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DESCRIPCION
Combinaciones de inhibidores de ANG2 y VEGF

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de los Estados Unidos Num. 60/762.493 presentada el
27 de Enero de 2006 que se incorpora explicitamente como referencia a la presente memoria.

Campo de la invencion

La invencion se refiere a combinaciones de inhibidores de Ang2 e inhibidores de VEGF y a su uso en la formulacion
de composiciones farmacéuticas y en el tratamiento de enfermedades, entre otras cosas.

Antecedentes de la invencion

Se sabe que ciertas enfermedades estan asociadas con una angiogénesis desregulada, por ejemplo
neovascularizacion ocular, tal como retinopatias (incluyendo la retinopatia diabética), degeneracion macular
relacionada con la edad, psoriasis, hemangioblastoma, hemangioma, arteriosclerosis, enfermedades inflamatorias,
tales como la una enfermedad reumatoide o reumatica, especialmente artritis (incluyendo artritis reumatoide), u otros
trastornos inflamatorios cronicos, tales como asma crénica, aterosclerosis arterial o post-trasplante, endometriosis, y
enfermedades neoplasicas, por ejemplo los denominados tumores sélidos y tumores liquidos (tales como
leucemias).

Por ejemplo, la angiogénesis juega un papel crucial en el progreso del tumor. Los tumores nacientes y pequefios
pueden obtener suficiente oxigeno y nutrientes para mantener su crecimiento mediante difusién simple. Sin
embargo, por encima de un diametro de 1 a 2 mm la difusion no puede proporcionar estos elementos en las
cantidades requeridas para un crecimiento adicional. Para un crecimiento por enzima de este tamafio, todos los
tumores requieren una vasculatura, cualquiera que sea su causa, origen, tipo, edad, o localizacion. De este modo, el
crecimiento tumoral por encima de un diametro de 1 a 2 mm requiere angiogénesis.

La angiogénesis, por lo tanto, se ha considerado una diana prometedora para el desarrollo de un tratamiento general
eficaz para tumores.

Tres mecanismos principales desempefian un papel importante en la actividad de los inhibidores de la angiogénesis
contra tumores: (i) inhibicién del crecimiento de los vasos, especialmente capilares, en tumores en reposo
avasculares, con el resultado de que no existe un crecimiento tumoral neto debido al equilibrio que se logra entre la
muerte y la proliferacion celulares; (i) prevencion de la migracion de células tumorales debido a la ausencia de flujo
sanguineo hacia y desde los tumores; y (iii) inhibicion de la proliferacion de células endoteliales, lo que evita el efecto
paracrino estimulador del crecimiento ejercido sobre el tejido circundante sobre las células endoteliales que
normalmente revisten los vasos. Véase R. Connell y J. Beebe, Exp. Opin. Ther. Patents, 11:77-114 (2001).

Los esfuerzos para desarrollar inhibidores terapéuticamente eficaces de la angiogénesis se han dirigido a estos tres
mecanismos principales. Como resultado de estos esfuerzos, se ha identificado una variedad agentes anti-
angiogénicos prometedores. Si bien algunos de estos muestran efectos inhibidores notables, no se ha demostrado
que ninguno de ellos sea un modo completamente satisfactorio de proporcionar una modalidad monoterapéutica
para la mayor parte de los trastornos dependientes de la angiogénesis.

Los esfuerzos para obtener un perfil terapéutico mas eficaz se han centrado en la identificacion de nuevos
cebadores, la modificaciéon de inhibidores conocidos, la mejora de la formulacion y administracion, y la utilizacion de
los inhibidores junto con otras modalidades terapéuticas. Hasta ahora, si bien se ha conseguido un cierto progreso,
queda mucho por hacer.

Un enfoque para desarrollar una modalidad de tratamiento mas eficaz ha consistido en combinar agentes que actuan
sobre diferentes dianas, preferiblemente dianas que actuan sobre rutas bien aisladas. Se ha sugerido una variedad
de combinaciones.

Puesto que se ha demostrado que la ruta de Tie2 es importante para la angiogénesis, ha habido algunas
sugerencias para intentar combinar un inhibidor de la ruta de Tie2 con un inhibidor de la ruta de VEGF. Véanse
Siemeister G., et al., Cancer Research, 59:3185-3191 (1999); Jendreyko, N., et al., Journal of Biological Chemistry,
278:47812-47819 (2003); Jendreyko, N., et al., PNAS, 102:8293-8298 (2005). Existe alguna evidencia de que las
dos rutas actian independientemente entre si. Sin embargo, esto no significa que la combinacién con un agente que
actua sobre una ruta con un agente que actua sobre la otra ruta tenga un efecto aditivo. Por supuesto, es igualmente
probable que a una dosificacion 6ptima cualquiera de los agentes (utilizado solo) sea al menos tan eficaz que
cuando se utiliza combinado. El documento EP 1586333 (Schering Aktiengesellschaft) hace referencia a
composiciones de compuestos que interfieren en los sistemas de VEGF/receptor de VEGF y los sistemas de
Angiopoyetina/receptores de Tie. El documento US 2003/0125339 (Chen et al) hace referencia a compuestos
heterociclicos para el tratamiento de enfermedades mediadas por angiogénesis. Herbst et al (2004) "151 AMG706
first in human, open label, dose finding study evaluating safety and pharmacokinetis (PK) in subjets with advanced
solid tumours" European Journal of Cancer, Supplement, Vol 2, Num. 8) comentan la seguridad y los niveles de
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dosificacion de AMG706 cuando se somete a ensayo en pacientes con tumores solidos.

Los autores de las invenciones descritas en la presente memoria han examinado los perfiles terapéuticos de una
variedad de combinaciones de agentes que actuan sobre la ruta de VEGF con agentes que actian sobre la ruta de
Tie2. Han encontrado que algunas combinaciones de un inhibidor de la ruta de VEGF y un inhibidor de la ruta de
Ang2 tienen una utilidad concretamente acrecentada en el tratamiento de pacientes.

Compendio de la invencion

Los siguientes parrafos numerados describen algunas realizaciones ilustrativas de la invencién que ilustran algunos
de sus aspectos y caracteristicas. No son exhaustivos en la ilustracién de sus muchos aspectos y realizaciones, y
por tanto no limitan la invencién de ningin modo. Muchos otros aspectos, caracteristicas, y realizaciones de la
invencion se describen en la presente memoria. Muchos otros aspectos y realizaciones resultaran evidentes para los
expertos en la técnica después de leer la solicitud y proporcionar la consideracion debida a la luz de la técnica
anterior y el conocimiento del campo.

Los parrafos numerados mas abajo son auto-referentes. La expresion "de acuerdo con cualquiera de los anteriores o
los siguientes” se refiere a todos los parrafos numerados precedentes y siguientes y sus contenidos. Del mismo
modo, la expresién "de acuerdo con cualquiera de los anteriores" se refiere a todos los parrafos numerados
precedentes y su contenido.

La expresion "de acuerdo con cualquiera de los siguientes" se refiere a todos los parrafos numerados siguen. Todas
las expresiones "de acuerdo con Num." son referencias directas a ese parrafo numerado, p. €j., "de acuerdo con 46."
significa de acuerdo con el parrafo 46. en este grupo de parrafos numerados. Todas las referencias cruzadas son
combinatorias, excepto las redundancias e incoherencias de alcance. Las referencias se utilizan explicitamente para
proporcionar una descripcion concisa que muestre la inclusion de las diferentes combinaciones del asunto sujeto con
otro.

La presente invencion hace referencia a una combinacion de (a) 2xCon4(C), y (b) AMG706 y sus sales
farmacéuticamente aceptables; para su uso en el tratamiento de un tumor sélido en un sujeto.

La invencion también hace referencia a formulaciones farmacéuticamente aceptables de 2xCon4(C), combinado con
AMG706 para su uso como antes. Preferiblemente, el tumor sdlido es un adenocarcinoma, y mas preferiblemente el
adenocarcinoma es cancer de colon. El sujeto puede ser un ser humano. 2xCon4(C) y AMG706 se pueden
administrar en diferentes momentos, sucesivamente. La combinacion de 2xCon4(C) y AMG706 se puede administrar
al mismo tiempo. El AMG706 se puede administrar a una dosis de 25 mg a 125 mg una vez al dia.

2xCon4(C) se describe en los documentos WO 2004/092215A2 o WO 03/05134A2, concretamente como
2xCon4(C);

AMG706, se describe en el documento US 2003/0125339 o en la Patente de los Estados Unidos Nim. 6995162 o en
la Patente de los Estados Unidos Num. 6878714, concretamente en las partes que describen AMG706.

Breve descripcion de las Figuras

La Figura 1 presenta graficamente los volimenes tumorales (media + ETM) en el curso del estudio descrito en el
Ejemplo 1, en el que tumores de xenoinjerto de células de cancer colorrectal Colo205 en ratones hembra CD1 Nu/Nu
se trataron con Tek472/Fc mas IgG (grupo 4), Avastina® mas Fc (grupo 1), Tek472/Fc y Avastina® (grupo 2), o IgG
mas Fc (control negativo) (grupo 3).

La Figura 2 presenta graficamente los volimenes tumorales en el curso del estudio descrito en el Ejemplo 2, en el
que tumores de xenoinjerto de células de carcinoma epidermoide A431 en ratones hembra CD1 Nu/Nu se trataron
con: (1) IgG1 (control) (grupo 1); (2) anticuerpo anti-Ang2 (Ab 536) y control (grupo 2); (3) anticuerpo anti-VEGF y
control (grupo 3); y (4) anticuerpo anti-VEGF y anticuerpo anti-Ang2 (Ab 536) (grupo 4). Cada dato especifico es la
media para un grupo. Cada barra es + ETM.

La Figura 3 representa graficamente los volumenes tumorales en el curso del estudio descrito en el Ejemplo 3, en el
que tumores de xenoinjerto de células de carcinoma de colon HT29 en ratones carentes de sistema inmune atimicos
hembra se trataron con combinaciones de: (1) vehiculo y Fc (grupo 1); (2) vehiculo y 2xCon4(C) (grupo 2); (3) AMG
706 y Fe (grupo 3); y (4) AMG 706 y 2xCon4(C) (grupo 4). Cada dato especifico es la media para un grupo de diez
ratones. Cada barra representa el intervalo de ETM.

La Figura 4A a 4D presentan graficamente los resultados del estudio descrito en el Ejemplo 4, en el que tumores de
xenoinjerto de células de cancer colorrectal Colo205 en ratones hembra CD1 Nu/Nu se trataron con nueve
combinaciones de vehiculos de control, 2xCon4(C), y/o 4eTBPPAPC, como se expone en la Tabla 4A y la Tabla 4B.
Los datos representan la media + ETM (n=10 ratones cada uno).

La Figura 4A representa graficamente los volumenes tumorales medios en el curso del tratamiento de los grupos 1,
2, 3,y 6 que se trataron con vehiculos de control (grupo 1), una dosis suboptima de 4TBPPAPC (grupo 2), una dosis
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suboptima de 2xCon4(C) (grupo 3), y una dosis subdptima de 4TBPPAPC y una dosis suboptima de 2xCon4(C)
(grupo 6).

La Figura 4B representa graficamente los volimenes tumorales medios en el curso del tratamiento de los grupos 1,
2,5,y 7 que se trataron con vehiculos de control (grupo 1), una dosis subdptima de 4TBPPAPC (grupo 2), una dosis
optima de 2xCon4(C) (grupo 5), y una dosis subdptima de 4TBPPAPC y una dosis 6ptima de 2xCon4(C) (grupo 7).

La Figura 4C representa graficamente los volimenes tumorales medios en el curso del tratamiento de los grupos 1,
3, 4,y 8 que se trataron con vehiculos de control (grupo 1), una dosis suboptima de 2xCon4(C) (grupo 3), una dosis
optima de 4TBPPAPC (grupo 4), y una dosis 6ptima de 4TBPPAPC y una dosis suboptima de 2xCon4(C) (grupo 8).

La Figura 4D representa graficamente los volumenes tumorales medios en el curso del tratamiento de los grupos 1,
4, 5,y 9 que se trataron con vehiculos de control (grupo 1), una dosis 6ptima de 4TBPPAPC (grupo 4), una dosis
optima de 2xCon4(C) (grupo 5), y una dosis 6ptima de 4TBPPAPC y una dosis 6ptima de 2xCon4(C) (grupo 9).

La Figura 5 representa graficamente los volumenes tumorales medios en el curso del tratamiento de xenoinjertos de
células de cancer colorrectal Colo205 en ratones CD1 Nu/Nu tratados con AMG 706 (grupo 1), 2xCon4(C) (grupo 2),
AMG 706 y 2xCon4(C) (grupo 3), y FC/vehiculo (grupo 4), como se describe en el Ejemplo 5.

La Figura 6 representa graficamente los volumenes tumorales medios en el curso del tratamiento de xenoinjertos de
células de cancer colorrectal Colo205 en ratones CD1 Nu/Nu tratados con 2xCon4(C) (grupo 3), Avastina ™ (grupo
2), 2xCon4(C) y Avastina™ (grupo 4), y control (grupo 1), como se describe en el Ejemplo 6.

La Figura 7 representa graficamente los volumenes tumorales medios en el curso del tratamiento de xenoinjertos de
células de cancer colorrectal Colo205 en ratones CD1 Nu/Nu tratados con 2xCon4(C) (grupo 3), Avastina ™ (grupo
2), 2xCon4(C) y Avastina™ (grupo 4), y control (grupo 1), como se describe en el Ejemplo 7.

Definiciones

Los significados ilustrativos de ciertos términos y expresiones utilizados en la presente memoria se exponen a
continuacion.

"2xCon4(C)" es un pepticuerpo selectivo de Ang2, como se describe en los documento WO 03/057134A2 y WO
2004/092215A2, concretamente en las partes que tienen que ver con 2xCon4(C), su estructura y propiedades, los
métodos para su elaboracion y utilizacion, y otros compuestos relacionados. 2xCon4(C) es a fusidon de un fragmento
Fc humano y dos copias de un péptido de unién especifica a Ang2.

2xCon4(C) es también referido como 2xCon4(C) 1 K. Entre otros nombres para 2xCon4(C) se encuentran aquellos
expuestos en las anteriores publicaciones WIPO.

"4ATBPPAPC" es un inhibidor multi-quinasa que interfiere en las rutas de sefalizacion de Kit, PDGR, y VEGF. Su
nombre es N-(4-(1,1-dimetiletil)fenil)-2-((4-piridinilmeti)amino-3-piridinocarboxamida, como se describe en la Solicitud
de Patente de los Estados Unidos Num. US2003/0125339, concretamente en las partes que tienen que ver con
4TBPPAPC, su estructura y propiedades, los métodos para su elaboraciéon y utilizaciéon, y otros compuestos
relacionados. 4TBPPAPC también se denomina N-[4-(terc-butil)fenil[{2-[(4-piridilmeti-1)amino](3-piridil)}carboxamida.

"Un" o "una" significa en la presente memoria uno o mas de uno; al menos uno. Cuando se utiliza en la presente
memoria la forma en plural, ésta generalmente incluye el singular. El término "compuestos" incluye un compuesto,
asi como muchos compuestos. El término "sales" incluye una sal, asi como muchas sales.

"Ab 536" es un anticuerpo especifico de Ang2 humana que comprende la cadena pesada HC de 536 y la cadena
ligera kappa de 536, como se describe en el documento WO 03/030833 y la Solicitud de los Estados Unidos Num.
10/982,440, concretamente en las partes que tienen que ver con Ab 536, su estructura y propiedades, los métodos
para su elaboracion y utilizacion, y otros anticuerpos relacionados. Ab 536 y los anticuerpos relacionados y similares
también se describen en el documento WO 04/092215, concretamente en las partes que tienen que ver con Ab 536
y péptidos y proteinas relacionados, sus estructuras y propiedades, y los métodos para su elaboracion y utilizacion.

"Ang" es una denominacioén para angiopoyetina.
"Ang2" es una denominacion para angiopoyetina 2.

"Inhibidor de Ang2" seguin se utiliza en la presente memoria es cualquier sustancia que disminuye la actividad eficaz
de Ang2 en una circunstancia dada. Los inhibidores de Ang2 pueden ser, por nombrar solo unos pocos ejemplos,
moléculas pequefas, péptidos, polipéptidos, proteinas, incluyendo mas especificamente anticuerpos, incluyendo
anticuerpos anti-Ang2, intracuerpos, maxicuerpos, minicuerpos, diacuerpos, proteinas de fusién con Fc tales como
pepticuerpos, recepticuerpos, proteinas receptoras de Tie-2 solubles y fragmentos, y una variedad de otros. Muchos
inhibidores de Ang2 funcionan uniéndose a Ang2. Otros funcionan uniéndose a factores que se unen a o estan
unidos a Ang2. Otros inhibidores de Ang2 actian mas indirectamente, por ejemplo alterando modificaciones post-
traduccionales reguladoras tales como la fosforilacion que controla la sefializacién engendrada por Ang2 o alterando
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la interaccion de Ang2 con otros factores. Los inhibidores de Ang2 de acuerdo con la invencidon también pueden
actuar de modos mas indirectos para disminuir la actividad de Ang2. Cualquiera que sea el mecanismo, utilizado en
la presente memoria, un inhibidor de Ang2 disminuye la actividad eficaz de Ang2 en una circunstancia dada por
encima de lo que lo haria en la misma circunstancia en ausencia del inhibidor.

