyetina-2 a Tie-2, el titulo se determiné para los

mAb purificados a partir de de los mejores candidatos usando un ensayo de unién competitiva. Cada concentraciéon del mAb
se probd por duplicado. La relacion concentracidon-respuesta se encontré mediante ajuste de curvas usando el software de
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graficos Graphpad Prism™ (curva sigmoidea, no lineal). La inhibicion maxima (eficacia) y la ICso (potencia) se calcularon por
el software. Se seleccionaron diez anticuerpos monoclonales que exhibian tanto eficacia y potencia altas; la eficacia y la
potencia de estos mAb se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Eficacia y potencia del mAb anti-Angiopoyetina-1/Angiopoyetina-2

Clon Eficacia* EC50 (ng/ml)
3.31.2 0.3751 0.04169
5.16.3 0.3279 0.08532
5.86.1 0.3844 0.1331
5.88.3 0.4032 0.1557
3.3.2 0.3881 0.1684
5.103.1 0.2317 0.3643
5.101.1 0.3639 0.3762
3.19.3 0.3945 0.7976
5.28.1 0.3892 2.698
5.78.3 0.2621 5.969

* La eficacia se expresa como la relaciéon de Angiopoyetina-2 unida con el mAb (30 pg/ml) vs. sin mAb.

La reactividad cruzada del mAb 3.19.3 a Angiopoyetina-1 después se investigd mediante la medicion de la afinidad del mAb
a la Angiopoyetina-1.

Determinacion de la afinidad de los anticuerpos anti-Angiopoyetina-1 usando el analisis con Biacore

La reactividad cruzada del anticuerpo a Angiopoyetina-1 se investigd adicionalmente por la mediciéon de la afinidad de los
mAb a Angiopoyetina-1. En lugar de inmovilizar la Angiopoyetina-1, como se describe en el ELISA basado en la contra
unién, los mAb se inmovilizaron a los chips Biacore CM5, y la Angiopoyetina-1 en solucién se inyecté para la determinacién
de la velocidad de asociacion y disociacién. Se probaron seis mAb; 3.3.2, 3.31.2, 5.16.3. 5.86.1, 5.88.3 y 3.19.3.

Tamiz de resolucion media

La instrumentacion de resonancia de plasmoén superficial libre de etiqueta (SPR), o Biacore 2000, se us6 para medir la
afinidad del anticuerpo a la Angiopoyetina-1. Para este propdsito, se preparé una superficie de anticuerpo a-humano de
cabra de alta densidad sobre un chip Biacore CM5 usando un acoplamiento de amina rutinario. Para los experimentos de
desarrollo, los mAb purificados (clones 3.3.2, 3.31.2, 5.16.3. 5.86.1, 5.88.3 y 3.19.3) se diluyeron a aproximadamente 2.5-3.5
pg/ml en el tampdén de corrida HBS-P que contenia 100 pg/ml de BSA. El nivel de captura para cada mAb fue
aproximadamente 150 RU. Un lavado de 5 minutos sigui6é a cada ciclo de captura para estabilizar los valores iniciales de
mAb.

Una unica muestra de Angiopoyetina-1 diluida a 87.4 nM en el tampdn de corrida se inyectd durante un minuto sobre todas
las superficies de captura. La Angiopoyetina-1 se encontré que se une al mAb 3.19.3. Este experimento se repiti6 mediante
el aumento de los niveles de captura del mAb a mas de 500-600 RU vy la inyeccion de 380 nM de Angiopoyetina-1 por un
minuto. Se encontrdé de nuevo que la Angiopoyetina-1 se une al mAb 3.19.3.

EJEMPLO 2: ESTUDIOS DE COMBINACION

Se evalud la actividad del mAb 3.19.3 en combinacion con inhibidores de la tirosina cinasa de VEGF de molécula pequefia.

Determinacion de la eficacia terapéutica del mAb 3.19.3 en conjunto con 4-(4-fluoro-2-metilindol-5-iloxi)-6-metoxi-7-(3-
piperidinopropoxi)quinazolina en los modelos de xenoinjertos de A431 y Colo205
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La actividad antitumoral del anticuerpo monoclonal 3.19.3 en conjunto con el VTKI 4-(4-fluoro-2-metilindol-5-iloxi)-6-metoxi-
7-(3-piperidinopropoxi)quinazolina se evalué en un modelo de xenoinjerto de carcinoma epidermoide de piel humana
(Estudio A) y en un modelo de cancer colorrectal (Estudio B) usando lineas celulares A431 y Colo205 respectivamente.

Las células A431 y Colo205 se cultivaron en frascos como de rutina hasta que las células alcanzaron la sub-confluencia. Se
usaron ratones hembra inmunodeficientes de 6-8 semanas de edad (Ncr/nu/nu). Las células se recogieron y se
suspendieron en Matrigel. Una suspension de células que contenia de 1 a 5 x 10° células se inyectaron por via subcutanea
en el flanco de los ratones. Los ratones se distribuyeron aleatoriamente en diferentes grupos, cada uno contenia 10-15
ratones. Cuando el volumen del tumor alcanzé 200mm?®, los ratones se asignaron aleatoriamente en cada uno de los grupos
y se iniciaron los tratamientos. El mAb 3.19.3 10mg/kg en solucioén salina se inyecté por via intraperitoneal, dos veces por
semana durante 2 semanas. El 4-(4-fluoro-2-metilindol-5-iloxi)-6-metoxi-7-(3-piperidinopropoxi)quinazolina se traté por via
oral diariamente a dosis en el intervalo de 1.5 a 6mg/kg en agua que contenia 1% de Tween80. Las dimensiones de cada
tumor se midieron dos veces por semana. El volumen del tumor se calculé como: volumen = longitud x (ancho)2 x 0.5 (cm3).

Estudio A: Determinacién de |a eficacia terapéutica del mAb 3.19.3 en conjunto con 4-(4-fluoro-2-metilindol-5-iloxi)-6-metoxi-
7-(3-piperidinopropoxi)quinazolina en xenoinjertos de tumores humanos A431

Los resultados del estudio de eficacia de la combinacién de xenoinjerto A431 se muestran en la Figura 1a, que ilustra que la
combinacion produce una actividad significativamente mayor que cualquier agente individual solo. El % de inhibicion del
crecimiento tumoral conseguido es el siguiente:

3.19.3 (10mg/kg 2xwk) = 46%; (p<0.01)

4-(4-fluoro-2-metilindol-5-iloxi)-6-metoxi-7-(3-piperidinopropoxi)quinazolina (3mg/kg/dia) = 69%; (p<0.001)
Combinacion 3.19.3 + 4-(4-fluoro-2-metilindol-5-iloxi)-6-metoxi-7-(3-piperidinopropoxi)quinazolina = 89% inhibicién
(p<0.001 para combinacion vs. un solo agente).

No se observo toxicidad adicional con las combinaciones en comparacion con el tratamiento del agente individual solo como
se determind por los cambios en el peso corporal (Figura 1b). Estos resultados demuestran que el tratamiento combinado
con el mAb 3.19.3 anti-Ang2 y el VTKI 4-(4-fluoro-2-metilindol-5-iloxi)-6-metoxi-7-(3-piperidinopropoxi)quinazolina conduce a
mejoras en la eficacia sin toxicidad aditiva en modelos pre-clinicos y proporciona bases para una mayor investigacion clinica
de esta combinacion.

Estudio B: Determinacion de la eficacia terapéutica del mAb 3.19.3 en conjunto con 4-(4-fluoro-2-metilindol-5-iloxi)-6-metoxi-
7 -(3-piperidinopropoxi)quinazolina en xenoinjertos de tumores de colon Colo205 humanos

Los resultados del estudio de eficacia de la combinacién de xenoinjerto Colo205 se muestran en la Figura 2a, que ilustra
que la combinacion produce una actividad significativamente mayor que cualquier agente individual solo. El % de inhibicién
conseguido es el siguiente:

3.19.3 (10mg/kg 2xwk) = 35%; (p<0.05)

4-(4-fluoro-2-metilindol-5-iloxi)-6-metoxi-7-(3-piperidinopropoxi)quinazolina (6mg/kg/dia) = 57%; (p<0.01)
Combinacién 3.19.3 + 4-(4-fluoro-2-metilindol-5-iloxi)-6-metoxi-7-(3-piperidinopropoxi)quinazolina = 87% inhibicién
(p<0.001 para combinacion vs. un solo agente).

No se observo toxicidad adicional con las combinaciones en comparacion con el tratamiento del agente individual solo como
se determind por los cambios en el peso corporal (Figura 2b). Estos resultados demuestran que el tratamiento combinado
con el mAb 3.19.3 anti-Ang2 y el VTKI 4-(4-fluoro-2-metilindol-5-iloxi)-6-metoxi-7-(3-piperidinopropoxi)quinazolina conduce a
mejoras en la eficacia sin toxicidad aditiva en modelos pre-clinicos y proporciona bases para una mayor investigacion clinica
de esta combinacion.

Determinacion de la eficacia terapéutica del mAb 3.19.3 en conjunto con AZD2171 en xenoinjertos del tumor de colon HT29
humano

La eficacia del mAb 3.19.3 en combinacion con AZD2171 se evalu6 en xenoinjertos HT29 humanos. En resumen, 5x10°
células tumorales HT29 en 0.1 ml de medio (RPMI)- 1640 Roswell Park Memorial Institute libre de suero se inyectaron por
via subcutanea en los flancos de 60 ratones atimicos (genotipo nu/nu). Cuando los tumores alcanzaron un volumen de 200
a 400 mm® (9-10 dias), los ratones se distribuyeron aleatoriamente en grupos (8 por grupo) y el tratamiento comenzé (dia 0).
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El grupo de control (Grupo 1) recibié una administracién diaria oral (p.o.) de vehiculo solo durante 28 dias consecutivos
(dias 0 - 27). El tratamiento del Grupo 2 consisti®6 en una administracion p.o. diaria de AZD2171 solo a
1.5mg/kg/administracién durante 28 dias consecutivos (dias 0 - 27). EIl AZD2171 se prepard como una suspension en 1% de
polisorbato 80 (es decir un 1% (v/v) solucidn de polioxietileno (20) sorbitdn mono-oleato en agua desionizada). El Grupo 3
recibié ocho inyecciones intraperitoneales (i.p) de mAb 3.19.3 a 10mg/kg/inyeccién, en el dia 0, 3, 7, 10,14, 17, 21, y 24. El
Grupo 4 recibi6 la administracion diaria p.o de AZD2171 a 1.5mg/kg/administracién durante 28 dias consecutivos (dias O -
27) ) combinado con ocho inyecciones i.p del mAb 3.19.3 a 10mg/kg/inyeccion, en el dia 0, 3, 7, 10, 14, 17, 21 y 24. El
volumen de administracion de AZD2171 fue 10.0 ml/kg (es decir 200 ul para un ratén de 20 g). El volumen de inyeccion de
mAb 3.19.3 fue 10.0 ml/kg (es decir 200 pl para un raton de 20 g).

Tabla 3. Programa de dosificaciéon

Grupo |Tratamientos |Dosis combinada del |Viade adm. NUam. Nuam. Intervalo de dias
farmaco (mg tratamientos |tratamiento/ entre  tratamiento
base/kg/inj.) dia (Dias)

1 Vehiculo de 0.0 p.o para 28 p.o 1p.o 1 para p.o

AZD2171 vehiculo de
AZD2171
2 AZD2171 1.5 p.o para 28 p.o 1p.o 1 para p.o
AZD2171
3.19.3 10 i.ppara3.19.3 |8i.p 304paraip 304paraip
4 AZD2171 + 1.5 para AZD2171 10 | p.o para 28 p.o8i.p 1 p.o. 1 para p.o 304 para
3.19.3 para 3.19.3 AZD2171i.p i.p
para 3.19.3

Los volimenes de los tumores (mm3) se evaluaron al menos dos veces por semana o por medicion del calibrador de Vernier
bilateral y, tomando la longitud del diametro mas largo a través del tumor y el ancho correspondiente perpendicular,
calculado usando la férmula (17/6) x (longitud x ancho) x ¥ (longitud x ancho). La inhibicién del crecimiento desde el inicio del
tratamiento se estimé por comparacion de las diferencias en el volumen del tumor entre los grupos de control y tratados.
Para todos los ratones el estudio se detuvo después de 28 dias. Para todos los ratones, los tumores se extirparon y se
registraron los pesos a la terminacién del estudio.

Tabla 4. Efecto del tratamiento en el crecimiento del tumor

Tratamiento Inhibiciéon del crecimiento del tumor de |valor de P (prueba t para dos muestras
control el dia 28 emparejadas)

AZD2171 (1.5mg/kg/dia p.o,d0-27) |55% 0.0006

3.19.3 (10 mg/kg i.p, dia 0, 3, 7, 10, 14, |40% 0.0001

17,21y 24)

AZD2171 + 3.19.3 81% <0.0001

Como se ilustré en la Figura 3a, y la Tabla 4, la combinacién de mAb 3.19.3 con AZD2171 produjo una inhibicién del
crecimiento del tumor significativamente mayor que 3.19.3 solo (P<0.0001 para un solo agente vs. la combinacién: valor de
P se obtuvo por la prueba t para dos muestras emparejadas al asumir igual varianza). No se observo toxicidad adicional con
las combinaciones en comparacion con el tratamiento del agente individual solo como se determind por los cambios en el
peso corporal (Figura 3b). Estos resultados demuestran que el tratamiento combinado con el mAb 3.19.3 anti-Ang2 y el
inhibidor de VEGF AZD2171 conduce a mejoras en la eficacia sin toxicidad aditiva en modelos pre-clinicos y proporciona
bases para una mayor investigacion clinica de esta combinacion.

Determinacion de la eficacia terapéutica del mAb 3.19.3 en conjunto con Zactima " en xenoinjertos del tumor de colon LoVo
humano

La actividad antitumoral del anticuerpo monoclonal 3.19.3 se evalué en el modelo de xenoinjerto de cancer colorrectal LoVo.
En resumen, las células LoVo se cultivaron en frascos como de rutina hasta que las células alcanzaron la sub-confluencia.
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Se usaron ratones desnudos NCr machos de 8 semanas de edad inmunodeficientes. Las suspensiones celulares que
contenian 3 x 106 se inyectaron por via subcutanea en el flanco derecho de los ratones, y después de que el volumen del
tumor alcanzé 200mm?, los ratones se distribuyeron aleatoriamente en grupos y se iniciaron los tratamientos. El mAb 3.19.3
10mg/kg en solucion salina se inyecté por via intraperitoneal, dos veces por semana durante 2 semanas. Zactima™ se trato
por via oral diariamente en dosis en el intervalo a partir de 25 a 50mg/kg en agua que contenia 1% de Tween80. Las
dimensiones de cada tumor se midieron dos veces por semana. El volumen del tumor se calculé6 como: volumen = longitud x
(ancho)2 x 0.5 (cm3). Como se ilustra en la Figura 4a, el mAb 3.19.3 y Zactima™ retrasaron significativamente el crecimiento
de los tumores LoVo como agentes individuales. Sin embargo la combinacion de mAb 3.19.3 y ZD6474 tuvo un efecto
significativamente mayor que los agentes individuales solos como se ilustra por los siguientes valores de inhibicién del
tumor:

3.19.3 (10mg/kg 2xsemanas) = 48%,; (p<0.001)
Zactima™ (50mg/kg/dia) = 46%:; (p<0.001)
Combinacién 3.19.3 + Zactima™ = 83% inhibici6n (p<0.001 para la combinacidn vs. el agente solo)
No se observo toxicidad adicional con las combinaciones en comparacién con el tratamiento del agente individual solo como
se determind por los cambios en el peso corporal (Figura 4b).TFstos resultados demuestran que el tratamiento combinado
con el mAb 3.19.3 anti-Ang2 y el inhibidor de VEGF Zactima conduce a mejoras en la eficacia sin toxicidad aditiva en

modelos pre-clinicos y proporciona bases para una mayor investigacion clinica de esta combinacion.