"Avastina™" es un anticuerpo monoclonal humanizado recombinante que se une a directamente a VEGF, y es

comercializado por Genentech. También se denomina bevacizumab, R-435, rhuMAB-VEGF, y Numero de Registro
CAS 216974-75-3.

"BAY 43-9006" - véase Nexavar .

"Cancer" y "canceroso" se refieren a o describen el estados fisiolégico en mamiferos que se caracteriza tipicamente
por un crecimiento celular desregulado. Los ejemplos de cancer incluyen, pero no estan limitados a, carcinoma,
linfoma, sarcoma, blastoma, y leucemia. Los ejemplos mas concretos de tales canceres incluyen carcinoma de
células escamosas, cancer de pulmoén, cancer de pancreas, cancer cervical, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de
mama, carcinoma de colon, y cancer de cabeza y cuello.

"Co-administrar" significa administrar en conjunto con otro, junto, coordinadamente, incluyendo administracion
simultanea o sucesiva de dos o mas agentes.

"Que comprende" significa, sin otra limitacién, incluyendo el referente, necesariamente, sin ninguna calificacion o
exclusion sobre qué mas puede estar incluido. Por ejemplo, "una composicion que comprende x e y" incluye
cualquiera composicién que contiene x e y, sin importar qué otros componentes pueden estar presentes en la
composicion.

Del mismo modo, "un método que comprende la etapa de x" incluye cualquier método en el que x se lleva a cabo, ya
sea x la unica etapa del método ya sea solamente una de las etapas, sin importar cuantas otras etapas pueda haber
y sin importar cuan compleja sea x en comparacion con ellas. "Compuesto de" y expresiones similares que utilizan
palabras con la raiz "comprende” se utilizan en la presente memoria como sindnimos de "que comprende" y tienen el
mismo significado.

"Compuesto de" es un sindnimo de que comprende (véase lo anterior).

"Deletéreo" significa, segun se utiliza en la presente memoria, nocivo. A modo de ilustracion, los procesos
"deletéreos” incluyen, por ejemplo, efectos nocivos de los procesos de enfermedad y los efectos secundarios
nocivos de los tratamientos.

"Disfuncion” significa, segun se utiliza en la presente memoria, un trastorno, enfermedad, o efecto deletéreo de un
proceso por otra parte normal.

"Cantidad eficaz" significa generalmente una cantidad que proporciona el efecto local o sistémico deseado. Por
ejemplo, una cantidad eficaz es una cantidad suficiente para llevar a efecto un resultado clinico beneficioso o
deseado. Las cantidades eficaces se pueden proporcionar de una vez en una Unica administracién o en cantidades
fraccionadas que proporcionan la cantidad eficaz en varias administraciones. La determinacion precisa de lo que se
consideraria una cantidad eficaz se puede basar en factores individuales de cada sujeto, incluyendo su tamario,
edad, lesion, y/o de la enfermedad o lesién que se esté tratando, y de la cantidad de tiempo desde que se produjo la
lesién o empezé la enfermedad. Un experto en la técnica sera capaz de determinar la cantidad eficaz para un sujeto
dado basandose en estas consideraciones que son rutinarias en la técnica. Segun se utiliza en la presente memoria,
"dosis eficaz" significa lo mismo que "cantidad eficaz."

"Ruta eficaz" significa generalmente una ruta que proporciona la liberacién de un agente en un compartimento,
sistema, o localizacion deseados. Por ejemplo, una ruta eficaz es aquella a través de la cual se puede administrar un
agente para proporcionar en el sitio de accion deseado una cantidad del agente suficiente para llevar a efecto un
resultado clinico beneficioso o deseado.

"SBF" significa suero bovino fetal.

"Kit" significa una coleccion de articulos utilizada para uno o varios propdsitos dados, en particular en el contexto de
la presente descripcion, un conjunto de articulos en un (o mas de un) paquete para su uso en una terapia combinada
que comprende, por ejemplo, 2xCon4(C) y uno o ambos de AMG 706 y 4TBPPAPC.

"Modalidad" significa un tipo, enfoque, posibilidad, o método, tal como una modalidad terapéutica; esto es, un tipo de
terapia.

"AMG 706" es un inhibidor a multi-quinasa que interfiere con las rutas de sefalizacion de Kit, PDGF, y VEGF, como
se describe en el documento US2003/0125339, concretamente en las partes que tienen que ver con AMG 706, su
estructura y propiedades, los métodos para su elaboracion y utilizaciéon, y otros compuestos relacionados. Su
nombre quimico es N-(2,3-dihidro-3,3-dimetil-1H-indol-6-il)-2-[(4-piridinilmetil)amino]-3-piridinocarboxamida (I).
Segun se utiliza en la presente memoria el término AMG 706 incluye sales farmacéuticamente aceptables, en
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particular, la sal difosfato, excepto que se proporcione de otro modo en la presente memoria. AMG 706 es también
conocido como difosfato de motesanib.

"Nexavar " (también conocido como BAY 43-9006, tosilato de sorafenib, Nimero de Registro CAS 284461-73-0,
inhibidor de quinasa raf, analogos de sorafenib, y IDDBCP150446, entre otros) es una omega-carboxidifenilurea
sustituida que inhibe la activacion de RAF-1, y de ese modo disminuye la fosforilacién dependiente de RAF-1 de
MEK-1 y ERK-1, como se describe en la Solicitud de Patente de los Estados Unidos Num. 2003/0125359A1, el
documento WO 03/047523A2, y Wilhelm et al., Current Pharmaceutical Design, vol. 8, pags. 2255-2257 (2002),
concretamente en las partes que tienen que ver con Nexavar, su estructura y propiedades, los métodos para su
elaboraciéon y utilizacion, y otras moléculas relacionadas. Su nombre quimico es 4-(4-{3-[4-Cloro-3-
(trifluorometil)feniljureido}fenoxi)-N2-metilpiridin-2-carboxamida. Se han producido varios derivados. Entre estos
estan los derivados fluorados descritos en la Solicitud de Patente de los Estados Unidos Num. 2005/0038080A1 vy el
documento WO 2005/009961A2, concretamente en cuanto a estos y otros compuestos de difenilurea
farmacéuticamente activos.

"Dosis optima" significa una dosis especifica o un intervalo de dosis que proporcionan el mejor resultado en las
circunstancias concretas y para el fin de su administracion.

"PBS" significa solucién salina tamponada con fosfato.

"Pepticuerpo” se refiere a una molécula que comprende un dominio Fc de un anticuerpo anclado a al menos un
péptido. La produccion de pepticuerpos se describe generalmente en la publicacion PCT WO 00/24782, publicada el
4 de Mayo de 2000, concretamente en cuanto a la estructura, sintesis, propiedades, y usos de pepticuerpos, y a los
mismos especificamente con respecto a los inhibidores de Ang2 y los inhibidores de VEGF.

"Derivado farmacéuticamente aceptable" es cualquier derivado farmacéuticamente aceptable de un compuesto de la
invencion, tal como una sal, un éster, un metabolito, o un residuo de un compuesto de esta invencion.

"PTK/ZK", también conocido como vatalanib, es un inhibidor multireceptor de tirosina quinasa de VEGF que se dice
que bloquea la angiogénesis y la limfangiogénesis tumoral. Su nombre quimico es N-(4-clorofenil)-4-(piridin-4-
ilmetil)ftalazin-1-amina. También se conoce como Numero de Registro CAS 212141-54-3 y 212142-18-2, PTK787,
PTK787/ZK, PTK-787/ZK-222584, PTK787/ZK222584, ZK-22584, VEGF-TKI, VEGF-RKI, PTK-787A, DE-00268,
CGP-79787, CGP-79787D, vatalanib, y ZK-222584. Véanse Thomas, A, et al., J. of Clin. Oncology, 23(18): 4162-
4171 (2005); Solicitud de Patente de los Estados Unidos Num. 20050118600A1, concretamente en cuanto a la
estructura, la sintesis, las propiedades, y los usos de PTK/ZK y compuestos relacionados.

"ETM" significa error tipico de la media.

"Sujeto" significa un vertebrado, tal como un mamifero, tal como un ser humano. Los mamiferos incluyen, pero no
estan limitados a, seres humanos, animales de granja, animales de deporte, y mascotas.

Los sujetos que necesitan tratamiento mediante los métodos y/o composiciones de la presente invencién incluyen
aquellos que padecen un trastorno, disfunciéon, o enfermedad, o un efecto secundario de los mismos, o un efecto
secundario de un tratamiento de los mismos.

"Sutent®" es un inhibidor de tirosina quinasa receptora de molécula pequefia con el nombre quimico ([2-
dietilaminoetillJamiduro de acido 5-[5-fluoro-2-oxo-1,2-dihidroindol-(3Z)-ilidenometil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-
carboxilico). Sutent es también conocido como malato de sunitinib, SU11248, SU-11248, SU-011248, y SU-11248J,
y se ha informado de que tiene actividades anti-angiogénicas y anti-tumorales. Véase Mendel, D., et al., Clinical
Cancer Research, 9:327-337 (2003); Schlessinger, J., The Scientist, 19(7):17 (2005), concretamente en cuanto a la
estructura, sintesis, propiedades, y usos de Sutent® y compuestos relacionados.

"Tek472/Fc" es una fusion de los 472 aminoacidos N-terminales de Tek a una porciéon de 232 aminoacidos de la
region Fc de IgGl humana, como se describe en el documento WO 00/75323A1, concretamente en las partes que
tienen que ver con Tek472/Fc, su estructura y propiedades, los métodos para su elaboracioén y utilizacion, y otros
polipéptidos de fusion relacionados. El fragmento Tek N-terminal constituye un péptido Tek soluble que esta
perdiendo motivos de tipo Ill de fibronectina. Este tiene mucha mas afinidad por los ligandos de Tek que otros
polipéptidos Tek que comprende dominios extra-celulares completos.

"Terapéuticamente eficaz" se utiliza generalmente para calificar la cantidad de un agente para que incluya aquellas
cantidades que logran una mejora en la gravedad del trastorno. Por ejemplo, los agentes terapéuticos neoplasicos
eficaces prolongan la supervivencia del paciente, inhiben el crecimiento de células que proliferan rapidamente
asociado con el neoplasma, o llevan a cabo una regresion del neoplasma. Los tratamientos que son
terapéuticamente eficaces dentro del significado del término segun se utiliza en la presente memoria, incluyen
tratamientos que mejoran la calidad de vida de un sujeto incluso si no mejoran las consecuencias de la enfermedad
per se.

"Tratar", "tratando," o "tratamiento" se utilizan ampliamente en relacion con la invencién y cada uno de tales términos
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incluye, entre otros, la prevencion, la mejora, la inhibicién, o la cura de una deficiencia, disfuncion, enfermedad, u
otro proceso deletéreo, incluyendo aquellos que interfieren en y/o resultan de una terapia.

"Inhibidor de VEGF" segun se utiliza en la presente memoria es cualquier sustancia que disminuye la sefializacion
por medio de la ruta de VEGF-VEGFR. Los inhibidores de VEGF pueden ser, por nombrar solo unos pocos
ejemplos, moléculas pequefias, péptidos, polipéptidos, proteinas, incluyendo mas especificamente anticuerpos,
incluyendo anticuerpos anti-VEGF, anticuerpos anti-VEGFR, intracuerpos, maxicuerpos, minicuerpos, diacuerpos,
proteinas de fusion con Fc tales como pepticuerpos, recepticuerpos, proteinas y fragmentos de receptores solubles
de VEGF, y otros varios.

Muchos inhibidores de VEGF funcionan uniéndose a VEGF o a un receptor de VEGF. Otros funcionan mas
indirectamente uniéndose a factores que se unen a VEGF o a un receptor de VEGF o a otros componentes de la
ruta de senalizacion de VEGF. Otros inhibidores mas de VEGF actian alterando las modificaciones post-
traduccionales reguladoras que modulan la sefalizacién de la ruta de VEGF. Los inhibidores de VEGF de acuerdo
con la invencién también pueden actuar por medio de mecanismos mas indirectos. Cualquiera que sea el
mecanismo implicado, utilizado en la presente memoria, un inhibidor de VEGF disminuye la actividad eficaz de la
ruta de sefializacién de VEGF en una circunstancia dada por encima de lo que sucederia en la misma circunstancia
en ausencia del inhibidor.

Descripcion de la invencion

Los autores de las invenciones descritas en la presente memoria han examinado los perfiles terapéuticos de
diversas combinaciones de inhibidores de VEGF e inhibidores de Ang2. Han encontrado, de acuerdo con ciertos
aspectos y realizaciones preferidos de la invencién, que la combinacion de inhibidores puede proporcionar ventajas
sobre el uso de uno u otro solos. A modo de introduccion en estos y otros aspectos de la invencioén, se proporciona a
continuacion una breve revision de la ruta de VEGF y ruta de Ang2.

Ruta de VEGF

Una ruta central en la red que regula el crecimiento y la diferenciacion del sistema vascular y sus componentes,
tanto durante el desarrollo embrionario como durante el crecimiento normal, y en un amplio nimero de anomalias
patolégicas y enfermedades, esta mediada por el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular ("VEGF") (denominado
originalmente Factor de Permeabilidad Vascular o VPF) y los receptores celulares de VEGF ("VEGFR"). (Véase G.
Breier et al., Trends in Cell Biology, 6:454-456 (1996)). Por lo tanto éste ha sido un foco de estudio y una diana para
el desarrollo de farmacos.

El VEGF es una glicoproteina de 46 kDa unida por puentes disulfuro, dimerica relacionada con el Factor de
Crecimiento Derivado de Plaquetas ("PDGF"). Es producido por lineas celulares normales y lineas celulares
tumorales; es un mitégeno selectivo de células endoteliales; muestra actividad angiogénica en sistemas de ensayo in
vivo (p. €j., cornea de conejo); es quimiotactico para células endoteliales y monocitos; e induce activadores de
plasminégeno en células endoteliales, que estan implicadas en la degradacion proteolitica de la matriz extracelular
durante la formacion de los capilares.

Se conocen varias isoformas de VEGF, que si bien muestran una actividad biolégica comparable, difieren en el tipo
de células que las secretan y en su capacidad de union a heparina. Ademas, existen otros miembros de la familia de
VEGF, tales como el Factor de Crecimiento Placentario ("PGF") y VEGF-C.

Los receptores celulares de VEGF (VEGFR) son tirosina quinasas receptoras transmembrana. Estan caracterizados
por un dominio extracelular con siete dominios de tipos inmunoglobulina y un dominio tirosina quinasa intracelular.

Se han caracterizado diversos tipos de receptor de VEGF, incluyendo VEGFR-1 (también conocido como flt-1),
VEGFR-2 (también conocido como KDR), y VEGFR-3.

Un gran numero de tumores humanos, especialmente gliomas y carcinomas, expresan altos niveles de VEGF y
VEGFR. Esto ha conducido a la hipotesis de que el VEGF liberado por las células tumorales estimula el crecimiento
de los capilares sanguineos y la proliferacion del endotelio tumoral de una manera paracrina y, a través de una
mejora del suministro de sangre, acelera el crecimiento tumoral. El incremento de la expresion de VEGF podria
explicar la aparicion de edema cerebral en pacientes con glioma.

Se ha encontrado una evidencia directa del papel del VEGF como factor de angiogénesis tumoral in vivo en estudios
en los que se ha inhibido la expresion o la actividad de VEGF.

Esto se ha conseguido con anticuerpos anti-VEGF, con mutantes de VEGFR-2 dominantes negativos que inhiben la
transduccion de la sefial, y con ARN antisentido de VEGF. Todos los enfoques condujeron a una reduccion en el
crecimiento de las lineas celulares de glioma u otras lineas de células tumorales in vivo como resultado de la
inhibicion de la angiogénesis tumoral.

Los VEGF contribuyen a la hiperpermeabilidad vascular y a la formacién de edema.
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En efecto, la hiperpermeabilidad vascular y el edema que esta asociado con la expresion o la administracion de
muchos otros factores de crecimiento parecen estar mediados por la produccién de VEGF.

Las citoquinas inflamatorias estimulan la produccion de VEGF. La hipoxia da como resultado una marcada
regulacion al alza del VEGF en numerosos tejidos. De este modo, las situaciones que implican infarto, oclusion,
isquemia, anemia, o deterioro circulatorio invocan tipicamente respuestas mediadas por VEGF/VPF. La
hiperpermeabilidad vascular, el edema asociado, el intercambio transendotelial alterado y la extravasacion
macromolecular, que a menudo esta acompafnada de diapédesis, pueden dar como resultado un depdsito excesivo
de matriz, una proliferacion estromal aberrante, fibrosis, etc. Por tanto, la hiperpermeabilidad mediada por VEGF
puede contribuir significativamente a trastornos con estos rasgos etioldgicos.

Por lo tanto, estos reguladores de angiogénesis se han convertido en una diana terapéutica importante. Véase
Hicklin y Ellis, J. Clin Oncology, 23:1011-1027 (2005).

Ruta Tie2/TEK

La tirosina quinasa receptora Tie2 (referida como "Tie2," "Tie2R," "ORK," "Tie2/Tek," y "Tek murina") y sus ligandos
(las angiopoyetinas) también son conocidos por ser componentes de sefializacion criticos en la ruta reguladora de la
angiogénesis (Gale, N. W. y Yancopoulos, G. D., Genes Dev. 13:1055-1066 (1999)). Existen 4 angiopoyetinas
conocidas, angiopoyetina 1 ("Ang1) a angiopoyetina 4 ("Ang4"), y también son referidas como " ligandos de Tie2".
(Davis, S., et al., Cell, 87:1161-1169 (1996); Grosios, K., et al., Cytogenet Cell Genet, 84:118-120 (1999); Holash, J.,
et al., Investigative Oftalmology & Visual Science, 42:1617-1625 (1999); Koblizek, T. |., et al., Current Biology, 8:529-
532 (1998); Lin, P., et al., Proc Natl Acad Sci USA, 95:8829-8834 (1998); Maisonpierre, P. C., et al., Science, 277:55
60 (1997); Papapetropoulos, A., et al., Lab Invest, 79:213-223 (1999); Sato, T. N., et al., Nature, 375:70- 74 (1998);
Shiu, K. G, et al., Circulation, 98:2081-2087 (1998); Suri, C., et al., Cell, 87:1171-1180 (1996); Suri, C., et al.,
Science, 282:468-471 (1998); Valenzuela, D. M., et al., Proc Natl to Acad Sci USA, 96:1904-1909 (1999);
Witzenbichler, B., et al., J Biol Chem, 273:18514-18521 (1998)). También se ha demostrado que la unién de Ang1 a
Tie2 estimula la fosforilacion del receptor en células endoteliales cultivadas. Se ha demostrado que Ang2 es tanto
agonista como antagonista de la fosforilacién del receptor de Tie2 (Davis, S., et al., (1996), supra; Maisonpierre,
P.C., etal., (1997), supra; Kim, I., J.H. Kim, et al., Oncogene 19(39):4549-4552 (2000)).

Los fenotipos de raton con los genes Tie2 y Ang1 desactivados son similares y sugieren que la fosforilacion de Tie2
estimulada por Ang1 media la remodelacion y la estabilizacion de los vasos en desarrollo en el utero a través del
mantenimiento de la adherencia celular del soporte de las células endoteliales (Dumont, D.J., et al., Genes &
Development, 8:1897 1909 (1994); Sato, T. N., et al., Nature, 376:70-74 (1995); Suri, C., et al., (1996), supra). Se
piensa que el papel de Ang1 en la estabilizaciéon de los vasos se conserva en el adulto, donde es expresada
ampliamente y constitutivamente (Hanahan, D., Science, 277:48-50 (1997); Zagzag, D., et al., Experimental
Neurology, 159:391-400 (1999)). En contraste, la expresién de Ang2 esta limitada principalmente a sitios de
remodelado vascular, donde se piensa que bloquea la funcién de Ang1, induciendo de ese modo un estado de
plasticidad vascular que conduce a angiogénesis (Hanahan, D., (1997), supra; Holash, J., et al., Science, 284:1994-
1998 (1999); Maisonpierre, P. C., et al., (1997), supra).

Se ha informado sobre una variedad de publicaciones a cerca de la expresion selectiva de Ang2 en los vasos en
estados de enfermedad que tienen un componente angiogénico asociado. A este respecto, se ha informado sobre
Ang2 en psoriasis, degeneracion macular, y cancer, por ejemplo (Bunone, G., et al., American Journal of Pathology,
155:1967-1976 (1999); Etch, T., et al., Cancer Research, 61:2145-2153 (2001); Hangai, M., et al., Investigative
Oftalmology & Visual Science, 42:1617-1625 (2001); Holash, J., et al., (1999) supra; Kuroda, K., et al., Journal of
Investigative Dermatology, 116:713-720 (2001); Otani, A., et al., Investigative Oftalmology & Visual Science, 40:1912-
1920 (1999); Stratmann, A., et al., American Journal of Pathology, 153:1459-1466 (1998); Tanaka, S., et al., J Clin
Invest, 103:34-345 (1999); Yoshida, Y., et al., International Journal of Oncology, 15:1221-1225 15 (1999); Yuan, K.,
et al., Journal of Periodontal Research, 35: 165- 171 (2000); Zagzag, D., et al., (1999) supra). La mayor parte de
estos estudios estuvieron dirigidos a neoplasmas y, en resumen, establecen la expresion de Ang2 vascular en una
amplia variedad de tipos tumorales.

En contraste con su expresion en la angiogénesis patolégica, la expresion de Ang2 en tejidos normales es
extremadamente limitada (Maisonpierre, P. C., et al., (1997), supra; Mezquita, J., et al., Biochemical and Biophysical
Research Communications, 260:492-498 (1999)). Por supuesto, los tres sitios principales de angiogénesis en un
adulto normal son el ovario, la placenta, y el utero, y estos son los tres sitios en los que se ha detectado de manera
preponderante ARNm de Ang2 tejidos adultos no neoplasicos.

Los estudios funcionales proporcionan una evidencia funcional de que Ang2 es un factor en la angiogénesis
asociada a tumores. Ahmad et al. (Cancer Res., 61: 1255-1259 (2001)) informaron de que la expresion en exceso de
Ang2 en un modelo de xenoinjerto de ratén aumentd el crecimiento tumoral.

Etoh et al., supra, y Tanaka et al., supra, informaron de una manera similar de que la expresion en exceso de Ang2
da como resultado la hipervascularidad tumoral. En contraste, Yu et al. (Am. J. Path., 158:563-570 (2001))
informaron de que la expresion en exceso de Ang2 en células de carcinoma de pulmén de Lewis y carcinoma
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mamario TA3 prolongaron la supervivencia de los ratones a los que se habian inyectado los correspondientes
transfectantes.

Como resultado se ha sugerido que Ang1, Ang2, y/o Tie2 son una diana posible para una terapia anticancerosa. Por
ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nums. 6.166.185, 5.650.490, y 5.814.464 describen cada una el
concepto de anticuerpos anti-ligando de Tie2 y cuerpos receptores. Lin et al. (Proc. Natl. Acad. Sci USA, 95:8829-
8834 (1998)) inyectaron un adenovirus que expresaba Tie2 soluble en ratones, e informaron de que esto da como
resultado la produccion de Tie2 soluble y disminuia el nimero y el tamafio de los tumores en los ratones. En un
estudio relacionado, Lin et al (J. Clin. Invest., 100:2072-2078 (1997)) inyectaron una forma soluble de Tie2 en ratas,
y concluyeron que este agente reducia el tamafio del tumor en la ratas. Siemeister et al. (Cancer Res., 59:3185-
3189 (1999)) inyectaron lineas celulares de melanoma humano que expresaban en dominio extracelular de Tie2 en
ratones carentes de sistema inmune e informaron sobre la produccion de Tie2 soluble en los animales que produjo
una "inhibicion significativa" del crecimiento tumoral y la angiogénesis tumoral.

De hecho, si bien ha habido un notable progreso en el desarrollo de agentes monoterapéuticos que eligen como
diana una ruta, todavia no se han desarrollado agentes para elegir como diana ambas rutas que proporcionan
mejores resultados que las correspondientes monoterapias.

Ademas, como se ilustra por medio de los ejemplos expuestos en la presente memoria, al contrario de la vision
predominante basada en la independencia de la ruta, muchas combinaciones de agentes que eligen juntas como
diana ambas rutas no funcionan mejor que las monoterapias con cada uno de los agentes individuales.

La invencion descrita en la presente memoria proporciona sin embargo terapias combinadas que se pueden utilizar
para tratar enfermedades con eficacias que se equiparan y en algunos casos pueden exceder los resultados
obtenidos utilizando monoterapias. Los inhibidores de Ang2 y los inhibidores de VEGF utiles en la combinacion de
acuerdo con la invencién descrita en la presente memoria se comentan a continuacion.

Inhibidores de Ang2, inhibidores de VEGF y combinaciones de los mismos

La invencion descrita en la presente memoria en varios de sus aspectos preferidos y realizaciones de los mismos
proporciona una combinacion de

(a) 2xCon4(C), y

(b) AMG706 y sus sales farmacéuticamente aceptables; para su uso en el tratamiento de un tumor sélido en un
sujeto.

Inhibidores de Ang2

Entre los inhibidores de Ang2 se encuentran los siguientes: (a) un polipéptido de origen no natural que se une
especificamente a Ang2, incluyendo, pero no limitado a, pepticuerpos que se unen especificamente a Ang2; (b) un
anticuerpo de origen no natural que se une a Ang2, que comprende una o mas CDR heterdlogas; y (c) un polipéptido
de origen no natural que comprende un fragmento del receptor soluble que se une especificamente a Ang2 y una
region Fc de un anticuerpo o una porcién de la misma.

Entre los inhibidores de Ang2 se encuentran los siguientes: (a) un péptido o pepticuerpo de origen no natural que se
unen especificamente a Ang2, como se describe en los documentos WO 2004/092215A2 o WO 03/05134A2,
concretamente en cuanto a estos inhibidores de Ang2; (b) un anticuerpo de origen no natural que se une a Ang2, y
comprende una o mas CDR heterélogas, como se describe en el documento WO 03/030833A2 y la Solicitud de los
Estados Unidos Num. 10/982.440, concretamente en cuanto a estos inhibidores de Ang2;y (c) un polipéptido de
origen no natural que comprende un fragmento del receptor de Tie2/Tek soluble que carece al menos de parte de la
region que contiene los motivos FNIIl, como se describe en el documento WO 00/75323A1 y polipéptidos
relacionados como se describe en la Patente de los Estados Unidos NUm. 6.166.185, concretamente en cuanto a
estos inhibidores de Ang2.

Entre los inhibidores de Ang2 se encuentran los siguientes: (a) 2xCon4(C), como se describe en los documentos WO
2004/092215A2 y WO 03/05134A2 concretamente en cuanto a 2xCon4(C); (b) Ab 536, como se describe en el
documento WO 03/030833%2 y en la Solicitud de los Estados Unidos Num. 10/982.440, concretamente en cuanto a
Ab 536; y (c) Tek472/Fc, como se describe en el documento WO 00/75323A1 o polipéptidos relacionados como se
describe en la Patente de los Estados Unidos NUm. 6.166.185, concretamente en cuando a Tek472/Fc.

A este respecto, ciertos inhibidores de Ang2 se describen adicionalmente mas abajo, entre estos de la invencion.
(1) 2xCon4(C)

2xCon4(C) es un pepticuerpo selectivo de Ang2, como se describe en los documentos WO 03/057134A2 y WO
2004/092215A2 concretamente en las partes que tienen que ver con 2xCon4(C), su estructura y propiedades, los
métodos para su elaboracion y utilizacion, y otros compuestos relacionados. 2xCon4(C) es una fusién de un
fragmento Fc humano y dos copias de un péptido de unién especifico de Ang2. 2xCon4(C) también es referido como
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2xCon4(C) 1K.
(2) Ab 536

Ab 536 es un anticuerpo especifico de Ang2 humana que comprende la cadena pesada HC 536 y la cadena ligera
kappa 536, como se describe en el documento WO 03/030833 y en la Solicitud de los Estados Unidos Num.
10/982.440, concretamente en las partes que tienen que ver con Ab 536, su estructura y propiedades, los métodos
para su elaboracién y su utilizacion, y otros anticuerpos relacionados.

(3) Tec472/Fc

Tec472/Fc es una fusiéon de los 472 aminoacidos N-terminales de Tec con una porcién de 232 aminoacidos de la
region Fc de IgG1 humana, como se describe en el documento WO 00/75323A1, concretamente en las partes que
tienen que ver con Tec472/Fc, su estructura y propiedades, los métodos para su elaboracion y su utilizacion, y otros
polipéptidos de fusién relacionados. El fragmento de Tec N-terminal constituye un péptido de Tec soluble que ha
perdido los motivos de fibronectina de tipo Ill. Este tiene una afinidad mucho mayor por los ligandos de Tec que otros
polipéptidos de Tec que comprenden los dominios extracelulares completos.

Inhibidores de VEGF

Se han descrito en la bibliografia numerosos inhibidores de VEGF. Ademas de los descritos con detalle mas abajo,
los inhibidores de VEGF se describen en los siguientes documentos de patente: US 2003/0105091,
US2006/0241115, US 5.521.184, US 5.770.599, US 5.990.141, US 6.235.764, US 6.258.812, US 6.515.004, US
6.630.500, US 6.713.485, WO 2005/070891, WO 01/32651, WO 02/68406, WO 02/66470, WO 02/55501, WO
04/05279, WO 04/07481, WO 04/07458, WO 04/09784, WO 02/59110, WO 99/450029, WO 00/59509, WO
99/61422, WO 00/12089, WO 00/02871, y WO 01/37820, concretamente en las partes que tienen que ver con los
inhibidores de VEGF.

Los siguientes se encuentran entre los inhibidores de VEGF especificos:

ABT-869 (Abbott) incluyendo formulaciones para la administracion oral e inhibidores de VEGF intimamente
relacionados;

AEE-788 (Novartis) (también denominado AE-788 y NVP-AEE-788, entre otros) incluyendo formulaciones para la
administracion oral e inhibidores de VEGF intimamente relacionados;

AG-13736 (Pfizer) (también denominado AG-013736) incluyendo formulaciones para la administracion oral e
inhibidores de VEGF intimamente relacionados;

AG-028262 (Pfizer) e inhibidores de VEGF intimamente relacionados;

Angiostatina (EntreMed) (también denominado Numero de Registro CAS 86090-08-6, K1-4, y rhuAngiostatina, entre
otros) inhibidores intimamente relacionados como se describe, entre otros, en, las Patentes de los Estados Unidos
Nums. 5.792.825 y 6.025.688, concretamente en partes relacionadas con la Angiostatina e inhibidores de VEGF
intimamente relacionados, sus estructuras y propiedades, y los métodos para su elaboracion y utilizacion;

Avastina™ (Genentech) (también denominada bevacizumab, R-435, rhuMAB-VEGF, y Nimero de Registro CAS
216974-75-3, entre otros) e inhibidores de VEGF intimamente relacionados;

AVE-8062 (Ajinomoto Co. y Sanofi-aventis) (también denominado AC-7700 y analogo de combretastatina A4, entre
otros), e inhibidores de VEGF intimamente relacionados;

AZD-2171 (AstraZeneca) e inhibidores de VEGF intimamente relacionados;

Nexavar® (Bayer AG y Onyx) (también denominado Numero de Registro CAS 284461-73-0, BAY-43-9006, inhibidor
de quinasa raf, sorafenib, analogos de sorafenib, e IDDBCP 150446, entre otros) e inhibidores de VEGF intimamente
relacionados;

BMS-387032 (Sunesis y Bristol-Myers Squibb) (también denominado SNS-032 y Nimero de Registro CAS 345627-
80-7, entre otros) e inhibidores VEGF intimamente relacionados;

CEP-7055 (Cefalon y Sanofi-aventis) (también denominado CEP-11981 y SSR-106462, entre otros) e inhibidores de
VEGF intimamente relacionados;

CHIR-258 (Chiron) (también denominado Numero de Registro CAS 405169-16-6, GFKI, y GFKI-258, entre otros) e
inhibidores de VEGF intimamente relacionados;

CP-547632 (OSI Pharmaceuticals y Pfizer) (también denominado Numero de Registro CAS 252003-65-9, entre
otros) e inhibidores de VEGF intimamente relacionados tales como, por ejemplo, CP-564959;
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E-7080 (Eisai Co.) (también denominado Numero de Registro CAS 417716-92-8 y ER-203492-00, entre otros) e
inhibidores de VEGF intimamente relacionados;