Determinacién de la eficacia terapéutica del mAb 3.19.3 en conjunto con el mAb DC 101 en xenoinjertos de tumores de
colon SW620 humano

Se evalué la actividad anti-tumoral del mAb 3.19.3 en conjunto con el anticuerpo monoclonal DC101 que esta dirigido contra
VEGFR-2 /KDR, en el modelo de xenoinjerto de cancer colorrectal SW620. En resumen, células SW620 se cultivaron bajo
condiciones de cultivo de tejidos de rutina en frascos hasta que las células alcanzaron la sub-confluencia. Se usaron ratones
desnudos NCr de 8-10 semanas de edad inmunodeficientes, y suspensiones de células que contenian aproximadamente 1 x
106 células se inyectaron por via subcutanea en el flanco derecho de los ratones. Después de que los volimenes de los
tumores alcanzaron 100mm?, los ratones se distribuyeron aleatoriamente en grupos y se iniciaron los tratamientos. El mAb
3.19.3 10mg/kg en solucién salina se inyectd por via intraperitoneal, dos veces por semana durante 3 semanas. El mAb
DC101 15mg/kg en solucién salina ademas se inyectd por via intraperitoneal, segun el mismo programa de dos veces por
semana durante 3 semanas. Las dimensiones de cada tumor se midieron dos veces por semana. El volumen del tumor se
calculé como: volumen = longitud x (ancho)2 x 0.5 (cma). Como se ilustra en la Figura 5a, la combinacion del mAb 3.19.3 y
DC101 muestra una actividad significativamente mayor que cualquier agente individual solo. Esto ademas se ilustra
mediante los siguientes valores de inhibicion del tumor:

3.19.3 (10mg/kg 2xsemanas) = 48%,; (p<0.03)
DC101 (15mg/kg 2xsemanas) = 66%,; (p<0.01)
Combinaciéon 3.19.3 + DC101 = 93% inhibicién (p<0.001 para la combinacién vs. el agente solo)

No se observo toxicidad adicional con las combinaciones en comparacion con el tratamiento del agente individual solo como
se determind por los cambios en el peso corporal (Figura 5b). Estos resultados demuestran que el tratamiento combinado
con el mAb 3.19.3 anti-Ang2 y el anticuerpo DC101 anti-VEGFR-2 conduce a mejoras significativas en la eficacia sin
toxicidad aditiva en modelos pre-clinicos. Estos datos proporcionan base para una mayor investigacion clinica del
tratamientg con el mAb 3.19.3 anti-Ang2 junto con otras combinaciones de anticuerpos anti-angiogénicos que incluyen
AVASTIN

Determinacion de la eficacia terapéutica del mAb 3.19.3 en conjunto con AVASTIN™ en xenoinjertos de tumores humanos

La actividad antitumoral del anticuerpo monoclonal 3.19.3 en conjunto con AVASTIN™ se puede evaluar en modelos de
xenoinjertos de tumores humanos. A431, Colo205, LoVo u otras células se pueden cultivar en frascos de cultivo como rutina
hasta que las células alcanzan la sub-confluencia. Los ratones desnudos NCR machos o hembras de 7-10 semanas de
edad inmunodeficientes se pueden emplear para el desarrollo de modelos. Las células se pueden recoger, suspender en
Matrigel, y después se inyectan por via subcutanea en cada raton. Los ratones después se pueden aleatorizar en cohortes
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que contienen 8-10 ratones. El AVASTIN™ y el mAb 3.19.3 se pueden administrar por inyeccién intraperitoneal o
intravenosa. Las dimensiones de cada tumor pueden medirse dos veces por semana. El volumen del tumor puede
calcularse como: Volumen = Longitud x (Ancho)2 x 0.5 cm’, o por medicién del calibrador de Vernier bilateral y, tomando la
longitud del diametro mas largo a través del tumor y el ancho correspondiente perpendicular, calculado usando la férmula
(11/6) x (longitud x ancho) x ¥ (longitud x ancho). La inhibicién del crecimiento desde el inicio del tratamiento puede estimarse
mediante la comparacion de las diferencias en el volumen del tumor entre los grupos de control y tratados.

La combinacién del mAb 3.19.3 en conjunto con el tratamiento con AVASTIN™ se espera que produzca una inhibicion
significativamente mayor del crecimiento del tumor que cualquier agente individual solo (P<0.01 para el agente individual vs.
combinacion: con valores de P obtenidos por la prueba t para dos muestras emparejadas al asumir igual varianza).

Determinacion de la eficacia terapéutica del mAb 3.19.3 en conjunto con SU11248 (Sutent) o BAY43-9006 (Sorafinib) en
xenoinjertos de tumores humanos

La actividad antitumoral del anticuerpo monoclonal 3.19.3 en conjunto con Sutent o Sorafinib se puede evaluar en modelos
de xenoinjertos de tumores humanos. HT29, A431, Colo205, LoVo u otras células de tumores humanos se pueden cultivar
en frascos de cultivo como rutina hasta que las células alcanzan la sub-confluencia. Ratones desnudos NCR machos o
hembras de 7-10 semanas de edad inmunodeficientes se pueden emplear para el desarrollo de modelos. Las células se
pueden recoger, suspender en Matrigel, y después se inyectan por via subcutanea en cada ratdn. Los ratones después se
pueden aleatorizar en cohortes que contienen 8-10 ratones. El Sutent y el mAb 3.19.3 se pueden administrar por inyeccion
intraperitoneal o intravenosa de acuerdo a la tabla mas abajo.

Grupo  Compuesto Programa Dosis (mg/kg) # Animales
1 Vehiculo b.i.d.x21 10
2 3.19.3 2x/semana por 3 semanas 10 9
3 Sutent b.i.d.x21 40 9
4 Sutent b.i.d.x21 80 9
Sutent b.i.d.x21 40
° 3.19.3 2x/semana por 3 semanas 10 o
Sutent b.i.d.x21 80
® 3.19.3 2x/semana por 3 semanas 10 °

Las dimensiones de cada tumor pueden medirse dos veces por semana. El volumen del tumor puede calcularse como:
Volumen = Longitud x (Ancho)2 x 0.5 cm®, o por medicién del calibrador de Vernier bilateral y, tomando la longitud del
didametro mas largo a través del tumor y el ancho correspondiente perpendicular, calculado usando la férmula (11/6) x
(longitud x ancho) x v (longitud x ancho). La inhibicién del crecimiento desde el inicio del tratamiento puede estimarse
mediante la comparacion de las diferencias en el volumen del tumor entre los grupos de control y tratados.

La combinacién del mAb 3.19.3 en conjunto con el tratamiento con Sutent o Sorafinib se espera que produzca una inhibicion
significativamente mayor de crecimiento del tumor que cualquier agente individual solo (P<0.01 para el agente individual vs.
combinacion: con valores de P obtenidos por la prueba t para dos muestras emparejadas al asumir igual varianza).

Las secuencias de nucledtidos y polipéptidos de las regiones variables de los anticuerpos monoclonales como se enumeran
en la Tabla 1 se muestran mas abajo.

Anticuerpo Monoclonal 3.3.2 Anti-Ang-2

Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada:
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GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTCCAGCCTGGGGGGTCCCTG
AGACTCTCCTGTGCAGTCTCTGGATTCACCTTTAGTAGCTATTGGATGAGCTGGGT
CCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCCAACATAAAGCAAGATGG
AAGTGAGAAATACTATGTGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGAC
AACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACG
GCTGTGTATTACTGTGCGAGAGATCAAGGTATAGCAGTGGCTGGGCCCTTTGACT
ACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCC (SEQ ID NO: 1)

Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFTFSSYWMSWVRQAPGKGLEWVANIKQDGS
EKYYVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVY YCARDQGIAVAGPFDYW
GQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 2)

Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena ligera:

GAAATAGTGATGACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGTCTCCAGGGGAAAGAG
CCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGACTGTTAGCAGCGACTTAGCCTGGTACCA

GCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGAGCATCCATTAGGGCC
ACTGGTATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGAGTTCACTCTCA
CCATCAGCAGCCTGCAGTCTGAAGATTTTGCAGTTTATTCCTGTCAGCAGTATTAT
AACTGGTGGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGAA (SEQ ID
NO: 3)

Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera:

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQTVSSDLAWYQQKPGQAPRLLIYGASIRATGIP
ARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYSCQQYYNWWTFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO:

4)
Anticuerpo Monoclonal 3.19.3 Anti-Angiopoyetina-2

Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada:
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CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTG
AGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCACTAACTATGGCATGCACTGGG
GCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTATATCACATGATG
GAAATAATAAGTATTATGTAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGA
CAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCTGAGGACAC
GGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGAGGGAATCGATTTTTGGAGTGGCCTCAACTGG
TTCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCC (SEQ ID NO: 5)

Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada:

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFTNYGMHWGRQAPGKGLEWVAVISHDG
NNKYYVDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAREGIDFWSGLNWFD
PWGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 6)

Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena ligera:

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAG
CCACTCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTATTACCGGCAGCTACTTAGCCTGGTA
CCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGACTCCTCATCTGTGGTGCATCCAGCTGG
GCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTC
TCACCATCAGTAGACTGGAGCCTGAAGATITTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTA
TAGTAGTTCACCGATCACCTTCGGCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAACGA
(SEQ ID NO: 7)

Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera:

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSITGSYLAWYQQKPGQAPRLLICGASSWATGI
PDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYSSSPITFGQGTRLEIKR (SEQ ID NO:
8)

Anticuerpo Monoclonal 3.31.2 Anti-Ang-2

Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada:

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTCCAGCCTGGGGGGTCCCTG
AGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGTAGCTATTGGATGAGCTGGGT
CCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCCAACATAAAGCAAGATGG
AAGTGACAAATACTATGTGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGAC
AACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCGAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACG
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GCTGTGTTTTACTGTGCGAGAGATATGGGCAGTGGCTGGTTTGACTACTGGGGCC
AGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCC (SEQ ID NO: 9)

Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMSWVRQAPGKGLEWVANIKQDGS
DKYYVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLRMNSLRAEDTAVFYCARDMGSGWFDYWGQG
TLVTVSSA (SEQ ID NO: 10)

Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena ligera:

GAAGTAGTGATGACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGTCTCCAGGGGAAAGAG
CCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTGGCAGCAACTTAGCCTGGTACCA
GCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCACCAGGGCC
ACTGGTATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGAGTTCACTCTCA
CCATCAGCAGCCTGCAGTCTGAAGATTTTGCAGTTTATTGCTGTCAGCAGTATAAT
CACTGGTGGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGA (SEQ ID NO:
11)

Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera:

EVVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVGSNLAWYQQKPGQAPRLLIYGASTRATG
IPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYCCQQYNHWWTFGQGTKVEIKR (SEQ ID
NO: 12)

Anticuerpo Monoclonal 5.16.3 Anti-Ang-2

Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada:

CAGGTACAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTG
AAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTCACCGGCTTCTATATGTACTGGGT
GCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATCAACCCTAACAG
TAGTGGCACAAACCATGCACAGAAGTTTCAGGGCAGGGTCACCATGACCAGGGA
CACGTCCATCAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGGCTGAGATCTGACGACAC
GGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGATCAGGATATAGCAACAGCTGGTCCCTTTGAC
TACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGC (SEQ ID NO: 13)

Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada:

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGFYMYWVRQAPGQGLEWMGWINPN
SSGTNHAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARDQDIATAGPFDY

WGQGTLVTYVSS (SEQ ID NO: 14)
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Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena ligera:

GAAATAGTGATGACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGTCTCCAGGGGAAAGAG
CCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAAC'ITAGCCTGGTACCA

GCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTTTGGTGCATCCACCCGGGCC

ACTGGTATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGAGTTCACTCTCA
CCATCAGCAGCCTGCAGTCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGTATAAT
AACTGGTGGACGTTCGGCCGAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGAA (SEQ ID
NO: 15)

Secuencia de aminoécidos de la regién variable de cadena ligera:

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSNLAWYQQKPGQAPRLLIFGASTRATGIP
ARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNWWTFGRGTKVEIKR (SEQ ID NO:
16)

Anticuerpo Monoclonal 5.28.1 Anti-Ang-2

Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada:

GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAATCGTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTG

AGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGATTATACCATGCACTGGGT
CCGTCAAACTCCGGGGAAGGGTCTGGAGTGGGTCTCTCTTATTAGTTGGGATGGT
GGTAGCACATACTATGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACA
ACAGCAAAAACTCCCTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAACTGAGGACACCG

CCTTGTATTACTGTGCAAAAGATATAGATATAGCAGTGGCTGGTACAGGATTTGA
CCACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCT (SEQ ID NO: 17)

Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada:

EVQLVESGGIVVQPGGSLRLSCAASGFTFDDYTMHWVRQTPGKGLEWVSLISWDGG
STYYADSVKGRFTISRDNSKNSLYLQMNSLRTEDTALYYCAKDIDIAVAGTGFDHWG
QGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 18)

Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena ligera:

GAAATAGTGATGACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGTCTCCAGGGGAAAGAG
CCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTACCAGCAACCTAGCCTGGTACCA
GCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATTAATTAGGGCC
ACTGGTATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGAGTTCACTCTCA
CCATCAGCAGCCTGCAGTCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAATATAAT
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AACTGGCCATTCACTTTCGGCCCTGGGACCAAAGTGGATATCAAACGA (SEQ ID
NO: 19)

Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera:

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVTSNLAWYQQKPGQAPRLLIYGALIRATGIP

ARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNWPFTFGPGTKVDIKR (SEQ ID NO:
20)

Anticuerpo Monoclonal 5.78.3 Anti-Ang-2

Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTG
AAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTCACCGGCTACTATATGCACTGGG
TGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATCAACCCTAACA
GTGGTGGCACAAACTATGCACAGAAGTTTCAGGGCAGGGTCACCATGACCAGGG
ACACGTCCATCAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGGCTGAGATCTGACGACA
CGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGATAGGGGCTGGAACTACGCAGACTACTACTA
CTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCT
(SEQ ID NO: 21)

Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada:

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYMHWVRQAPGQGLEWMGWINPN
SGGTNYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARDRGWNYADYYY
YGMDVWGQGTTVTVSSA (SEQ ID NO: 22)

Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena ligera:

GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGCGAGAGGG
CCACCATCAACTGCAAGTCCAGCCAGAGTGTTTTATACAGTTCCAACAATCAGAA
CTTCTTAGCTTGGTATCAGCAGAAACCAGGACAGCCTCCTAAACTGCTCATTTACT
GGGCATCTACCCGGGAATCCGGGGTCCCTGACCGATTCAGTGGCAGCGGGTCTGG
GACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGGCTGAAGATGTGGCAGTTTAT

TACTGTCACCAATATTATAGTACTCCGATCACCTTCGGCCAAGGGACACGACTGG

AGATTAAACGA (SEQ ID NO: 23)

Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera:
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DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNQNFLAWYQQKPGQPPKLLIYWA
STRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCHQYYSTPITFGQGTRLEIKR
(SEQID NO: 24)

Anticuerpo Monoclonal 5.86.1 Anti-Ang-2

Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCCGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTG
AAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTCACCGGCTACCATATGTACTGGG
TGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGCTGGGATGGATCAACCCTAACA
GTGGTGGCACAAACTATGCACAGAAGTTTCAGGGCAGGGTCACCATGACCAGGG
ACACGTCCATCAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGGCTGAGATCTGACGACA
CGGCCGTGTATTACTGTGTGAGAGATCAGGGTATAGCAGCAGCTGGTCCCTTTGA
CTACTGGTGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCT (SEQ ID NO: 25)

Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada:

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYHMY WVRQAPGQGLEWLGWINPNS
GGTNYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCVRDQGIAAAGPFDYW
CQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 26)

Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena ligera:

GACATCCGGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTTGGAGACAGAG

TCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGCGCATTAGCACCTATTTAAATTGGTATCA

GCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGTTCCTGATCTATGCTGCATCTAGTTTGCAA
AGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCA
CCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTA

CACTACCCCATTCACTTTCGGCCCTGGGACCAAAGTGGATATCAAACGA (SEQ ID
NO: 27)

Secuencia de aminodacidos de la regién variable de cadena ligera:

DIRMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQRISTYLNWYQQKPGKAPKFLIY AASSLQSGVP
SRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYTTPFTFGPGTKVDIKR (SEQ ID NO:
28)

Anticuerpo Monoclonal 5.88.3 Anti-Ang-2

Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada:
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GAGGTGCAGATGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTCCAGCCGGGGGGGTCCCTG
AGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTAAGAAGCTACTGGATGAGCTGGG
TCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCCAACATAAAGGAAGACG
GAAGTGAGAAATACCATGTGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAG
ACAACGCCGAGAACTCACTGTTTCTGCAAATGAGCAGCCTGCGAGCCGAGGACA
CGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGATATGGAAGCATCAGCTGGCCTCTTTGACTA
CTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCT (SEQ ID NO: 29)

Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada:

EVQMVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLRSYWMSWVRQAPGKGLEWVANIKEDG
SEKYHVDSVKGRFTISRDNAENSLFLQMSSLRAEDTAVYYCARDMEASAGLFDYWG
QGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 30)

Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena ligera:

GAAATAGTGATGACGCAGTCCCCAGCCACCCTGTCTGTGTCTCCAGGGGAAAGAG
CCATCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTATTAGCAGCAACTTAGCCTGGTACCA
GCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCACCAGGGCC
ACTGGTATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGAGTTCACTCTCA
CCATCAGCAGCCTGCAGTCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGTATAAT
TACTGGTGGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGA (SEQ ID NO:
31)

Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera:

EIVMTQSPATLSVSPGERAILSCRASQSISSNLAWYQQKPGQAPRLLIYGASTRATGIP
ARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNYWWTFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO:
32)

Anticuerpo Monoclonal 5.101.1 Anti-Ang-2

Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTG
AAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTCACCGGCTACTATATGCACTGGG
TGCCACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATCAACCCTAACA
GTGGTGGCACAAACTATGCACAGAAGTTTCAGGGCAGGGTCACCATGACCAGGG
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ACACGTCCATCAGCACAGCTTACATGGAGCTGAGGAGGCTGAGATCTGACGACA
CGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGATGGGGGTAGTATACCAGTGTCTGGTCACTT
TGACTACTGGGGGCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCT (SEQ ID NO: 33)

Secuencia de aminoéacidos de la regién variable de cadena pesada:

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYMHWVPQAPGQGLEWMGWINPN
SGGTNYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELRRLRSDDTAVYYCARDGGSIPVSGHFD
YWGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 34)

Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena ligera:

GAAATAGTGATGACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGTCTCCAGGGGAAAGAG
CCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTCTTATCAGCAACTTAGCCTGGTACCA
GCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTTTGGTGCATCCACCAGGGCC
ACTGGTATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGAGTTCACTCTCA
CCATCAGCAGCCTGCAGTCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCATCAGTATAAT

AACTGGTGGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGA (SEQ ID NO:
35)

Secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera:

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSLISNLAWY QQKPGQAPRLLIFGASTRATGIP

ARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCHQYNNWWTFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO:
36)

Anticuerpo Monoclonal 5.103.1 Anti-Ang-2

Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada:

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAAAAGCCTGGGGCCTCAGTC
AAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTCACCGGCTACTATTTGTACTGGGT
GCCACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATCAGCCCTAACAG
TGGTGGCACAAACTATGCACAGAAGTTTCAGGGCAGGGTCACCATGACCAGGGA
CACGTCCATCAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGGCTGAGATCTGACGACAC
GGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGATCAGGTCATAGCAGTAGCTGGTCCCTTTGAC
TACTGGGCCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCT (SEQ ID NO: 37)

Secuencia de aminoécidos de la regién variable de cadena pesada:
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QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYLYWVPQAPGQGLEWMGWISPNS
GGTNYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCARDQVIAVAGPFDYW
AQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 38)

Secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena ligera:

GAAACAGTGATGACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGTCTCCAGGGGAAAGAG
TCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTATCAGCAGCTTAGCCTGGTACCA
GCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCACCAGGGCC
ACTGGTATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGAGTTCACTCTCA
CCATCAGCAGCCTGCAGTCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGTATAAT
AATTGGTGGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGA (SEQ ID NO:
39)

Secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera:

ETVMTQSPATLSVSPGERVTLSCRASQSVISSLAWY QQKPGQAPRLLIYGASTRATGIP
ARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNWWTFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO:

40)

La descripcion escrita anterior se considera suficiente para permitir que una persona con experiencia en la materia lleve a la
practica la invencion. La descripcién y los ejemplos anteriores detallan ciertas modalidades preferidas de la invencion y
describe el mejor modo contemplado por los inventores. Se apreciard, sin embargo, que independientemente de lo detallado

que lo anterior puede aparecer en el texto, la invencién puede llevarse a la practica de muchas formas y la invencién debe
interpretarse de acuerdo con las reivindicaciones anexadas y cualquier equivalente de estas.

LISTA DE SECUENCIAS

<110> AstraZeneca AB
<120> COMBINACIONES
<130> CCH 102111

<160> 40

<170> Patentln version 3.2
<210> 1

<211> 366

<212> ADN
<213> Homo sapiens
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<400> 1
gaggtgcage

tcctgtgeag
ccagggaagg
gtggactctg
ctgcaaatga
ggtatagcag

tcagcc

<210> 2
<211>122
<212> PRT

tggtggagtc
tctctggatte
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

tggctgggcece

<213> Homo Sapiens

<400> 2
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Trp Met Ser
35

Ala Asn Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Asp

Gln Gly Thr
115

<210> 3
<211> 322
<212> ADN

ES2411505T3

tgggggaggc ttggtccagce

cacctttagt agctattgga

ggtggccaac ataaagcaag

attcaccatc tccagagaca

agccgaggac acggctgtgt

ctttgactac tggggccagg

Leu Val Glu

Leu Ser Cys

20

Trp Val Arg

Lys Gln Asp

Phe Thr Ile
70

Asn Ser Leu

85

Gln Gly Ile

100

Leu Val Thr

<213> Homo sapiens

<400> 3

gaaatagtga tgacgcagtc

ctctecetgea gggccagtca

ggccaggcetc ccaggctccet

aggttcagtg gcagtgggtc

gaagattttg cagtttattc

accaaggtgg aaatcaaacg

tccagceace
gactgttagc
catctatgga
tggggcagag

ctgtcagcag

aa

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Val

Gly

val

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Val

Ser
120

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe

Pro Gly Lys

Glu Lys Tyr

Asp. Asn Ala

Glu Asp Thr
S0

Ala Gly Pfo
105

Ser Ala

ctgtctgtgt
agcgacttag
gcatccatta
ttcactctca

tattataact

ctggggggtc
tgagctgggt
atggaagtga
acgccaagaa
attactgtgc

gaaccctggt

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30

Gly Leu Glu

45

Tyr Val Asp
60

Lys Asn Ser

Ala val Tyr

Phe Asp Tyr
110

cctgagactc
ccgccaggcet
gaaatactat
ctcactgtat
gagagatcaa

caccgtctce

Gly Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

Trp Gly

ctccagggga aagagccacc

cctggtacca gcagaaacct

gggccactgg tatcccagee

ccatcagcag cctgcagtct

ggtggacgtt cggccaaggg

33
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<210>4
<211>107
<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 4

Glu Ile Val Met Thr

1

5

Gln Ser

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys

20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

35

Tyr Gly Ala Ser Ile Arg Ala

S0

65

55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe

70

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Ser

85

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val

<210>5
<211> 372
<212> ADN

100

<213> Homo sapiens

<400> 5
caggtgcage

tecctgtgeag
ccaggcaagg
gtagactccg
ctgcaaatga

atcgattttt
gtctecctecag
<210>6

<211> 124
<212> PRT

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

ggagtggcct

cc

<213> Homo Sapiens

tgggggagac
caccttcact
ggtggeagtt
attcaccatc
agctgaggac

caactggttc

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Glu

ES2411505T3

Ala Thr Leu
10

Ala Ser Gln

Gly Gln Ala

Gly Ile Pro

Leu Thr Ile
75

Gln Gln Tyr
90

Ile Lys Arg
105

gtggtccage
aactatggca
atatcacatg
tccagagaca
acggctgtgt

gacccctggg

Ser Val

Thr Vval

Pro Arg
45

Ala Arg
60

Ser Ser

Tyr Asn

ctgggaggtc
tgcactgggg
atggaaataa
attccaagaa
attactgtgc

gccagggaac

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

34

Pro

is

Ser

Leu

Ser

Gln

Trp
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Ser

80

Thr

cctgagactc
cegcecagget
taagtattat
cacgctgtat
gagagaggga

cctggtcace

60
120
180
240
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<400> 6

Gln Val Gln Leu Val
1

Ser Leu Arg Leu Ser

Gly Met His Trp Gly

35

Ala Val Ile Ser His

50

Lys Gly Arg Phe Thr

65

Leu Gln Met Asn Ser

85

Ala Arg Glu Gly Ile

100

Trp Gly Gln Gly Thr
115

<210>7
<211> 327
<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400>7
gaaattgtgt

ctctectgea
cctggcecagg
gacaggttca
cctgaagatt

caagggacac

<210>8
<211>109
<212> PRT

ES2411505T3

Glu- Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg

10

15

Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asn Tyr

25 30

Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

40 45

Asp Gly Asn Asn Lys Tyr Tyr Val Asp Ser Val

55 60

Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

80

Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

90

95

Asp Phe Trp Ser Gly Leu Asn Trp Phe Asp Pro
105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser Ala
120

tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga

gggccagtca gagtattacc ggcagctact tagcctggta

ctceccagact cctcatctgt ggtgcatcca getgggecac

gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag

ttgcagtgta ttactgtcag cagtatagta gttcaccgat

gactggagat taaacga

<213> Homo Sapiens

<400> 8

aagagccact
ccagcagaaa

tggcatceca

tagactggag

caccttegge

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

5

10

35

15

60

120

180

240
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Glu Arg

Tyr

Leu
35

Ile Cys

50

Gly
65

Ser

Pro Glu

Ile Thr

<210>9
<211> 357
<212> ADN
<213> Homo

<400> 9
gaggtgcage

tectgtgcag
ccagggaagg
gtggactctg
ctgcgaatga

ggcagtggct

<210> 10
<211>119
<212> PRT
<213> Homo

<400> 10
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Met Ser
35

Trp

Ala Asn Ile

50

Lys
65

Gly Arg

Leu Arg Met

Ala

Ala

Gly

Gly

Asp

Phe

Thr
20

Leu

Tyr

Ala

Ser

Sexr Gly

Ser

Gln

Ser

Thr

Arg

Gln Lys

40

Trp Ala

S5

Asp Phe

70

Phe Ala

85

Gly
100

Gln

sapiens

tggtggagtce
cctctggatﬁ
ggctggagtg
tgaagggceg
acagcctgag

ggtttgacta

sapiens

Leu Val
5

Leu Ser
20

Trp Val
Lys Gln

Phe Thr

Asn Ser

Val

Gly

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Tyr Tyr

Thr Arg

tgggggagge
cgcctttagt
ggtggccaac
attcaccatc
agccgaggac

ctggggccag

Ser Gly
Ala Ala
Gln Ala
Gly Ser
55

Ser Arg

Arg Ala

Gly

Ser

Pro

Asp

Asp

Glu

ES2411505T3

Ala
25

Ser Gln Ser Ile Thr

30

Pro Gln Ala Pro

45

Gly Arg

Thr Ile Pro

60

Gly Asp Arg

Thr Thr Ile

75

Leu Ser Arg

Gln
.90

cys Gln Tyr Ser Ser

Leu Glu

105

Ile Lys Arg

ttggtccage ctggggggte
agctattgga tgagctgggt
ataaagcaag atggaagtga
tccagagaca acgccaagaa
acggctgtgt tttactgtgc

ggaaccctgg tcaccgtcte

Gly Leu Val Gln Pro

10

Gly Phe Thr Phe Ser

25 30

Lys Gly Leu
45

Gly Glu

Lys Tyr Tyr Val

60

Asp

Asn Ala Lys Asn

75

Ser

Thr Ala Val Phe
36

asp

Gly Ser

Leu Leu
Phe

Ser

Glu
80

Leu

Ser Pro

95

cctgagactce
ccgcecaggcet
caaatactat
ctcactgtat
gagagatatg

ctcagec

Gly
15

Gly
Ser Tyr
Trp Val
Ser

Val

Leu

60

120

180

240

300
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85 90 95

Ala Arg Asp Met Gly Ser Gly Trp Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu val Thr Val Ser Ser Ala
115

<210> 11

<211> 321

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 11
gaagtagtga tgacgcagtc tccagccacc ctgtctgtgt ctccagggga aagagccacc

ctctcectgea gggccagtca gagtgttggc agcaacttag cctggtacca gcagaaacct
géccaggctc ccaggctcct catctatggt gcatccacca gggccactgg tatcccagec
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagag ttcactctca ccatcagcag cctgcagtct
gaagattttg cagtttattg ctgtcagcag tataatcact ggtggacgtt cggccaaggg

accaaggtgg aaatcaaacg a

<210> 12

<211> 107

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Glu Val vVal Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Gly Ser Asn
20 25 30

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

Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Cys Cys Gln Gln Tyr Asn His Trp Trp Thr
85 S0 95

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105

<210> 13

<211> 365

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

37
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<400> 13
caggtacagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaage
tcctgcaagg cttctggata caccttcacc ggcttctata
cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg atcaacccta
gcacagaagt ttcagggcag ggtcaccatg accagggaca
atggagctga gcaggctgag atctgacgac acggccgtgt
gatatagcaa Cagétggtcc ctttgactac tggggccagg
tcagce
<210> 14
<211>121
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 14
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val
1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
20 25
Tyr Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
35 40
Gly Trp Ile Asn Pro Asn Ser Ser Gly Thr Asn
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser
65 70 75
Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr
85 S0
Ala Arg Asp Gln Asp Ile Ala Thr Ala Gly Pro
100 105
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
’ 115 "120
<210> 15
<211> 322
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 15
gaaatagtga tgacgcagtc tccagccacc ctgtetgtgt
ctctectgeca gggccagtca gagtgttage agcaacttag
ggccaggcete ccaggcetecet catcttiggt gcatccaccce
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagag ttcactctca
gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag tataataact
accéaggtgg aaatcaaacg aa

ES2411505T3

ctggggccte

tgtactgggt
acagtagtgg
cgtccatcag
attactgtge

gaaccctggt

Lys Lys

Thr Phe

Gly Leu

45

His Ala

60

Ile Ser

Ala Val

Phe Asp

ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag

ggtggacgtt

38

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

agtgaaggtc
gcgacaggcce
cacaaaccat
cacagcctac
gagagatcag

caccgtctece

Gly Ala

Gly Phe

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

TYyx
95

Cys

Trp Gly

aagagccacce
gcagaaacct
tatcccagcce
cctgcagtct

cggccgaggg

60

120

180

240

300

360

365

60

120

180

240

300
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<210> 16

<211> 107

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 16
Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 - 45 '

Phe Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 SS 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Trp Trp Thr
85 90 95

Phe Gly Arg Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105

<210> 17

<211> 369

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 17

gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaa;c gtggtacagc ctggggggtc cctgagactc
tcctgtgcag cctctggatt cacctttgat gattatacca tgcactgggt ccgtcaaact
ccggggaagg gtctggagtg ggtctetett attagttggg atggtggtag cacatactat
gcagactctg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca acagcaaaaa ctccctgtat
ctgcaaatga acagtctgag aactgaggac accgccttgt attactgtgc aaaagatata

gatatagcag tggctggtac aggatttgac cactggggee agggaaccct ggtcaccgte

tcctcaget

<210> 18

<211> 123

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Ile Val Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

Thr Met His Trp Val Arg Gln Thr Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
39

60

120

180
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35

Ser Leu Ile

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Lys Asp

Gly Gln Gly
115

<210> 19
<211> 324
<212> ADN

Sexr

Phe

Asn

Ile

100

Thr

Trp

Thr

Ser

85

Asp

Leu

<213> Homo Sapiens

<400> 19

gaaatagtga tgacgcagtc
ctctcctgeca gggccagtcea
ggccaggctc ccaggctcct
aggttcagtg gcagtgggtce
gaagattttg cagtttatta

gggaccaaag tggatatcaa

<210> 20
<211>108
<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 20

Glu Ile Val Met

1

Glu Arg Ala Thr

20

Leu Ala Trp Tyr
35

Tyr Gly Ala Leu
50

Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp Phe Ala

Thr

Leu

Gln

Ile

Thr

val

Asp

Ile

70

Leu

Ile

Val

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu

70

TyTr

Gly

55

Ser

Arg

Ala

Thr

acga

Ser

Cys

Lys

Ala

S5

Phe

Tyxr

40

Gly

Arg

Thr

Val

val
120

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Ser

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Ser

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln
90

ES2411505T3

45

Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
60

Ser Lys Asn Ser Leu Tyr

75

80

Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
95

Thr Gly Phe Asp His Trp
110

Ala

Leu Ser
Gln Ser
Ala Pro

Pro Ala
60

Ile Ser
75

Tyr Asn

tccagccacce ctgtetgtgt ctceccagggga
gagtgttacc agcaacctag cctggtacca
catctatggt gcattaa;ta gggccactgg
tgggacagag ttcactctca ccatcagcag

ctgtcagcaa tataataact ggccattcac

aagagccacc
gcagaaacct
tatcccagce
cctgcagtcet

tttcggecect

Val Ser Pro Gly

15

Val Thr Ser Asn

30

Arg Leu Leu Ile

45

Arg Phe Ser Gly

Ser Leu Gln Ser

80

Asn Trp Pro Phe

40

60
120
180
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ES2411505T3

100 105

<210> 21

<211> 378

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 21

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagce

tcctgcaagg cttctggata caccttcacc ggctactata

cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg atcaacccta

gcacagaagt ttcagggcag ggtcaccatg accagggaca

atggagctga gcaggctgag atctgacgac acggccgtgt

ggctggaact acgcagacta ctactactac ggtatggacg

gtcaccgtet cctcaget

<210> 22

<211> 126

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Gln Vval Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val