786034 (GlaxoSmithKline) e inhibidores de VEGF intimamente relacionados;
GW-654652 (GlaxoSmithKline) e inhibidores de indazolilpirimidina de Kdr intimamente relacionados;

IMC-1C11 (ImClone) (también denominado DC-101 y c-p1C11, entre otros) e inhibidores de VEGF intimamente
relacionados;

KRN-951 (Kirin Brewery Co.) y otros inhibidores de VEGF de quinolin-urea intimamente relacionados;

PKC-412 (Novartis) (también denominado Numero de Registro CAS 120685-11-2, benzoilestaurosporina, CGP-
41251, midostaurina, y STI-412, entre otros) e inhibidores de VEGF intimamente relacionados;

PTK-787 (Novartis y Schering) (también denominado Numero de Registro CAS 212141-54-3 y 212142-18-2,
PTK/ZK, PTK-787/ZK-222584, ZK-22584, VEGF-TKI, VEGF-RKI, PTK-787A, DE-00268, CGP-79787, CGP-79787D,
vatalanib, ZK-222584, entre otros) e inhibidores de VEGF de derivados de anilinoftalazina intimamente relacionados;

SU11248 (Sugen y Pfizer) (también denominado SU-11248, SU-011248, SU-11248J, Sutent®, y malato de sunitinib,
entre otros) e inhibidores de VEGF intimamente relacionados;

SU-5416 (Sugen y Pfizer/Pharmacia) (también denominado Numero de Registro CAS 194413-58-6, semaxanib,
204005-46-9, entre otros) e inhibidores de VEGF intimamente relacionados;

SU-6668 (Sugen y Taiho) (también denominado Numero de Registro CAS 252916-29-3, SU-006668, y SU-68, entre
otros) e inhibidores de VEGF intimamente relacionados como se describe, entre otros, en, los documentos WO-
09948868, WO0-09961422, y WO-00038519, concretamente en las partes que tienen que ver con SU-6668 e
inhibidores de VEGF intimamente relacionados, sus estructuras y propiedades, y los métodos para su elaboracion y
utilizacion;

Trampa de VEGF (Regeneron y Sanofi-aventis) (también denominada AVE-0005 y Trampa de VEGF Sistémica,
entre otros) e inhibidores de VEGF intimamente relacionados como se describe, entre otros, en, el documento WO
2004110490, concretamente en partes relacionadas con la Trampa de VEGF vy los inhibidores de VEGF intimamente
relacionados, sus estructuras y propiedades, y los métodos para su elaboracion y utilizacion;

Talidomida (Celgene) (también denominada Numero de Registro CAS 50-35-1, Synovir, Talidomida Pharmion, y
Talomid, entre otros) e inhibidores de VEGF intimamente relacionados;

XL-647 (Exelixis) (también denominado EXEL-7647, entre otros) e inhibidores de VEGF intimamente relacionados;
XL-999 (Exelixis) (también denominado EXEL-0999, entre otros) e inhibidores de VEGF intimamente relacionados;
XL-880 (Exelixis) (también denominado EXEL-2880, entre otros) e inhibidores de VEGF intimamente relacionados;

ZD-6474 (AstraZeneca) (también denominado Numero de Registro CAS 443913-73-3, Zactima, y AZD-6474, entre
otros) e inhibidores de VEGF de anilinoquinazolina intimamente relacionados; y

ZK-304709 (Schering) (también denominados inhibidores de CDK (derivados de indirrubina), ZK-CDK, MTGI, e
inhibidor del crecimiento tumoral multidiana, entre otros) y otros compuestos intimamante relacionados que incluyen
los inhibidores de VEGF de derivados de indirrubina descritos en los documentos WO 00234717, WO 02074742,
WO 02100401, WO 00244148, WO 02096888, WO 03029223, WO 02092079, y WO 02094814, concretamente en
las partes que tienen que ver con estos e inhibidores de VEGF intimamente relacionados, sus estructuras y
propiedades, y los métodos para su elaboracion y utilizacion.

También entre los inhibidores de VEGF se encuentran: Pazopanib, CDP791, Enzastaurina, BIBF 1120, BAY 573952,
BAY 734506, XL 184, IMC-1121B, CEP 701, SU 014813, SU 10944, SU 12662, OSI-930, y BMS 582664, e
inhibidores de VEGF intimamente relacionados.

Ademas de los inhibidores anteriores que actuan directamente sobre VEGF o VEGFR, los siguientes inhibidores
tienen propiedades antiangiogénicas:

ZD-6126 (AstraZeneca y Angiogene) (también denominado Numero de Registro CAS 219923-05-4, fosfato de N-
acetilcolchinol, ANG-453, AZD-6126, derivados de ZD-6126 y ZM-445526, entre otros) e inhibidores de VEGF
intimamente relacionados tales como otros inhibidores de la serie ANG-400;

Imatinib (Novartis) (también denominado Numero de Registro CAS 152459-95-5 y 220127-57-1, Glivec, Gleevec,
STI-571, y CGP-57148, entre otros) e inhibidores de VEGF intimamente relacionados;

RAD-001 (Novartis) (también denominado Numero de Registro CAS 159351-69-6, RAD-001, SDZ-RAD, Certican, y
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everolimus, entre otros) e inhibidores de VEGF intimamente relacionados; y

BMS-354825 (Bristol-Myers Squibb) (también denominado Numero de Registro CAS 302962-49-8, inhibidor de
quinasa Src/Abl, y dasatinib, entre otros) e inhibidores de VEGF intimamente relacionados.

También son utiles en la invencion a este respecto Volociximab, CCI-779, 17-AAG, DMXAA, CI-1040, y CI-1033.

Entre los inhibidores de VEGF preferidos en la invencion se encuentran los siguientes: (a) un compuesto descrito en
el documento US2003/0125339 o la Patente de los Estados Unidos Num. 6995162 concretamente en las partes que
describen los inhibidores de VEGF; (b) un derivado de alquilamina sustituido descrito en los documentos
US2003/0125339 o US2003/0225106 o la Patente de los Estados Unidos Nim. 6995162 o la Patente de los Estados
Unidos Num. 6878714, concretamente en las partes que describen los inhibidores de VEGF; (c) un anticuerpo
monoclonal humanizado de origen no natural que se une a VEGF; (d) una omega-carboxiarildifenilurea sustituida o
derivado de la misma como se describe en los documentos WO 00/42012, WO 00/41698, US2005/0038080A1,
US2003/0125359A1, US2002/0165394A1, US2001/003447A1, US2001/0016659A1, y US2002/013774A1,
concretamente en las partes que describen los inhibidores de VEGF anteriores; (e) una anilinoftalazina o derivado de
la misma que se une a, e inhibe la actividad de, tirosina quinasas receptoras multiples incluyendo la unién al dominio
proteina quinasa y la inhibicion de VEGFR1 y VEGFRZ2; (f) ([2-dietilaminoetilJamiduro de acido 5-[5-fluoro-2-oxo-1,2-
dihidroindol-(3Z)-ilidenometil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-carboxilico) o derivados del mismo que son inhibidores de
VEGF; y (g) inhibidores de VEGF como se describe en el documento US2006/0241115, incluyendo aquellos de
Férmula IV.

Entre los inhibidores de VEGF se encuentran los siguientes: (a) 4TBPPAPC o un compuesto intimamente
relacionado descrito en el documento US2003/0125339 o la Patente de los Estados Unidos Num. 6995162
concretamente en las partes que describen 4TBPPAPC e inhibidores de VEGF intimamente relacionados; (b) AMG
706 o un derivado de alquilamina sustituido intimamente relacionado descrito en el documento US2003/0125339 o
US2003/0225106 o la Patente de los Estados Unidos Num. 6995162 o la Patente de los Estados Unidos Num.
6878714, concretamente en las partes que describen AMG 706 y estos inhibidores de VEGF intimamente
relacionados; (c) Avastina™ o un anticuerpo monoclonal humanizado de origen no natural intimamente relacionado
que se une a VEGF, es un inhibidor de VEGF, y tiene una identidad de secuencia de al menos 90% con AvastinaTM;
(d) Nexavar o una omega-carboxiarildifenilurea sustituida intimamente relacionada o un derivado de la misma
descritos en los documentos WO 00/42012, WO 00/41698, US2005/0038080A1, US2003/0125359A1,
US2002/0165394A1, US2001/003447A1, US2001/0016659A1, y US2002/013774A1, concretamente en las partes
que describen estos inhibidores de VEGF; (e) PTK/ZK o una anilinoftalazina intimamente relacionada o un derivado
de la misma que se une a, e inhibe la actividad de, tirosina quinasas receptoras multiples incluyendo la unién al
dominio proteina quinasa y la inhibicion de VEGFR1 y VEGFR?2; (f) Sutent® o un derivado intimamente relacionado
de ([2-dietilaminoetillamiduro de acido 5-[5-fluoro-2-oxo-1,2- dihidroindol-(3Z)-ilidenometil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-
carboxilico) que es un inhibidor de VEGF; y (g) inhibidores de VEGF como se describe en el documento
US2006/0241115, incluyendo aquellos de Férmula IV .

Entre los inhibidores de VEGF se encuentran los siguientes: (a) 4TBPPAPC, como se describe en el documento
US2003/0125339 o la Patente de los Estados Unidos Num. 6995162 concretamente en las partes que describen
4TBPPAPC; (b) AMG 706, como se describe en el documento US2003/0125339 o la Patente de los Estados Unidos
Num. 6995162 o la Patente de los Estados Unidos Num. 6878714 concretamente en las partes que describen AMG
706; (c) AvastinaTM; (d) Nexavar, como se describe en los documentos WO 00/42012, WO 00/41698,
US2005/0038080A1, US2003/0125359A1, US2002/0165394A1, US2001/003447A1, US2001/0016659A1, y
US2002/013774A1, concretamente en las partes que describen Nexavar®; (e) PTK/ZK; (f) Sutent®, y (g) inhibidores
de VEGF de Férmula IV como se describe en el documento US2006/0241115.

A este respecto, los inhibidores de VEGFes se describen adicionalmente a continuacion, entre estos AMG 706 de la
invencion.

(1) AMG 706

AMG 706 es un inhibidor multiquinasa que interfiere en las rutas de sefalizacion de Kit, PDGF, y VEGF, como se
describe en el documento US2003/0125339, o la Patente de los Estados Unidos NUm. 6995162 o la Patente de los
Estados Unidos Num. 6878714 concretamente en partes que tienen que ver con AMG 706, su estructura y
propiedades, los métodos para su elaboracion y utilizacion, y otros compuestos relacionados. Tiene el nombre de N-
(2,3-dihidro-3,3-dimetil-1H-indol-6-il)-2-[ (4-piridinilmetil)Jamino]-3-piridinocarboxamida (I). Segun se utliza en la
presente memoria el término AMG 706 incluye las sales farmacéuticamente aceptables, en particular, la sal difosfato,
excepto que se proporcione de otro modo en la presente memoria. AMG 706 también es conocido como difosfato de
motesanib.

(2) 4TBPPAPC

4TBPPAPC es un inhibidor multiquinasa que interfiere en las rutas de sefializacion de Kit, PDGR, y VEGF. Su
nombre es N-(4-(1,1-dimetiletil)fenil)-2-((4-piridinilmetil)amino-3-piridinocarboxamida, como se describe en la
Solicitud de Patente de los Estados Unidos Num. US2003/0125339, concretamente en las partes que tienen que ver
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con 4TBPPAPC, su estructura y propiedades, los métodos para su elaboracion y utilizacion, y otros compuestos
relacionados. 4TBPPAPC también se denomina N-[4-(terc-butil)fenil]{2-[(4-piridiimetil)amino](3-piridil)}carboxamida,
como se expone en el parrafo [0649] de la solicitud de patente precedente.

(3) Avastina™

Avastina™ es un anticuerpo monoclonal humanizado recombinante que se une a directamente a VEGF, y es

comercializado por Genentech. También es conocido como bevacizumab.
(4) Nexavar®

Nexavar® (también conocido como BAY 43-9006 y sorafenib) es una omega-carboxidifenilurea sustituida que inhibe
la activacién de RAF-1 disminuyendo de ese modo la fosforilacion dependiente de RAF de MEK-1 y ERK-1, como se
describe en la Solicitud de Patente de los Estados Unidos Num. 2003/0125359A1, WO 03/047523A2, y Wilhelm et
al., Current Pharmaceutical Design, vol. 8, pags. 2255-2257 (2002), concretamente en las partes que tienen que ver
con Nexavar, su estructura y propiedades, los métodos para su elaboracion y utilizacion, y otras moléculas
relacionadas. Su nombre quimico es 4-(4-{3-[4-Cloro-3-(trifluorometil)feniljureido}fenoxi)-N2-metilpiridino-2-
carboxamida. Se ha producido una variedad de derivados de este compuesto. Entre estos se encuentran los
derivados fluorados descritos en la Solicitud de Patente de los Estados Unidos Num. 2005/0038080A1 y el
documento WO 2005/009961A2, concretamente en cuanto a estos y otros compuestos de difenilurea
farmacéuticamente activos.

(5) PTK/ZK

PTK787, también conocido como vatalanib, es un inhibidor de tirosina quinasa multi-receptora de VEGF que se dice
que bloquea la angiogénesis tumoral y la limfangiogénesis. Su estructura quimica es N-(4-clorofenil)-4-(piridin-4-
ilmetil)ftalazin-1-amina. También es conocido como PTK787/ZK, PTK787/ZK222584, y PTK/ZK. Véase Thomas, A.,
et al., J. of Clin. Oncology, 23(18): 4162-4171 (2005); la Solicitud de Patente de los Estados Unidos Num.
20050118600A1.

(6) Sutent®

Sutent® es un inhibidor de tirosina quinasa receptora de molécula pequefia con la siguiente estructura quimica ([2-
dietilaminoetillamiduro de acido  5-[5-fluoro-2-oxo-1,2-  dihidroindol-(32)-ilidenometil]-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-
carboxilico). Sutent® también es conocido como malato de sunitinib y SU11248, y se ha informado de que tiene
actividades anti-angiogénica y anti-tumoral. Véanse Mendel, D., et al., Clinical Cancer Research, 9:327-337 (2003);
Schlessinger, J., The Scientist, 19(7):17 (2005).

Combinaciones de inhibidores de Ang2 y VEGF
La invencion descrita hace referencia a una combinacion de
(a) 2xCon4(C), y

(b) AMG 706 y sus sales farmacéuticamente aceptables; para su uso en el tratamiento de un tumor sélido en un
sujeto. En particular con respecto a esto, la invencion se refiere al uso combinado del inhibidor de Ang2 descrito en
la seccidén anterior y en alguna otra parte en la presente memoria combinado con el inhibidor de VEGF descrito en la
seccion anterior y en alguna otra parte en la presente memoria.

Con respecto a esto, el inhibidor de Ang2 es 2xCon4(C) y el inhibidor de VEGF es AMG 706.
Indicaciones y Enfermedades

Se puede tratar una variedad de trastornos y enfermedades y similares de acuerdo con diversos aspectos y
realizaciones de la invencion. En particular, de acuerdo con algunos de sus aspectos y realizaciones preferidos, las
composiciones, los métodos y otras caracteristicas de la invencion se utilizan para tratar enfermedades que implican
un efecto perjudicial de o sobre la angiogénesis y/o la vascularizacién, incluyendo aquellos que requieren
angiogénesis y/o vascularizacion, que son tumores solidos.

Se pueden contemplar composiciones, métodos, kits y similares, entre otras cosas, Utiles para tratar, por ejemplo,
canceres y otros estados proliferativos, tales como hiperplasia, psoriasis, dermatitis de contacto, trastornos
inmunoldgicos e infertilidad, algunos de los cuales se han mencionado anteriormente.

La invencion adicionalmente es util en estos ambitos y otros, proporcionando composiciones, como las descritas en
la presente memoria para inhibir el crecimiento de tumores solidos, incluyendo la inhibicion de los procesos de
proliferacion celular, la invasividad, y la metastasis en un sujeto, incluyendo pacientes humanos.

Los tumores sélidos tratables por medio de los métodos de la presente invencion incluyen aquellos que se producen
en mamiferos, incluyendo aquellos que se producen en seres humanos y otros primates, asi como mascotas o
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animales de compafiia tales como perros y gatos, animales de laboratorio tales como ratas, ratones y conejos, y
animales de granja, tales como caballos, cerdos, ovejas, y ganado vacuno. En algunos de los aspectos
particularmente preferidos de la invencién y en realizaciones preferidas de la misma, son muy preferidos los seres
humanos, concretamente, pacientes humanos que padecen una variedad de afecciones, tales como las que se
muestran concretamente en la presente memoria.

Los tumores o neoplasmas incluyen crecimientos de células de tejidos en los que la multiplicacion de las células es
incontrolada y progresiva. Algunos de tales crecimientos son benignos, pero otros se denominan malignos y pueden
conducir a la muerte. Los neoplasmas malignos o canceres se distinguen de los crecimientos benignos en que,
ademas de mostrar una proliferacion celular agresiva, pueden invadir los tejidos circundantes y formar metastasis.

Por otra parte, los neoplasmas malignos se caracterizan por mostrar una mayor pérdida de diferenciacion (mayor
desdiferenciacion), y de su organizacion relativa entre si y sus tejidos circundantes. Esta propiedad también se
denomina "anaplasia".

Los neoplasmas y canceres que son tumores solidos cuya invasividad o metastasis estan asociadas con la
expresion o la actividad de Ang-2 y con la expresion o la actividad VEGF se encuentran particularmente entre las
enfermedades a las cuales se puede aplicar ventajosamente la invencion.

Los neoplasmas tratables por medio de la presente invencién son aquellos que son tumores sodlidos, esto es,
carcinomas y sarcomas. Los carcinomas incluyen aquellos neoplasmas malignos derivados de células epiteliales
que infiliran (invaden) los tejidos circundantes y dan lugar a metastasis. Los adenocarcinomas son carcinomas
derivados de tejido glandular, o que forman estructuras glandulares reconocibles. Otra amplia categoria de canceres
a la cual se puede aplicar ventajosamente la invencion incluye los sarcomas, que son tumores cuyas células estan
incluidas en una sustancia fibrilar u homogénea de tipo tejido conectivo embrionario.

Los tipos de células cancerosas y tumorales susceptibles de tratamiento de acuerdo con la invencién incluyen, sin
limitacion, células de: tumores productores de ACTH, cancer de corteza suprarrenal, cancer de vejiga, cancer de
cerebro, cancer de mama, cancer cervical, cancer colorrectal, cancer endometrial, cancer esofagico, sarcoma de
Ewing, cancer de vesicula biliar, cancer de cabeza y cuello, linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, cancer de
rifién, cancer de higado, cancer de pulmén (de células pequefias y no pequefas), efusion peritoneal maligna, efusion
pleural maligna, melanoma, neuroblastoma, glioma, osteosarcoma, cancer de ovario, cancer de ovario (células
germinales), cancer de pancreas, cancer de pene, cancer de prostata, retinoblastoma, cancer de piel, sarcoma de
tejido blando, carcinomas de células escamosas, cancer de estdmago, cancer de testiculo, cancer de tiroides,
neoplasmas trofoblasticos, cancer de utero, cancer de vagina, cancer de vulva, y tumor de Wilms.

La presente invencion proporciona de ese modo composiciones y métodos Utiles para el tratamiento de una amplia
variedad de canceres, que son tumores sélidos.

Los tipos de cancer que se pueden tratar incluyen, pero no estan limitados a: adenocarcinoma de mama, préstata, y
colon; todas las formas de carcinoma broncogénico del pulmdn; mieloide; melanoma; hepatoma; neuroblastoma;
papiloma; apudoma; coristoma; branquioma; sindrome carcinoide maligno; enfermedad cardiaca carcinoide;
carcinoma (p. e€j., de Walker, de células basales, basoescamoso, de Brown-Pearce, ductal, tumor de Ehrlich, de
Krebs 2, de células de merkel, mucinoso, de pulmén de células no pequenfias, de células en avena, papilar, escirroso,
bronquiolar, broncogénico, de células escamosas, y de células de transicion); trastornos histiociticos; histiocitosis
maligna; enfermedad de Hodgkin; carcinoma inmunoproliferativo de células de pulmoén pequefias;
reticuloendoteliosis; melanoma; condroblastoma; condroma; condrosarcoma; fibroma; fibrosarcoma; tumores de
células gigantes; lipoma; liposarcoma; mixoma; mixosarcoma; osteoma; osteosarcoma; cordoma; craniofaringioma;
disgerminoma; hamartoma; mesenquimoma; mesonefroma; miosarcoma; ameloblastoma; cementoma; odontoma;
teratoma; timoma; tumor tofoblastic.

Adicionalmente, también se pueden tratar los siguientes tipos de canceres: adenoma; colangioma; colesteatoma;
ciclindroma; cistadenocarcinoma; cistadenoma; tumor de células granulosas; ginandroblastoma; hepatoma;
hidradenoma; tumor de células de los islotes; tumor de células de Leydig; papiloma; tumor de células de Sertoli;
tumor de células tecales; leiomioma; leiomiosarcoma; mioblastoma; mioma; miosarcoma; rabdomioma;
rabdomiosarcoma; ependimoma; ganglioneuroma; glioma; meduloblastoma; meningioma; neurilemoma;
neuroblastoma; neuroepitelioma; neurofiboroma; neuroma; paraganglioma; paraganglioma no cromafinico;
angioqueratoma; hiperplasia angiolinfoide con eosinofilia; angioma esclerosante; angiomatosis; glomangioma;
hemangioendotelioma; hemangioma; hemangiopericitoma; hemangiosarcoma; limfangioma; limfangiomioma;
limfangiosarcoma; pinealoma; carcinosarcoma; condrosarcoma; cistosarcoma filodes; fibrosarcoma;
hemangiosarcoma; leiomiosarcoma; leucosarcoma; liposarcoma; limfangiosarcoma; miosarcoma; mixosarcoma;
carcinoma de ovario; rabdomiosarcoma; sarcoma; neoplasmas; nerofibromatosis; y displasia cervical.

Rutas de Administracion

Los inhibidores de acuerdo con la invencién, en diversas realizaciones, se pueden administrar por medio de una
variedad rutas adecuadas, bien conocidas por los expertos en la técnica de administracion de agentes terapéuticos a
un sujeto. En realizaciones de la invencion a este respecto, se administran uno o mas inhibidores, como se describe
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en alguna parte de la presente memoria, a través del canal alimentario. En otras realizaciones se administran
parentaralmente uno o mas inhibidores como se describe en alguna parte de la presente memoria. En diversas
realizaciones se pueden administrar uno o mas inhibidores a través del canal alimentario junto con uno o mas
inhibidores distintos administrados parenteralmente.

Tales rutas en una variedad de realizaciones incluyen pero no estan limitadas a la administracion de las
composiciones por la ruta oral, ocular, mucosal, topica, rectal, pulmonar, por ejemplo mediante pulverizacion para
inhalacion, y por la epicutanea. Las siguientes rutas de administracion parenterales también son utiles en diversas
realizaciones de la invencion: administracion mediante inyeccion intravenosa, intraarterial, intracardiaca, intraespinal,
intratecal, intradsea, intraarticular, intrasinovial, intracutanea, intradérmica, subcutanea, peritoneal, y/o intramuscular.
En algunas realizaciones se utilizan inyecciones intravenosas, intraarteriales, intracutaneas, intradérmicas,
subcutaneas y/o intramusculares. En algunas realizaciones utilizan inyecciones intravenosas, intraarteriales,
intracutaneas, subcutaneas y/o intramusculares.

En ciertas realizaciones de la invencidon las composiciones se administran localmente, por ejemplo mediante
inyeccion intraocular para tratar la neovascularizacion ocular, la retinopatia, o la degeneracién macular relacionada
con la edad.

Dosis

La cantidad de compuestos que se administran y el régimen de dosificaciéon para el tratamiento de un estado de
enfermedad con los compuestos y/o composiciones de esta invencion dependen de una variedad de factores,
incluyendo la edad, el peso, el sexo, y el estado médico del sujeto, el tipo de enfermedad, la gravedad de la
enfermedad, la ruta y frecuencia de administracion, y el compuesto concreto empleado. De este modo, el régimen de
dosificacién puede variar ampliamente.

La dosificacion apropiada de los inhibidores de VEGF y de Ang2 que se va a utilizar en la combinacion de acuerdo
con la invencién se puede determinar utilizando mecanismos bien conocidos empleados mas generalmente en las
técnicas farmacéuticas y relacionadas para determinar las dosificaciones de agentes individuales y/o combinaciones
de otros agentes para usos terapéuticos.

Con respecto a esto, en ciertas realizaciones, la dosis de uno o ambos inhibidores para su uso en una combinacion
de acuerdo con la invencion se puede basar parcial o totalmente en la dosis éptima establecida para uno o ambos
de los inhibidores utilizados solos.

La dosis 6ptima para cada agente puede ser la dosis recomendada o establecida por la Administracion de Alimentos
y Farmacos de los Estados Unidos (concretamente en cuanto a las formulaciones para su uso en los Estados
Unidos) y/o por otras autoridades que tienen jurisdiccion sobre tales materias fuera de los Estados Unidos
(concretamente en cuanto a las formulaciones para su uso fuera de los Estados Unidos), para el uso del agente por
si solo o en otras formulaciones combinadas.

Se debe entender que la dosis 6ptima en algunos casos es la dosis que logra el efecto terapéutico maximo, pero en
otros casos puede ser superior o inferior.

Por ejemplo, la administracion de cualquier agente a la dosis que logra en efecto terapéutico maximo, puede
producir, al mismo tiempo, efectos secundarios inaceptables tales como toxicidad, de manera que la dosis 6ptima
sea menor que la que tiene el efecto terapéutico maximo.

Por lo tanto, en algunas combinaciones de acuerdo con la invencion, uno o ambos agentes estaran presentes a la
dosis que logra el efecto terapéutico maximo cuanto se utilizan solos y/o cuando se utilizan combinados. En otras
combinaciones de acuerdo con la invencion estaran presentes uno u otro o ambos agentes en la cantidad que logra
el efecto terapéutico 6ptimo cuando el agente se utiliza por si solo.

En otras realizaciones mas uno o ambos agentes estaran presentes a una dosis que logre el efecto terapéutico
optimo para ese agente cuando se utiliza combinado, representando un equilibrio entre los efectos terapéuticos y los
efectos secundarios no deseables tales como la toxicidad.

Se debe apreciar adicionalmente que entre las ventajas de las terapias combinadas de acuerdo con la invencién, no
solo esta que en algunas realizaciones la combinacion funciona mejor que cualquier agente individual por si solo (a
las mismas dosis) sino también que la combinacién proporciona al menos el mismo efecto terapéutico o mejor que
cualquier agente por si solo, utilizando una dosis de uno o ambos agentes menor que la requerida para lograr el
mismo efecto cuando se utiliza cualquier agente por si solo. En realizaciones tales reducciones de las dosificaciones
dan como resultado menos efectos secundarios y/o una reduccion de la toxicidad.

Se aplican las mismas consideraciones cuando se utilizan mas de dos agentes combinados entre si, por ejemplo
cuando se utilizan tres, cuatro, cinco o mas agentes combinados.

De acuerdo con lo anterior, las dosis de los agentes que se van a utilizar combinados en realizaciones son las dosis
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recomendadas, establecidas, o prescritas por la Administracién de Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos o
por una agencia de autoridad similar fuera de los Estados Unidos. En realizaciones, por otra parte, la dosis de un
agente utilizado en una terapia combinada de acuerdo con la invencién también puede ser menor, o mayor, que las
dosis recomendadas, establecidas, o prescritas anteriormente mencionadas, tal como, en concreto, cuando el perfil
terapéutico del agente en la terapia combinada es 6ptimo a tal dosis inferior o dosis superior.

En realizaciones a este respecto, la dosis de uno o mas de los agentes en la terapia combinada es de 10%, 25%,
50%, 75%, 85%, 95%, 105%, 110%, 125% o mas de las dosis recomendadas, establecidas, o prescritas por tal
agencia para su uso del agente solo, concretamente en cuanto al uso del agente solo para la misma indicacion.

En el caso de los agentes que se administran parenteralmente, por ejemplo por medio de inyecciéon IV, en
realizaciones de la invencion la dosis del agente para la terapia combinada es de 0,05 mg/kg a 100 mg/kg. En
realizaciones es de 0,01 a 50 mg/kg. En realizaciones es de 0,02 a 40 mg/kg. En realizaciones es de 0,3 a 30 mg/kg.
En realizaciones es de 0,5 a 25 mg/kg. En realizaciones es de 1,0 a 15 mg/kg. Adicionalmente a este respecto, en
realizaciones la dosis es una cualquiera o mas de 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 5,0, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 100 mg/kg o mas. A este respecto las dosis se pueden administrar a cualquier intervalo, incluyendo pero
no limitado a mas de una vez al dia, una vez al dia, cada dos, tres, cuatro, cinco, seis o mas dias, una vez a la
semana, cada una, dos, tres, o cuatro semanas, o a intervalos mas largos.

Por ejemplo, en realizaciones a este respecto, las dosis de 2xCon4(C) en las terapias combinadas de acuerdo con la
invencion, ademas de las anteriores, son de 0,1 a 50 mg/kg IV una vez a la semana. En realizaciones las dosis don
de 0,3 mg/kg a 30 mg/kg IV una vez a la semana. En realizaciones la dosis es de 3 mg/kg IV una vez a la semana.
En realizaciones es de 5 mg/kg IV una vez a la semana. En realizaciones es de 10 mg/ml IV una vez a la semana.
En realizaciones es de 15 mg/kg IV una vez a la semana.

Muchas de las mismas consideraciones que las descritas inmediatamente antes se aplican también a la dosis de un
agente para la administracion oral en una terapia combinada de acuerdo con la invenciéon. Como se indica en alguna
parte de la presente memoria, para la administracion oral composicién farmacéutica puede estar en forma de, por
ejemplo, un comprimido, capsula, suspension, o liquido. La composicion farmacéutica se elabora preferiblemente en
forma de una unidad de dosificacién que contiene una cantidad concreta de ingrediente activo.

Los ejemplos de tales unidades de dosificacion son los comprimidos o las capsulas. Los principios generales y los
métodos para la formulacion de los agentes para la administracion oral son bien conocidos por los expertos en la
técnica.

Las formulaciones de agentes para la administracion oral en la terapia combinada de acuerdo con la invencion en las
realizaciones de la misma contienen el ingrediente activo en una cantidad de menos de 1 a 1.000, de 10 a 1.000, de
50 a 500, de 75 a 750 mg, entre otras. Por ejemplo, sin limitacion, en realizaciones la cantidad es de 1, 10, 25, 50,
75, 100, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 1.000, 0 2.000 mg por forma de dosificacion.

En realizaciones el agente se administra en la terapia combinada de acuerdo con la invencion a dosis de 0,01 o
menos a 2.000 mg/kg o mas. En realizaciones la dosis es de 1 a 1.000 mg/kg. En realizaciones es de 15 a 750
mg/kg. En realizaciones es de 25 a 700 mg/kg. En realizaciones es de 50 a 500 mg/kg. Por ejemplo, en realizaciones
esde 1, 10, 25, 50, 75, 100, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 1.000, 0 2.000 mg/kg.

En cuanto a las otras formas de administracion, las dosis para la administracion oral se pueden administrar una, dos,
tres, cuatro, cinco, seis, siete o mas veces al dia, o a intervalos de mas de un dia, tal como cada dos, tres, cuatro,
cinco, seis, o siete dias, o a intervalos mas largos.

La administracion oral de un agente en terapia combinada de acuerdo con la invencion como se ha indicado
anteriormente variara dependiendo de muchos factores, incluyendo el agente exacto, y la indicaciéon y el estado
inmediato del paciente, por nombrar solo unos pocos. Solo a modo de ilustracion, teniendo en cuenta esta
variabilidad, en realizaciones a este respecto, el agente se administra oralmente en una forma de dosificacion que
contiene, 1, 10, 25, 50, 75, 100, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 1.000, o 2.000 mg cada una. En
realizaciones a este respecto, el agente se administra oralmente en una o mas de las cantidades anteriores una,
dos, tres, cuatro o mas veces al dia, o a intervalos mas pequefios. En realizaciones a este respecto, se administran
al mismo tiempo una, dos, tres, o cuatro unidades de dosificacion.

En realizaciones que incluyen las realizaciones en las que la administracion es parenteral, oral, o por medio de otros
métodos, los intervalos de dosificacion varian, por ejemplo entre dos, tres o mas frecuencias de administracion, o
saltandose o afiadiendo administraciones a intervalos establecidos o de acuerdo con la respuesta del paciente. En
realizaciones, las dosis se alteran entre respuestas, por ejemplo una variacion regular entre dos, tres, cuatro o mas
regimenes de dosificacion, o de acuerdo con la respuesta del paciente.

Las consideraciones anteriores se aplican a los inhibidores tanto de Ang2 como de VEGF utilizados en la terapia
combinada de acuerdo con la invencion, entre otros.