1 S 10

Ser Val LysAVal Ser Cys Lys. Ala Ser Gly Tyr
20 25

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln

35 40
Gly Trp Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn
S0 33

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser

65 70 75

Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr

85 920

Ala Arg Asp Arg Gly Trp Asn Tyr Ala Asp Tyr
100 . 105

Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Vval

115 120

<210> 23

<211> 342

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ctggggcctce

tgcactgggt

acagtggtgg

cgtccatcag

attactgtgc

tctggggeca

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Tyr

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Vval

Tyr

Ser
125

Pro
Thxr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
Tyr
110

Ala

41

agtgaaggtc

cacaaactat
cacagcctac
gagagatagg

agggaccacyg

Gly
15

Gly
Trp
Lys

Ala

Tyr
95

Gly

gcgacaggce

Ala

Tyr

Met

‘Phe

Tyx
80

cys

Met

60

120

180

240
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<400> 23
gacatcgtga tgacccagtc tccagactce ctggetgtgt
atcaactgca agtccagcca gagtgtttta tacagttcca
tggtatcagc agaaaccagg acagcctcct aaactgctca
gaatccgggg tccectgaccg attcagtgge agegggtctg
atcagcagcc tgcaggctga agatgtggca gtttattact
ccgatcacct tcggccaagg gacacgactg gagattaaac
<210> 24
<211> 114
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 24
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu
1 S 10
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln
20 25
Ser Asn Asn Gln Asn Phe Leu Ala Trp Tyr Gln
35 40
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr
50 55
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
65 70 75
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val
85 90
Tyr Tyr Ser Thr Pro Ile Thr Phe Gly Gln Gly
100 105
Lys Arg
<210> 25
<211> 366
<212> ADN
<213> Homo Sapiens
<400> 25
caggtgcagc tggtgcagtc cggggctgag gtgaagaagc
tcctgecaagg cttctggata caccttcacc ggctaccata
cctggacaag ggcttgagtg getgggatgg atcaacccta
gcacagaagt ttcagggcag ggtcaccatg accagggaca
atggagctga gcaggctgag atctgacgac acggcecgtgt
ggtatagcag cagctggtcc ctttgactac tggtgccagg
tcagct

ctectgggega gagggecace

acaatcagaa cttcttagct
tttactgggc atctacccgg
ggacagattt cactctcacc

gtcaccaata ttatagtact

ga

Ala Val

Ser Val

30

Gln Lys

45
Glu
Asp Phe
Tyr

Tyr

Thr Arg

Ser

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

Leu
15

Gly
Tyr Ser
Gly Gln
Gly

Val

Thr
80

Leu
Gln

His

Glu Ile

110

ctggggectce
tgtactgggt
acagtggtgg
cgtccatcag
attactgtgt

gaaccctggt

42

agtgaaggtc
gcgacaggcce
cacaaactat
cacagcctac
gagagatcag

caccgtctce

60

120
180
240
300
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<210> 26

<211> 122

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 26
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 ) 10 - 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr

His Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45

Gly Trp Ile Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Cly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

val Arg Asp Gln Gly Ile Ala Ala Al& Gly Pro Phe Asp Tyr Trp Cys
100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala
115 120

<210> 27

<211> 324

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27

gacatccgga tgacccagtc tccatcctcce ctgtctgecat ctgttggaga cagagtcacc
atcacttgcc gggcaagtca gcgcattagce acctatttaa attggtatca gcagaaacca
gggaaagccc ctaagttcct gatctatgct gcatctagtt tgcaaagtgg ggtcccatca
aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct

gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacacta ccccattcac tttcggccct

gggaccaaag tggatatcaa acga

<210> 28

<211> 108

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28
Asp Ile Arg Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 ' 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Arg Ile Ser Thr Tyr
20 25 30

43
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Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser
85 20

Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys
100 105

<210> 29

<211> 363

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 29

gaggtgcaga tggtggagtc tgggggaggc ttggtccagce

tcctgtgecag cctctggatt caccttaaga agctactgga

ccagggaagg ggctggagtg ggtggccaac ataaaggaag

gtggactctg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca

ctgcaaatga gcagcctgcg agccgaggac acggctgtgt

gaagcatcag ctggcctctt tgactactgg ggccagggaa

gct

<210> 30

<211> 121

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 30

Glu Val Gln Met Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu

1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40

Ala Asn Ile Lys Glu Asp Gly Ser Glu Lys Tyr
50 S5

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
65 70 75

Leu Gln Met Ser Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Lys Phe

45

Arg Phe

‘Ser Leu

Thr Thr

cgggggggtc

tgagctgggt

acggaagtga

acgccgagaa

attactgtgc

.cecctggtceac

val

Thr

Gly

His

Glu

Ala

Gln Pro
Leu Arg

30
Leu Glu
45
Val Asp
Asn Ser

Val Tyr

44

Leu Ile
Ser Gly

Gln Pro
80

Pro Phe
95

cctgagactc
ccgecagget
gaaataccat
ctcactgttt
gagagatatg

cgtctcetea

Gly Gly
15 .

Ser Tyr
Trp Val
Ser Val

Leu Phe
80

Tyr Cys
95

60
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Ala Arg Asp Met Glu Ala Ser Ala Gly Leu Phe Asp Tyr Trp Gly Gln

100

105

Gly Thr Leu Val Thr val Ser Ser Ala

115 120
<210> 31
<211> 321
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 31
gaaatagtga tgacgcagtc cccagccacc ctgtctgtgt
ctcteetgeca gggccagtca gagtattage agcaacttag
ggccaggctc ccaggctcct catctatggt gcatccacca
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagag ttcactctca
gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag tataattact
accaaggtgg aaatcaaacg a
<210> 32
<211>107
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<400> 32
Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu
1 S 10
Glu Arg Ala Ile Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
35 40
Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr
85 90
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105
<210> 33
<211> 369
<212> ADN

<213> Homo sapiens

110

ctccagggga

cctggtacca

gggccactgg

ccatcagcag

ggtggacgtt

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Asn

Val
Ile
Arg
45

Arg

Ser

Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tzp

45

aagagccatc
gcagaaacct
tatcccagce

cctgcagtcet

cggccaaggg

Pro Gly
15

Ser Asn

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ser

80-

Trp Thr
95

60

120

180

240

300

321



10

15

20

<400> 33
caggtgcage

tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagctga
ggtagtatac

tectcaget

<210> 34
<211> 123
<212> PRT

ES2411505T3

tggtgeagte tggggetgag gtgaagaage

cttctggata caccttcacc ggctactata

ggcttgagtg gatgggatgg atcaacccta

ttcagggcag ggtcaccatg accagggaca

ggaggctgag atctgacgac acggccgtgt

cagtgtctgg tcactttgac tactgggggc

<213> Homo Sapiens

<400> 34

Gln Val Gln Leu Val Gln

1

5

Ser Val Lys Val Ser Cys

20

Tyr Met His Trp Val Pro

Gly Trp Ile Asn Pro Asn

50

Gln Gly Arg Val Thr Met

65

70

Met Glu Leu Arg Arg Leu

85

Ala Arg Asp Gly Gly Ser

100

Gly Gln Gly Thr Leu Val
115

<210> 35
<211> 321
<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 35
gaaatagtga

ctctectgcea
ggcecaggcte
aggttcagtg
gaagattttg

accaaggtgg

tgacgcagtc tccagccacc
gggccagtca gagtcttate
ccaggctect catetttggt
gcagtgggtc tgggacagag

cagtttatta ctgtcatcag

aaatcaaacg a

Ser
Lys
Gln
Ser
Thr
Arg
.Ile

Thx

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Pro

Val
120

Ala Glu Val

Ser Gly Tyr
25

Pro Gly Gln
Gly Thr Asn
Asp Thr Ser
Asp Asp Thr

Val Ser Gly
105

Ser Ser Ala

ctgtctgtgt
agcaacttag
gcatccacca
ttcactctca

tataataact

ctggggcectce

tgcactgggt

acagtggtgg
cgtccatcag
attactgtgc

agggaaccct

Lys Lys Pro

Thr Phe Thr
30

Gly Leu Glu
45

Tyr Ala Gln
60

Ile Ser Thr

Ala vVal Tyr

His Phe Asp
110

agtgaaggtce
gccacaggec

cacaaactat

cacagcttac
gagagatggg

ggtcaccgtce

Gly Ala
1s

Gly Tyr
Trp Met
Lys Phe
Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

ctccagggga aagagccacc

cctggtacca gcagaaacct

gggccactgg

tatccecagec

ccatcagcag cctgcagtct

ggtggacgtt cggccaaggg

46

60

120

180
240
300
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<210> 36

<211> 107

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36
Glu Ile val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Leu Ile Ser Asn
20 25 30