Los regimenes de dosificacion se comentan con mayor detalle a continuacion.
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Regimenes de dosificacion

Las composiciones se pueden administrar a dosificaciones y mediante mecanismos bien conocidos por los expertos
en las técnicas médicas y veterinarias teniendo en cuenta factores tales como la edad, el sexo, el peso, y el estado
del paciente concreto, y la formulacion que se vaya a administrar (p. €j., solida vs. liquida). Las dosis para los seres
humanos u otros mamiferos pueden ser determinadas sin experimentacion indebida por el experto en la técnica, a
partir de esta descripcion, los documentos citados en la presente memoria, y el conocimiento de la técnica.

De acuerdo con las diferentes realizaciones, las dosificaciones apropiadas y los planes de dosificacion dependeran
de numerosos factores, y pueden variar en diferentes circunstancias. Los parametros que determinaran los planes
de dosificacion optimos que se van a administrar incluiran tipicamente algunos o todos de los siguientes: la
enfermedad que se esta tratando y su fase; la especie del sujeto, su estado de salud, género, edad, peso, y tasa
metabdlica; otras terapias que se estén administrando; y potenciales complicaciones esperadas del historial o el
genotipo del sujeto.

El plan de dosificacién 6ptimo en una situacién dada también tendra en cuenta el modo en el que se formulan las
composiciones, el modo en el que se administran, su ruta de distribucion después de la administracion, y la tasa a la
cual se aclararan tanto de los sitios de accion como del organismo del sujeto. Finalmente, la determinacién de la
dosificacién éptima proporcionara necesariamente una dosis eficaz que ni esta por debajo del umbral del efecto
beneficioso maximo ni por encima del umbral en el que los efectos perjudicales asociados con la dosis de los
agentes activos supera las ventajas del incremento de la dosis.

Se apreciara que una "dosis" se puede liberar toda de una vez, de manera fraccionada, o de manera continua a lo
largo de un periodo de tiempo. También se puede liberar la dosis completa en una Unica localizacion o distribuirla de
manera fraccionada en diversas localizaciones. Ademas, las dosis pueden permanecer iguales a lo largo del
tratamiento, o pueden variar.

En diversas realizaciones, las composiciones de la invencion se administran a una dosis inicial, y después de eso se
mantienen mediante administraciones adicionales. En algunas realizaciones una composicion de la invencion se
administra mediante un método inicialmente, y después de eso se administra mediante el mismo método o mediante
uno o mas métodos diferentes. Las dosificaciones de las administraciones en marcha se pueden ajustar para
mantener en ciertos valores los niveles de los agentes activos en el sujeto. En algunas realizaciones las
composiciones se administran inicialmente y/o mantienen su nivel en el sujeto por medio de inyeccion intravenosa.
En una variedad de realizaciones, se utilizan otras formas de administracion, dependiendo del estado del paciente y
de otros factores, comentados en alguna parte de la presente memoria.

Los regimenes adecuados para la administracion inicial y las dosis adicionales para las administraciones sucesivas
pueden ser todos iguales o pueden ser variables. Los regimenes apropiados pueden ser determinados por los
expertos en la técnica, a partir de esta descripcion, los documentos citados en la presente memoria, y el
conocimiento de la técnica. La dosis, la frecuencia, y la duracion del tratamiento dependeran de muchos factores,
incluyendo la naturaleza de la enfermedad, el sujeto, y otras terapias que se puedan administrar.

Por lo tanto, se puede utilizar una amplia variedad de regimenes para administrar las composiciones. En algunas
realizaciones éstas se administran a un sujeto a una dosis. En otras se administran a un sujeto en una serie de dos o
mas dosis sucesivas. En algunas otras realizaciones en las que se administran en una sola dosis, en dos dosis, y/o
mas de dos dosis, las dosis pueden ser iguales o diferentes, y se pueden administrar con intervalos iguales o
intervalos diferentes entre ellas.

Las composiciones de la invencion se pueden administrar en muchas frecuencias a lo largo de un amplio intervalo
de tiempos, incluyendo cualquier frecuencia e intervalo de tiempos adecuados que liberen una dosis eficaz para el
tratamiento. Las dosis se pueden liberar continuamente, se pueden administrar cada pocas horas, una o mas veces
al dia, cada dia, en dias alternos o varias veces por semana, o menos frecuentemente. En algunas realizaciones se
administran a lo largo de periodos de uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece,
catorce, o mas dias. En algunas realizaciones se administran a lo largo de periodos de uno, dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce o0 mas meses. En una variedad de realizaciones se administran durante un
periodo de uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, 0 mas afos. Generalmente las duraciones del
tratamiento seran proporcionales a la duracion del proceso de enfermedad, la eficacia de las terapias que se estén
aplicando, y el estado y la respuesta del sujeto que esté siendo tratado.

En diversas realizaciones de la invencion, los inhibidores se administran de una a cuatro veces al dia, en cantidades
iguales, a intervalos iguales.

Formulaciones

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con diversas realizaciones de la invencién pueden comprender uno o
mas portadores y/o diluyentes y/o coadyuvantes farmacéuticamente aceptables, no tdxicos (referidos colectivamente
en la presente memoria como materiales "portadores") y, si se desea, otros ingredientes activos. Los compuestos
farmacéuticamente activos de esta invencién se pueden elaborar de acuerdo con métodos de farmacia
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convencionales para producir agentes medicinales para su administracion a pacientes humanos y a otros sujetos.

Las formulaciones para la administracion de agentes bioldgicos tales como proteinas, incluyendo anticuerpos, son
bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, véanse los documentos US 6.171.586; WO 2005/044854; US 6.288.030;
US 6.267.958; WO 2004/055164; US 4.597.966; US 2003/0138417; US 6.252.055; US 5.608.038; US 6.875.432; US
2004/0197324; WO 02/096457; US 5.945.098; US 5.237.054; US 6.485.932; US 6.821.515; US 5.792.838; US
5.654.403; US 5.908.826; EP 0 804 163; y WO 2005/063291, en particular en las partes que tienen que ver con la
formulacion, estabilizacion, y liberaciéon de farmacos basados en proteinas. Como se ha descrito anteriormente y en
otras partes, entre los agentes tamponadores preferidos para proteinas conocidos en la técnica se encuentran
acetato, succinato, gluconato, glutamato, acido glutamico, histidina, citrato, acido aspartico, y otros tampones de
acidos organicos.

Para la administracion oral, la composicién farmacéutica puede estar en forma de, por ejemplo, un comprimido, una
capsula, una suspension, o un liquido. La composicién farmacéutica se elabora preferiblemente en forma de una
unidad de dosificacién que contiene una cantidad concreta del ingrediente activo. Los ejemplos de tales unidades de
dosificacién son los comprimidos o las capsulas.

Para los fines terapéuticos, los compuestos activos de esta invencidon se combinan normalmente con uno o mas
coadyuvantes apropiados para la ruta de administracion indicada. Si se administran por boca, los compuestos se
pueden mezclar con lactosa, sacarosa, polvo de almidén, ésteres de celulosa de acidos alcanoicos, ésteres de
alquilcelulosa, talco, acido estearico, estearato de magnesio, 6xido de magnesio, sales de sodio y calcio de acidos
fosférico y sulfurico, gelatina, goma de acacia, alginato de sodio, polivinilpirrolidona, y/o poli(alcohol vinilico), y
después comprimir o encapsular para la administracion conveniente. Tales capsulas o comprimidos pueden contener
una formulacién de liberacién controlada puesto que se pueden proporcionar en una dispersion de compuesto activo
en hidroxipropilmetilcelulosa.

Las formulaciones para la administracion parenteral pueden estar en forma de soluciones o suspensiones
inyectables estériles isotonicas acuosas o no acuosas. Estas soluciones y suspensiones se pueden preparar a partir
de polvos o granulos estériles utilizando uno o mas de los portadores o diluyentes mencionados para su uso en las
formulaciones para la administracion oral o utilizando otros agentes dispersantes o humectantes y agentes
suspensores adecuados. Los compuestos se pueden disolver en agua, polietilenglicol, propilenglicol, etanol, aceite
de maiz, aceite de semilla de algodon, aceite de cacahuete, aceite de sésamo, alcohol bencilico, cloruro de sodio,
goma de tragacanto, y/o diversos tampones. Otros coadyuvantes y modos de administracion son bien y ampliamente
conocidos en la técnica farmacéutica. El ingrediente activo también se puede administrar por medio de inyectables
en forma de una composicion con portadores adecuados incluyendo solucion salina, dextrosa, o agua, o con
ciclodextrina (es decir, Captisol), solubilizacion con co-disolventes (es decir, propilenglicol), o solubilizacion micelar
(es decir, Tween 80).

La preparacion inyectable estéril puede ser también una solucién o suspension inyectable estéril en un diluyente o
disolvente parenteralmente aceptable no téxico, por ejemplo en forma de una solucién en 1,3-butanodiol. Entre los
vehiculos y disolventes aceptables que se pueden emplear se encuentran el agua, la solucién de Ringer, y la
solucidn isotdnica de cloruro de sodio.

Ademas, se emplean convencionalmente aceites fijados, estériles como medio disolvente o suspensor. Para este fin
se puede emplear cualquier aceite no volatil suave, incluyendo mono- o diglicéridos sintéticos. Ademas, los acidos
grasos tales como el acido oleico encuentran uso en la preparacion de inyectables.

Para la administracion pulmonar, la composicion farmacéutica se puede administrar en forma de un aerosol o con un
inhalador incluyendo un aerosol de polvo seco.

Las composiciones farmacéuticas se pueden someter a operaciones farmacéuticas convencionales tales como
esterilizacion y/o pueden contener coadyuvantes convencionales, tales como conservantes, estabilizadores, agentes
humectantes, emulsionantes, tampones etc. También se pueden preparar adicionalmente comprimidos y pildoras
con recubrimientos entéricos. Tales composiciones pueden comprender también coadyuvantes, tales como agentes
humectantes, edulcorantes, aromatizantes, y perfumantes.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con lo anterior y otros aspectos de la invencion pueden contener
sustancias de formulacion para modificar, mantener o conservar, por ejemplo, el pH, la osmolaridad, la viscosidad, la
claridad, el color, la isotonicidad, el olor, |la esterilidad, la estabilidad, la tasa de disolucion o liberacion, la adsorcién o
la penetracion de la composicion.

Las sustancias de formulacion adecuadas incluyen, pero no estan limitadas a, aminoacidos (tales como glicina,
glutamina, asparragina, arginina o lisina); antimicrobianos; antioxidantes (tales como acido ascorbico, sulfito de sodio
o hidrogenosulfito de sodio); tampones (tales como borato, bicarbonato, Tris-HCI, citratos, fosfatos, otros acidos
organicos); agentes volumétricos (tales como manitol o glicina), agentes quelantes [tales como acido
etilendiaminotetraacético (EDTA)]; agentes complejantes (tales como cafeina, polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina o
hidroxipropil-beta-ciclodextrina); cargas; monosacaridos; disacaridos y otros carbohidratos (tales como glucosa,
manosa, o dextrinas); proteinas (tales como albumina de suero, gelatina o inmunoglobulinas); colorantes; agentes
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aromatizantes y diluyentes; agentes emulsionantes; polimeros hidréfilos (tales como polivinilpirrolidona); polipéptidos
de bajo peso molecular; contraiones formadores de sales (tales como sodio); conservantes (tales como cloruro de
benzalconio, &acido benzoico, acido salicilico, timerosal, alcohol fenetilico, metilparabeno, propilparabeno,
clorhexidina, acido soérbico o peréxido de hidrogeno); disolventes (tales como glicerina, propilenglicol o
polietilenglicol); alcoholes de azucares (tales como manitol o sorbitol); agentes suspensores; tensioactivos o agentes
humectantes (tales como pluronics, PEG, ésteres de sorbitan, polisorbatos tales como polisorbato 20, polisorbato 80,
triton, trometamina, lecitina, colesterol, tiloxapal); agentes potenciadores de la estabilidad (sacarosa o sorbitol);
agentes potenciadores de la tonicidad (tales como haluros de metales alcalinos (preferiblemente cloruro de sodio o
potasio, manitol, sorbitol); vehiculos de liberacion; diluyentes; excipientes y/o coadyuvantes farmacéuticos.
(Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Edicién, A.R. Gennaro, ed., Mack Publishing Company, 1990).

La composicion farmacéutica dptima sera determinada por un experto en la técnica dependiendo, por ejemplo, de la
ruta de administracion pretendida, el formato de liberacién, y la dosificacion deseada. Véase por ejemplo,
Remington's Pharmaceutical Sciences, supra. Tales composiciones pueden influir en el estado fisico, la estabilidad,
la tasa de liberacion in vivo, y la tasa de aclaramiento in vivo del agente aglutinante especifico.

El vehiculo o portador primario en una composicion farmacéutica puede ser de naturaleza acuosa o no acuosa. Por
ejemplo, un vehiculo o portador adecuado puede ser agua para inyectables, solucion salina fisiolégica o fluido
cerebroespinal artificial, posiblemente con un suplemento de otras sustancias comunes en las composiciones para la
administracion parenteral. La solucién salina tamponada neutra o la solucién salina mezclada con albumina de suero
son portadores ilustrativos adicionales. Otras composiciones farmacéuticas ilustrativas comprenden tampén Tris de
pH 7,0-8,5, o tampon de acetato de pH 4,0-5,5, que pueden incluir adicionalmente sorbitol o un sustituto adecuado
del mismo. En una realizacién de la presente invencion, se pueden preparar composiciones de agentes aglutinantes
para el almacenamiento mezclando la composicion seleccionada que tiene el grado de pureza deseado con agentes
de formulacion opcionales (Remington's Pharmaceutical Sciences, supra) en forma de una torta liofilizada o una
disolucion acuosa. Adicionalmente, el agente aglutinante producto se puede formular en forma de un producto
liofilizado utilizando excipientes apropiados tales como sacarosa.

Las composiciones farmacéuticas se pueden seleccionar para su liberacidon parenteral. Alternativamente, las
composiciones se pueden seleccionar para su inhalacién o para su liberacidon entérica por ejemplo oralmente,
auralmente, oftalmicalmente, rectalmente, o vaginalmente. La preparacion de tales composiciones
farmacéuticamente aceptables se encuentra dentro del conocimiento practico de la técnica.

Los componentes de formulacién estan presentes en concentraciones apropiadas para el sitio de administracion. Por
ejemplo, los tampones se utilizan para mantener la composicion a pH fisiolégico o a un pH ligeramente inferior,
tipicamente dentro de un intervalo de pH de 5 a 8.

Cuando se contempla la administracién parenteral, la composiciones terapéuticas para su uso en esta invencién
pueden estar en forma de una disolucion acuosa parenteralmente aceptable, libre de pirégenos que comprende el
agente aglutinante especifico deseado en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un vehiculo concretamente
adecuado para su inyeccion parenteral es agua destilada estéril en la que se formula un agente aglutinante en forma
de una disolucion isotoénica, estéril, conservada apropiadamente.

Otra preparacion mas puede implicar la formulacién de la molécula deseada con un agente, tal como microesferas
inyectables, particulas bio-erosionables, compuestos poliméricos (poli(acido lactico), poli(acido glicdlico), cuentas, o
liposomas, que proporcionan la liberacion controlada o sostenida del producto que se puede liberar después a través
de una inyeccion de depdsito. También se puede utilizar acido hialurénico, y éste puede tener el efecto de promover
la duracién sostenida en la circulacion. Otros medios adecuados para la introduccién de la molécula deseada
incluyen dispositivos de liberacion de farmacos implantables.

En otros aspecto, la formulaciones farmacéuticas adecuadas para la administracion parenteral se pueden formular
en disoluciones acuosas, preferiblemente en tampones fisiolégicamente compatibles tales como soluciéon de Hank,
solucion de Ringer, o solucion salina tamponada fisiolégicamente. Las suspensiones inyectables acuosas pueden
contener sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension, tales como carboximetilcelulosa sédica, sorbitol,
o dextrano. Adicionalmente, se pueden preparar suspensiones de los compuestos activos en forma de suspensiones
inyectables oleosas apropiadas. Los disolventes o vehiculos lipdfilos adecuados incluyen acidos grasos, tales como
aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato de etilo, triglicéridos, o liposomas.
También se pueden utilizar para la liberaciéon polimeros de aminas policatidnicas no lipidicos. Opcionalmente, la
suspension puede contener también estabilizadores adecuados o agentes para aumentar la solubilidad de los
compuestos y permitir la preparacion disoluciones altamente concentradas.

Una composicion farmacéutica de acuerdo con ciertas realizaciones de la invencién puede ser adecuada para su
inhalacion. Por ejemplo, un agente aglutinante se puede formular en forma de un polvo seco para su inhalacion. Las
soluciones para inhalacion de moléculas de polipéptido o acido nucleico también se pueden formular con un
propelente para su liberacién en aerosol. En ofra realizacion mas, las soluciones se pueden nebulizar. La
administracion pulmonar se describe adicionalmente en la Solicitud PCT Num. PCT/US94/001875, que describe la
liberaciéon pulmonar de proteinas modificadas quimicamente.
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También se contempla que ciertas formulaciones se puedan administrar oralmente. En una realizacion de la
presente invencion, las moléculas de agente aglutinante que se administran de esta manera se pueden formular con
o sin estos portadores utilizados habitualmente en la composiciéon de formas de dosificacion soélidas tales como
comprimidos y capsulas. Por ejemplo, se puede disefiar una capsula para liberar la porcién activa de la formulacion
en el punto del tracto gastrointestinal en el que se maximiza la biodisponibilidad y se minimiza la degradacion
presistémica. Se pueden incluir agentes adicionales para facilitar la absorcién de la molécula del agente aglutinante.
También se pueden emplear diluyentes, aromatizantes, ceras de bajo punto de fusién, aceites vegetales, lubricantes,
agentes suspensores, agentes disgregantes de comprimidos, y aglutinantes.

Las composiciones farmacéuticas para la administracién oral se pueden formular también utilizando portadores
farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica en dosificaciones adecuadas para la administracién oral.
Tales portadores posibilitan que las composiciones farmacéuticas sean formuladas en forma de comprimidos,
pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, emulsiones, suspensiones, y similares, para su ingestion por el
paciente.

Las preparaciones farmacéuticas para uso oral se pueden obtener combinando compuestos activos con un
excipiente sdlido y elaborando la mezcla resultante de granulos (opcionalmente, después de su trituracion) para
obtener comprimidos o nucleos de grageas. Se pueden afadir agentes auxiliares adecuados, si se desea. Los
excipientes adecuados incluyen cargas de carbohidratos o proteinas, tales como azucares, incluyendo lactosa,
sacarosa, manitol, y sorbitol; almidon de maiz, trigo, arroz, patata, u otras plantas; celulosa, tales como
metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, o carboximetilcelulosa sédica; gomas, incluyendo goma arabiga y
tragacanto; y proteinas, tales como gelatina y colageno. Si se desea, se pueden afadir agentes disgregantes o
solubilizantes, tales como polivinilpirrolidona entrecruzada, agar, y acido alginico o una de sus sales, tales como
alginato de sodio.

También se pueden utilizar ndcleos para grageas junto con recubrimientos adecuados, tales como soluciones de
azucares concentrados, que también pueden contener goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel carbopol,
polietilenglicol, y/o diéxido de titanio, soluciones de laca, y disolventes organicos adecuados o mezclas
disolventes. Se pueden afiadir colorantes o pigmentos a los comprimidos o revestimientos de grageas para la
identificacion del producto o para caracterizar la cantidad del compuesto activo, es decir, la dosificacion.

Las preparaciones farmacéuticas que se pueden utilizar oralmente también incluyen capsulas de ajuste a presion
elaboradas de gelatina, asi como capsulas selladas, blandas elaboradas de gelatina y un recubrimiento, tal como
glicerol o sorbitol. Las capsulas de ajuste a presion pueden contener ingredientes activos mezclados con cargas o
aglutinantes, tales como lactosa o almidones, lubricantes, tales como talco o estearato de magnesio, vy,
opcionalmente, estabilizadores. En las capsulas blandas, los compuestos activos se pueden disolver o suspender en
liquidos adecuados, tales como aceites grasos, liquidos, o polietilenglicol liquido con o sin estabilizadores.

Otra composicion farmacéutica puede implicar una cantidad eficaz de agente aglutinante en una mezcla con
excipientes no toxicos que son adecuados para la fabricacién de comprimidos. Por medio de la disolucién de los
comprimidos en agua estéril, u otro vehiculo apropiado, se pueden preparar disoluciones en una forma de
dosificacion unitaria. Los excipientes adecuados incluyen, pero no estan limitados a, diluyentes inertes, tales como
carbonato de calcio, carbonato o bicarbonato de sodio, lactosa, o fosfato de calcio; o agentes aglutinantes, tales
como almidén, gelatina, o acacia; o agentes lubricantes tales como estearato de magnesio, acido estearico, o talco.

Las composiciones farmacéuticas adicionales resultaran evidentes para los expertos en la técnica, incluyendo
formulaciones que implican moléculas de agente aglutinante en formulaciones de liberacion sostenida o controlada.
Las técnicas para formular una variedad de otros medios de liberacién sostenida o controlada, tales como portadores
de liposomas, microparticulas bioerosionables o cuentas porosas e inyecciones de depdsito, también son conocidas
por los expertos en la técnica. Véase por ejemplo, el documento PCT/US93/00829 que describe microparticulas
poliméricas porosas de liberacién controlada para la liberacion de las composiciones farmacéuticas.

Los ejemplos adicionales de las preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices poliméricas
semipermeables en forma de articulos moldeados, p. €j. peliculas, o microcapsulas. Las matrices de liberacion
sostenida pueden incluir poliésteres, hidrogeles, polilactidas (Documento US 3.773.919, Documento EP 58.481),
copolimeros de acido L-glutamico y gamma-etil-L-glutamato [Sidman et al., Biopolimers, 22:547-556 (1983)],
poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) [Langer et al., J. Biomed. Mater. Res., 15:167-277, (1981)] y [Langer et al., Chem.
Tech., 12:98-105(1982)], acetato de etilenvinilo (Langer et al., supra) o acido poli-D(-)-3-hidroxibutirico (documento
EP 133.988). Las composiciones de liberacion sostenida también incluyen liposomas, que se pueden preparar por
medio de cualquiera de varios métodos conocidos en la técnica. Véanse p. €j., Eppstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
(USA), 82:3688-3692 (1985); el documento EP 36.676; el documento EP 88.046; el documento EP 143.949.

La composicion farmacéutica que se va a utilizar para la administracion in vivo debe ser tipicamente estéril. Esto se
puede lograr mediante filtracion a través de membranas de filtracion estériles. Cuando la composicion se liofiliza, la
esterilizacion utilizando este método se puede llevar a cabo antes o después de la liofilizacion y la reconstitucion.

La composicion para la administracion parenteral se puede almacenar en forma liofilizada o en disolucién. Ademas,
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las composiciones parenterales generalmente se colocan en un recipiente que tiene un puerto de acceso estéril, por
ejemplo, una bolsa o vial de disolucién intravenosa que tiene un tapon perforable por medio de una aguja de
inyeccion hipodérmica.

El término "sales farmacéuticamente aceptables" abarca sales utilizadas cominmente para formar sales de metales
alcalinos y para formar sales de adicion de acidos libres o de bases libres. La naturaleza de la sal no es critica,
siempre que sea farmacéuticamente aceptable. Las sales de adicién de acido farmacéuticamente aceptables de los
compuestos se pueden preparar a partir de un acido inorganico o a partir de un acido organico. Los ejemplos de
tales acidos inorganicos son acido clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico, nitrico, carbénico, sulfurico y fosférico. Los
acidos organicos apropiados se pueden seleccionar entre las clases de acidos organicos alifaticos, cicloalifaticos,
aromaticos, arilalifaticos, heterociclicos, carboxilicos y sulfénicos, ejemplos de los cuales son acido féormico, acético,
adipico, butirico, propiénico, succinico, glicdlico, gluconico, lactico, malico, tartarico, citrico, ascoérbico, glucurénico,
maleico, fumarico, pirtvico, aspartico, glutamico, benzoico, antranilico, mesilico, 4-hidroxibenzoico, fenilacético,
mandélico, embodnico (pamoico), metanosulfénico, etanosulfénico, etanodisulfénico, bencenosulfénico, pantoténico,
2-hidroxietanosulfénico, toluenosulfonico, sulfanilico, ciclohexilaminosulfénico, canférico, canforsulfénico,
digluconico, ciclopentanopropionico, dodecilsulfénico, glucoheptanoico, glicerofosfénico, heptanoico, hexanoico, 2-
hidroxietanosulfénico, nicotinico, 2-naftalenosulfénico, oxalico, palmoico, pectinico, persulfarico, 2-fenilpropionico,
picrico, pivalico, propidnico, succinico, tartarico, tiocianico, mesilico, undecanoico, estearico, algénico, (B-
hidroxibutirico, salicilico, galactarico y galacturénico. Las sales de adicion de bases farmacéuticamente aceptables
adecuadas de los compuestos incluyen sales metalicas, tales como sales elaboradas a partir de aluminio, calcio,
litio, magnesio, potasio, sodio y cinc, o sales elaboradas a partir de bases organicas incluyendo aminas primarias,
secundarias y terciarias, aminas sustituidas incluyendo aminas ciclicas, tales como cafeina, arginina, dietilamina, N-
etilpiperidina, histidina, glucamina, isopropilamina, lisina, morfolina, N-etiimorfolina, piperazina, piperidina,
trietilamina, trimetilamina. Todas estas sales se pueden preparar por medio de métodos convencionales a partir del
compuesto de la invencién correspondiente haciendo reaccionar, por ejemplo, el acido o la base apropiados con el
compuesto.

Una vez que se ha formulado la composicién farmacéutica, ésta se puede almacenar en viales estériles en forma de
una disolucién, suspension, gel, emulsion, sélido, o un polvo deshidratado o liofilizado. Tales formulaciones se
pueden almacenar en una forma lista para su uso o en una forma (p. €j., liofilizada) que requiere su reconstitucion
antes de la administracion.

Kits

La invencion también proporciona kits que comprenden uno o mas inhibidores de Ang2 y uno o mas inhibidores de
VEGF de acuerdo con lo anterior. Los inhibidores se pueden disponer en los kits en uno o mas recipientes. Cada
uno de tales recipientes puede contener de manera separada o mezclados uno o mas inhibidores de Ang2 y uno o
mas inhibidores de VEGF de acuerdo con cualquiera de los anteriores. Tipicamente, tales kits se disefian para uso
médico, y los inhibidores estan incluidos en formulaciones farmacéuticamente aceptables. Entre los kits a este
respecto se encuentran aquellos que comprenden 2xCon4(C) y AMG 706. Asimismo a este respecto se encuentran
los kits en donde los inhibidores se disponen en recipientes separados. Los kits pueden ser aquellos que
comprenden enteramente esto o como uno o mas documentos separados, informacion relativa al contenido o al kit y
al uso de los inhibidores. Asimismo los kits pueden ser aquellos en donde las composiciones se formulan para su
reconstitucion en un diluyente. Los kits pueden comprender adicionalmente uno o mas recipientes de diluyente
estéril. Se pueden contemplar los kits en donde al menos uno de los inhibidores se dispone en viales con vacio
parcial sellados con un septo y adecuados para su reconstitucion para formar una formulacion eficaz para su
administracion parenteral.

Se pueden contemplar los kits que proporcionan el empaquetamiento en dosis sencillas de uno o mas de los
inhibidores, y los kits que incluyen aquellos que proporcionan jeringas precargadas de una sola camara y multi-
camara (p. €j., jeringas liquidas y liojeringas) para la administracion de uno o mas de los inhibidores, y los kits en los
que las jeringas estan precargadas.

La presente invencioén se describe adicionalmente por medio de los siguientes ejemplos ilustrativos, no limitantes.
Ejemplos
Ejemplo comparativo 1: Tek472/Fc y Avastina™

Los xenoinjertos de células Colo205 inyectadas en ratones CD 1 Nu/Nu hembra se trataron con: (1) Avastina™
(grupo 1); (2) Avastina™ y Tek472/Fc (grupo 2); (3) control de HulgG1 y Fc (grupo 3), y (4) Tek472/Fc (grupo 4),
como se describe con mayor detalle mas abajo.

Los tumores fueron inducidos inyectando células Colo205 en cuarenta ratones hembra CD1 Nu/Nu, de 6 a 8
semanas de edad, con un peso de entre 20 y 22 gramos. Todos los ratones se obtuvieron de Charles River
Laboratories (Raleigh, NC, Num. APR 245658). Las células Colo205 para su inyeccion se cultivaron en suspension a
37°C en medio de McCoy 5A (GibcoBRL, Grand Island, NY) con un suplemento de FBS al 10% (Hyclone, Logan,
Utah). Para su inyeccion, las células se recogieron del cultivo y se mezclaron con MatrigeIT'\’I (BD Bioscience,
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Bedford, MA, Nim. de Cat. 354234) a una concentramon de 1 x 107 células/ml. Se inyectaron 0,2 ml de la mezcla
que contenia celulas—MatrlgeI que contenia 2 x 10° células Colo205 en el flanco derecho de cada ratdn
subcutaneamente. Los ratones fueron después asignados al azar a los grupos de control y tratamiento (resumido en
la Tabla 1A), se marcaron, y se pesaron.

Dos veces cada semana, a lo largo del estudio, se midi6 la longitud, la altura, y la anchura de cada tumor, y los
ratones se pesaron. Los volimenes tumorales se calcularon a partir de las mediciones de las dimensiones (longitud
x anchura x altura) y se expresaron uniformemente en mm°.

Antes de su uso, las preparaciones de Tek472/Fc, Fc, HulgG1, y Avastina™ se diluyeron en PBS a una
concentracion de 1 mg/ml (0,1%). Se administraron dosis de 100 pl ip o sc. Las cantidades de tratamiento y las rutas
de administracion se exponen en la Tabla 1A para todos los grupos.

Tabla 1A
Num. de Num. de Tratamiento 1 Frecuencia Tratamiento 2 Frecuencia
grupo ratones
1 10 Avastina™ 100 Mg ip 2x/semana Fc 40 ug sc 3x/semana
2 10 Avastina™ 100 Mg ip 2x/semana Tek 472/Fc 40 ugsc | 3x/semana
3 10 HulgG1 100 pg ip 2x/semana Fc 40 ug sc 3x/semana
4 10 HulgG1 100 pg ip 2x/semana Tek 472/Fc 40 ugsc | 3x/semana

Todos los tratamientos comenzaron 21 dias después de que las células fueran inyectadas a los ratones, cuando los
volumenes tumorales fueron de aproximadamente 450 mm?®.

Se utilizé un procedimiento doble ciego a lo largo del estudio, con lo que las personas que midieron los voliumenes
tumorales y administraron los farmacos no estuvieron al tanto del tratamiento.

Todos los resultados se expresan como la media + error tipico de la media ("ETM"). Los datos se analizaron
estadisticamente con un ANOVA factorial para mediciones repetidas, utilizando soporte l6gico StatView v5.0.1 (SAS
Institute, Cary, NC). Se utilizé una prueba post hoc de Scheffe para determinar los valores de p para las mediciones
repetidas. Se considerd que los grupos de comparacion con valores de p de 0,05 o menos eran significativamente
diferentes.

Los resultados se presentan graficamente en la Figura 1, que muestra los volumenes tumorales (media + ETM) para
cada uno de los cuatro grupos en el curso del estudio. El tratamiento con Avastina™ sola (Grupo 1) o Tek472/Fc
solo (Grupo 4) inhibi6 significativamente el creC|m|ento tumoral cuando se comparé con el tratamiento con el control
por si solo (Grupo 3): p<0,0001 para la Avastina™ y p = 0,0175 para Tek472/Fc. El tratamiento con Tek472/Fc y
Avastina™ (Grupo 2) fue S|gn|f|cat|vamente mas eficaz que el tratamiento con el control (Grupo 3): p<0,0001.
También fue significativamente mas eflcaz p<0,0001, que el tratamiento con Tek472/Fc solo (Grupo 1). Sln
embargo, el tratamiento con la Avastina™ por si sola fue tan eficaz como el tratamiento con Tek472/Fc y Avastina”

Los pesos medios de los animales para cada grupo no difirieron de una manera estadisticamente significativa en el
curso del estudio.

En resumen, segun se midié6 por medio del volumen tumoral, cada agente solo y la combinacion inhibieron
significativamente el crecimiento tumoral en comparacién con el control. El grupo combinado fue estadisticamente
superior al tratamiento con Tek472/Fc solo (p<0,0001) pero no con la Avastina™ sola.

Ejemplo comparativo 2: Anti-Ang2 (Ab 536) y Anti-VEGF

Los xenoinjertos de células A431 inyectadas en ratones hembra CD1 Nu/Nu se trataron con: (1) IgG1 humana de
control (kappa); (2) anticuerpo anti-Ang2 (Ab 536); (3) anticuerpo anti-VEGF; y (4) anticuerpo anti-VEGF y anticuerpo
anti-Ang2 (Ab 536), como se presenta con mayor detalle en las Tablas 2A y 2B y en la discusidon de mas abajo.