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

Phe Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gl&
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys His Gln Tyr Asn Asn Trp Trp Thr
85 90 95

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105

<210> 37

<211> 366

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 37

caggtgcage tggtgcagtc tggggctgag gtgaaaaage ctggggcctc agtcaaggte
tcctgcaagg cttctggata caccttcacc ggctactétt tgtactgggt gccacaggec
cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg atcageccta acagtggtgg cacaaactat
gcacagaagt ttcagggcag ggtcaccafg accagggaca cgtccatcag cacagcctac
atggagctga gcaggectgag atctgacgac acggccgtgt attactgtge gagagatcag

gtcatagcag tagctggtcc ctttgactac tgggcccaag gaaccctggt caccgtctece

tcagct

<210> 38

<211>122

<212> PRT

<213> Homo Sapiens
<400> 38

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr
20 25 . 30

Tyr Leu Tyr Trp Val Pro Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

47
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Gly Trp Ile
50

Gln Gly Arg
65

Met Glu Leu
Ala Arg Asp

Gln Gly Thr
115

<210> 39
<211> 321
<212> ADN
<213> Homo

<400> 39

gaaacagtga
ctctectgea
ggccaggcte
aggttcagtg
gaagattttg

accaaggtgg

<210> 40
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo
<400> 40
Glu Thr Vval
1

Glu Arg Val

Leu Ala

35

Gly Ala

50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp Phe

Phe Gly Gln

Ser Pro

val Thr

Ser Arg

85

Gln
100

Val

Leu Val

Sapiens

tgacgcagtc
gggccagtca
ccaggctcct
gcagtgggtc
cagtttatta

aaatcaaacg

sapiens

Met Thr
5

Thr

Leu
20 .

Gln

Ser Thr

Gly Thr

Ala Val

85

Gly Thr

Asn
Met
70

Leu

Ile

Thr

Gln
Ser
Gln
Arg
Glu
70

Tyr

Lys

Ser Gly-
S5

Gly

Thr Arg Asp

Arg Ser Asp

Ala Val Ala

105

Vval Ser
120

Ser

Thr

Thr

Asp

Gly

Ala

ES2411505T3

Asn

Ser

75

Thr

Pro

tccagccacc ctgtetgtgt

gagtgttatc agcagcttag

cétctatggt gcatccacca

tgggacagag ttcactctca

ctgtcagcag tataataatt

a

Ser Pro Ala

Cys Arg Ala

Pro
40

Lys Gly

Ala
55

Thr Gly

Phe Thr Leu

Tyr Cys Gln

Val Glu Ile

Thr
10

Ser

Gln

Ile

Gln
90

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Arg

Tyr Ala Gln
60

Ile Ser Thr
Ala Val Tyr

Phe Asp Tyr
110

ctccagggga
cctggtacca

gggccactgg

ccatcagcag

ggtggacgtt

Ser Val Ser

val Ile

Ser
- 30

Pro Arg Leu

45

Ala
60

Phe

Ser Ser Leu

Asn Asn

Trp

48

Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyf Cys
95

Trp Ala

aagagtcacc
gcagaaacct
tatccecagee
cctgcagtct

cggccaaggg

Pro Gly

Ser Ser

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ser

80

Trp Thr

95

60
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180
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REIVINDICACIONES

Una combinacion de un antagonista de anticuerpo de la actividad biolégica de la Angiopoyetina-2, que inhibe la
union Ang-2/Tie-2, y un antagonista de la actividad biolégica de:

I. VEGF-A, y/o
Il. KDR, y/o
. Flt1.

en donde el antagonista del anticuerpo de la Angiopoyetina-2 es un anticuerpo que comprende:

(a) una regién VH que tiene al menos 95% de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 6;
y
(b) una regién VL que tiene al menos 95% de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 8
y

Una combinacion de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde el antagonista del anticuerpo de la Angiopoyetina-22
es un anticuerpo que comprende:

(a) una region VH que tiene al menos 99% de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 6;
y
(b) una region VL que tiene al menos 99% de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 8
y

Una combinacion de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2 en donde el antagonista del anticuerpo de la
Angiopoyetina-2 contiene sustituciones conservadoras de aminoacidos.

Una combinacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en donde el antagonista de anticuerpo de
la Angiopoyetina-2 sélo contiene sustituciones conservadoras de aminoacidos fuera de las regiones CDR.

Una combinaciéon de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en donde el antagonista de la
Angiopoyetina-2 es un anticuerpo monoclonal completamente humano.

Una combinacion de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o la reivindicacion 2 en donde el anticuerpo se une al mismo
epitopo que un anticuerpo que comprende

(a) una region VH que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 6; y
(b) una region VL que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 8.

Una combinacion de acuerdo con la reivindicacion 6 en donde el anticuerpo comprende:

(a) una region VH que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 6; y
(b) una region VL que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 8.

Una combinacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en donde el antagonista de la actividad
biolégica de KDR o Flt1 es un anticuerpo.

Una combinacién de acuerdo con la reivindicacion 8 en donde el antagonista de la actividad biolégica de KDR es
DC101.

Una combinacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en donde el antagonista de la actividad
biolégica de VEGF-A es un anticuerpo.

Una combinacién de acuerdo con la reivindicacién 10 en donde el antagonista de la actividad biolégica de VEGF-A
es Avastin.

Una combinacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en donde el antagonista de la actividad
bioldgica de KDR o Flt1 es un inhibidor de tirosina cinasa.
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Una combinacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en donde el antagonista de la actividad
biolégica de KDR o Flt1 se selecciona de Zactimam, AZD2171, SU11248, SU14813, Vatalanib, BAY43-9006, XL-
647, XL-999, AG-013736, AMG706, BIBF1120, TSU68, GW786034, AEE788, CP-547632, KRN 951, CHIR258,
CEP-7055, OSI-930, ABT-869, E7080, ZK-304709, BAY57-9352, L-21649, BMS582664, XL-880, XL-184 o XL-820.

Una combinacién de acuerdons:on la reivindicacién 13 en donde el antagonista de la actividad biolégica de KDR o
FIt1 se selecciona de Zactima ', AZD2171, SU11248 o BAY 43-9006.

Una combinacién de acuerdo con la reivindicacion 14 en donde el antagonista de la actividad biolégica de KDR o
Fit1 es Zactima™.

Una combinacién de acuerdo con la reivindicacion 14 en donde el antagonista de la actividad biolégica de KDR o
Fit1 es AZD2171.

Una composicién farmacéutica que comprende una combinacion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16.

Una combinacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 para usar en antagonizar la actividad
bioldgica de la Angiopoyetina-2 y uno cualquiera de;

I. VEGF-A, y/o
Il. KDR, y/o
. FIt1.

Una cantidad terapéuticamente eficaz de una combinacion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 para usar
en el tratamiento de la angiogénesis relacionada con la enfermedad en un mamifero.

Una cantidad terapéuticamente eficaz de una combinacién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 para usar
en el tratamiento cancer en un mamifero.

51



ES2411505T3

Figura 1a
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- Volumen (mm®)

L7 0T34, 6 38720 23724 9628 30737 34 3638 40-42 444648

Fot

© B R

A ; : e Peehes L Diasg
S ! 2 b n T LR ] e T TR 1 T o . PR e G | Rotied . I s ’
m vehiculo @3.19.310mpk A VTK -3mpk @ VTKI -3mpk +3.19.3-10mpk | % %

52



ES2411505T3

Figura 1b
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Figura 2a

Crecimiento del tumor
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Figura 2b
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Figura 3a
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Peso corporal (g)

Figura 3b
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Figura 4a

Crecimiento del tumor
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Figura 4b
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Figura 5a
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Figura 3b
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