Tabla 2A
Numero de grupo Numero de ratones Tratamiento
1 10 IgG1 humana de control (kappa)
2 10 anti-Ang2 (Ab 536)
3 10 anti-VGF + IgG1 de control (kappa)
4 10 anti-VGF + anti-Ang2 (Ab 536)
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Tabla 2B
Anti-Ang2 AB 536 IgG1 Humana Kappa Anti-VEGF
Proveedor n/a Sigma R&D
Vehiculo PBS PBS PBS
Dosis Primera dosis 140 ug, a Primera dosis 140 ug, a | Primera dosis 15,5 pg, a
continuacion 46,7 ug cada | continuacién 46,7 yg cada | continuacién 5,18 ug cada
dosis dosis dosis
Ruta IP IP IP
Programa 3 x semana 3 x semana 3 x semana
Ratones CD1 Nu/Nu, Hembra, Charles River Laboratories

Las células A431 se cultivaron en matraces T-225. Después de 40 pases, las células para el estudio se cultivaron
hasta que fueron confluentes en 80-85% y a continuaciéon se cosecharon utlllzando tripsina/EDTA. Las células
cosechadas se suspendieron en medio RPMI 1740 a una concentracion de 5 x 10" células/ml. Mas de 95% de las
células de la preparacion utilizadas para este estudio fueron viables segun se determiné por medio de exclusion con
azul de tripan.

Los tumores fueron inducidos inyectando 1 x 10" células A431 suspendidas en 0,2 ml de medio sin suero
subcutaneamente en el flanco derecho de los 40 ratones hembra CD 1 Nu/Nu, de 6 a 8 semanas de edad, con un
peso entre 20 y 22 gramos.

Antes de su uso, los anticuerpo anti-Ang2, HulgG1, y anti-VEGF se diluyeron en PBS. Todos los tratamientos se
iniciaron tres dias después de inyectar las células, antes de que los tumores fueran palpables.

Para comenzar el tratamiento a los ratones de cada grupo se les inyect6 una dosis inicial que fue tres veces mayor
que las dosis subsiguiente en el estudio. Los grupos, la dosis inicial, y las dosis de continuaciéon se exponen con
detalle en las Tablas 2A y 2B.

Los tumores se midieron y los ratones se pesaron a lo largo del estudio como se describe en el Ejemplo 1.
Los resultados se expresan y los datos se analizaron como se describe en el Ejemplo 1.
Los datos del estudio se presentan en la Figura 2.

El grafico en la Figura 2 presenta el volumen de tumor medio para cada uno del grupo 1 (control), grupo 2
(anticuerpo anti-Ang2, Ab 536), grupo 3 (anticuerpo anti-VEGF), y grupo 4 (ambos anticuerpos), en el curso del
estudio. Las barras verticales representan + ETM. Los valores de p indicados se refieren a las comparaciones con el
control (IgG1) (grupo 1) basandose en los volumenes tumorales como una funcion del tiempo utilizando el ANOVA
de medidas repetidas con la prueba post hoc de Scheffe.

Los pesos de los animales se midieron en el curso del estudio. Todos los grupos mantuvieron sus pesos, y por
medio de esta medicion, no hubo evidencia de que ninguno de los tratamientos fuera significativamente perjudicial
para el estado general de los animales.

Como se muestra en la Figura 2, el tratamiento con el anticuerpo anti-Ang2 (Ab 536) solo (grupo 2) y el anticuerpo
anti-VEGF solo (grupo 3) inhibié el crecimiento de los xenoinjertos significativamente mas que el tratamiento de
control (grupo 1): p = 0,0012 y p = 0,0004, respectivamente. El tratamiento con ambos anticuerpos juntos también
efectud una inhibicion estadisticamente significativa del crecimiento tumoral, con respecto al control, p<0,0001. Sin
embargo, el tratamiento con ambos anticuerpos no fue significativamente mas eficaz que el tratamiento con uno
cualquiera por si solo.

Ejemplo 3: Xenoinjertos de HT29 con 2xCon4(C) y AMG 706

Los xenoinjertos de células HT29 inyectados a ratones carentes de sistema inmune atimicos hembra se trataron con
2xCon4(C) solo, AMG 706 solo, o una combinacion de los dos, como se describe mas abajo.

Los tumores fueron inducidos inyectando células HT29 subcutaneamente a 90 ratones carentes de sistema inmune
atimicos hembra, de 6 a 8 semanas de edad, con un peso entre 21 y 23 gramos. Todos los ratones se obtuvieron de
Harlan Sprague Dawley. Las células HT29 para su inyeccion se cultivaron en suspension a 37°C en medio de
McCoy 5A1 (Gibco/BRL, Grand Island, NY) con un suplemento de FBS al 10% (Hyclone, Logan, Utah). Después de
26 pases, las células para el estudio se cultivaron hasta que fueron semiconfluentes (aproxmadamente 40%) y a
continuacion se recogieron utilizando tripsina/EDTA. Las células se mezclaron con Matrlgel (BD Bioscience,
Bedford, MA, Num. de Cat. 354234) a una razon de 2:1 a una concentracion de 1 x 107 células/ml. Mas de 95% de
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las células fueron viables sequn se determind por medio de exclusion con azul de tripan. Se inyectaron 0,2 ml de la
mezcla de células-Matrigel™ que contenia 2 x 10° células HT29 en el flanco derecho de cada ratdn
subcutaneamente.

Veintiun dias después de la inyeccion, se seleccionaron 40 de los 90 ratones para el estudio mediante un ordenador
utilizando aleatorizacion por ordenador y programas de clasificacion, y se inicié el tratamiento.

Dos veces cada semana, a lo largo del estudio, se midi6 la longitud, la altura, y la anchura de cada tumor y los
ratones se pesaron. Los volumenes tumorales se calcularon a partir de las mediciones dimensionales longitud x
anchura x altura y se expresaron uniformemente en mm?.

Antes de su uso, se diluyeron cada uno de 2xCon4(C) y el control de Fc a la concentracion de trabajo (dosis/0,1 ml)
en PBS. Se diluyd AMG 706 a la concentracion de trabajo con Ora-Plus ajustado con acido metanosulfénico a pH
2,0 (dosis/0,2 ml). Todos los compuestos se almacenaron a 4°C.

El régimen de tratamiento para cada grupo de ratones se expone en la Tabla 3A.

El tratamiento comenzé el dia 21 después de la implantacion del tumor. Los grupos se trataron con: (1) control de
vehiculo y Fc (grupo 1), (2) AMG 706 y Fc (grupo 3), (3) 2xCon4(C) mas vehiculo (grupo 2), y (4) AMG 706 y
2xCon4(C) (grupo 4). 2xCon4(C) se proporcioné a 14 ug/dosis, subcutaneamente, dos veces por semana (grupo 2).
AMG 706 se proporcion6 oralmente a la dosis de 75 mg/kg QD (grupo 3). La misma dosis y programa de dosificacion
se utilizaron para el tratamiento combinado de 2xCon4(C) y AMG 706 (grupo 4). El vehiculo sirvio como control para
AMG 706. Fc sirvio como control para 2xCon4(C). El grupo 1 se traté solo con los dos controles.

Tabla 3A
Num. de grupo Nums. de ratén Tratamiento 1 Tratamiento 2

1 1-10 Vehiculo, po QD FC, 14 ug, sc, 2x/semana

2 11-20 Vehiculo, po QD 2xCon4(C), 14 ug, sc,
2x/semana

3 21-30 AMG 706, 75 mg/kg, po, QD FC, 14 ug, sc, 2x/semana

4 31-40 AMG 706, 75 mg/kg, po, QD 2xCon4(C), 14 ug, sc,
2x/semana

Los resultados se expresan y los datos se analizaron como se describe en el Ejemplo 1.
Los datos se presentan en la Figura 3.

El grafico de la Figura 3 presenta el volumen de tumor medio para cada uno del grupo 1 (control), grupo 2
(2xCon4(C)), grupo 3 (AMG 706), y grupo 4 (2xCon4(C) y AMG 706) en el curso del estudio. Las barras verticales
representan + ETM. Segun se indica mediante una flecha vertical gruesa, el tratamiento comenzé el dia 21 post-
implantacion y finalizé el dia 41.

Los pesos de los animales se midieron en el curso del estudio. Los pesos corporales permanecieron relativamente
estables para todos los grupos. Mediante esta medicion, ninguno de los tratamientos fue sustancialmente perjudicial
o toxico.

Segun se mide por medio del volumen del tumor y se representa en la Figura 3, los tres grupos de tratamiento, en
comparacion con el control, tuvieron un efecto inhibidor estadisticamente significativo sobre el crecimiento tumoral:
p<0,0001 (grupos 3 y 4), y p = 0,0078 (grupo 2). Ademas, segun se mide mediante el volumen del tumor y se
representa en la Figura 3, el tratamiento combinado (grupo 4) fue significativamente mas eficaz que el tratamiento
con 2xCon4(C) por si solo (grupo 2), p = 0,0385, o AMG 706 por si solo (grupo 3), p<0,0001.

Ejemplo 4: 2xCon4(C) y 4TBPPAPC

Como se describe mas abajo, los xenoinjertos de células Colo205 inyectadas a ratones hembra CD1 Nu/Nu se
trataron con: (1) vehiculo de control, (2) 4TBPPAPC (dosis baja), (3) 2xCon4(C) (dosis baja), (4) 4TBPPAPC (dosis
alta), (5) 2xCon4(C) (dosis alta), (6) 4TBPPAPC y 2xCon4(C) (ambos a dosis bajas), (7) 4TBPPAPC (dosis baja) y
2xCon4(C) (dosis alta), (8) 4eTBPPAPC (dosis alta) y 2xCon4(C) (dosis baja), y (9) 4TBPPAPC y 2xCon4(C) (ambos
a dosis altas).

Los tumores fueron inducidos inyectando células Colo205 subcutaneamente a 120 ratones hembra CD1 Nu/Nu, 8-10
semanas de edad, con un peso entre 22 y 25 gramos. Todos los ratones se obtuvieron de Charles River
Laboratories (Raleigh, NC). Las células Colo205 (pase Num. Xp9) para su inyeccion se cultivaron en matraces de
cultivo T-225 hasta que fueron confluentes en 70%. Las células se cosecharon para su inyeccion utilizando
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tripsina/EDTA. Las células fueron viables >95% mediante exclusion con azul de ftripan. Las células se
resuspendieron en medio sin suero que contenia 1/3 de volumen de Matrigel™ a 1 x 10" células/ml. Se inyectaron
0,2 ml de mezcla de células-Matrigel ™ que contenia 2 x 10° células Colo205 subcutaneamente en el flanco derecho
de cada raton.

Veintiun dias después de la inyeccion, cuando los volimenes tumorales fueron aproximadamente 500 mm3, se
seleccionaron 90 de los 120 ratones para el estudio por medio de aleatorizacion y clasificacion computarizada, y el
tratamiento se inici6 el mismo dia sobre estos ratones. Habia 10 ratones en cada grupo. Dos veces cada semana a
lo largo del estudio, se midi6 la longitud, la altura, y la anchura de cada tumor, y los ratones se pesaron comenzando
el dia post-implantacion. Los volumenes tumorales se calcularon a partir de las mediciones dimensionales en forma
de longitud x anchura x altura, y se expresaron uniformemente en mm?.

Antes de su uso, 2xCon4(C) se diluyd a una concentracion de trabajo (dosis/0,1 ml) en PBS. 4TBPPAPC se diluyo a
una concentracion de trabajo (dosis/0,2 ml) en Ora-Plus ajustado con acido metanosulfonico a pH 2,0.

El tratamiento comenzo el dia 21 después de la implantacion del tumor. Los regimenes de dosificacion se detallan en
las Tablas 4A 'y 4B.

Tabla 4A
Grupo Tratamiento
1 Vehiculo (0,2 ml, po, qd) + Vehiculo (0,1 ml, sc, 2/semana)
2 4TBPPAPC 30 mg/kg (0,2 ml, po, qd) + Vehiculo (0,1 ml, sc, 2/semana)
3 2xCon4(C) 2,8 ug (0,1 ml, sc, 2/semana) + Vehiculo (0,2 ml, po, qd)
4 4TBPPAPC 100 mg/kg (0,2 ml, po, qd) + Vehiculo (0,1 ml, sc, 2/semana)
5 2xCon4(C) 14 ug (0,1 ml, sc, 2/semana) + Vehiculo (0,2 ml, po, qd)
6 4TBPPAPC 30 mg/kg (0,2 ml, po, qd) 2 + 2xCon4(C) 2,8 ug (0,1 ml, sc, 2/semana)
7 4TBPPAPC 30 mg/kg (0,2 ml, po, qd) + 2xCon4(C) 14 ug (0,1 ml, sc, 2/semana)
8 4TBPPAPC 100 mg/kg (0,2 ml, po, qd) + 2xCon4(C) 2,8 ug (0,1 ml, sc, 2/semana)
9 4TBPPAPC 100 mg/kg (0,2 ml, po, qd) + 2xCon4(C) 14 ug (0,1 ml, sc, 2/semana)
Tabla 4B
Dosis 6ptima Dosis suboptima
2xCon4(C) 14 pg/raton, 2/semana, sc 2,8 pg/raton, 2/semana, sc
4TBPPAPC 100 mg/kg, qd, oral 30 mg/kg, qd, oral

Los resultados se expresan y los datos se analizaron como se describe en el Ejemplo 1.

Los datos se presentan en las Figuras 4A a 4D. En todas las figuras los datos especificos son los valores medios del
grupo y las barras verticales representan + ETM.

El grafico en la Figura 4A muestra los volumenes tumorales medios para los ratones tratados con el vehiculo de
control(grupo 1), 4TBPPAPC (dosis baja) (grupo 2), 2xCon4(C) (dosis baja) (grupo 3), y tanto 4TBPPAPC (dosis
baja) como 2xCon4(C) (dosis baja) (grupo 6).

El grafico en la Figura 4B muestra los volumenes tumorales medios para los ratones tratados con el vehiculo de
control (grupo 1), 4TBPPAPC (dosis baja) (grupo 2), 2xCon4(C) (dosis alta) (grupo 5), y tanto 4TBPPAPC (dosis
baja) como 2xCon4(C) (dosis alta) (grupo 7).

El grafico en la Figura 4C muestra los volimenes tumorales medios para los ratones tratados con el vehiculo de
control (grupo 1), 2xCon4(C) (dosis baja) (grupo 3), 4TBPPAPC (dosis alta) (grupo 4), y tanto 4TBPPAPC (dosis
alta) como 2xCon4(C) (dosis baja) (grupo 8).

El grafico en la Figura 4D muestra los volimenes tumorales medios para los ratones tratados con el vehiculo de
control (grupo 1), 4TBPPAPC (dosis alta) (grupo 4), 2xCon4(C) (dosis alta) (grupo 5), y tanto 4TBPPAPC (dosis alta)
como 2xCon4(C) (dosis alta) (grupo 9).

Todos los grupos tratados con un solo agente o una combinacién de agentes experimentaron una reduccion
significativa en el crecimiento tumoral en comparacion con el control de vehiculo (p<0,0001 para todos los grupos de
tratamiento en comparacion con el grupo de control con vehiculo).

La combinacion de ambos agentes a dosis suboptimas fue significativamente mas eficaz que las dosis subdptimas
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de cualquier agente solo: p = 0,01 para la combinacién en comparacion con 4TBPPAPC, y p = 0,0026 para la
combinacién en comparacion con 2xCon4(C).

El grupo tratado con una dosis optima de 2xCon4(C) combinada con una dosis subodptima de 4TBPPAPC
experimenté una reduccion significativamente mayor del volumen del tumor que el grupo tratado con 4TBPPAPC
solo (p<0,0001). Sin embargo, este tratamiento combinado no fue significativamente mas eficaz que el tratamiento
con la dosis 6ptima de 2xCon4(C) solo.

El tratamiento con una dosis subodptima de 2xCon4(C) combinada con una dosis 6ptima de 4TBPPAPC fue
significativamente mas eficaz que el tratamiento con una dosis subdptima de 2xCon4(C) (p<0,0001). Sin embargo,
esta combinacién no fue significativamente diferente que el tratamiento con la dosis 6ptima de 4TBPPAPC.

El tratamiento con una dosis o6ptima de 2xCon4(C) combinada con una dosis 6ptima de 4TBPPAPC fue
significativamente mas eficaz que el tratamiento con una dosis 6ptima de 2xCon4(C) (p=0,0216). Sin embargo, el
tratamiento combinado no fue significativamente mas eficaz que el tratamiento con una dosis 6ptima de 4TBPPAPC
(p = 0,0527). Este valor de p esta inmediatamente por encima del umbral de significacion de 0,05.

Ejemplo 5: Xenoinjertos de Colo205 con 2xCon4(C) y AMG 706

Los xenoinjertos de células Colo205 inyectadas a ratones carentes de sistema inmune atimicos hembra se trataron
con 2xCon4(C) solo, AMG 706 solo, o una combinacion de los dos como se describe mas abajo. Los tumores fueron
inducidos inyectando células Colo205 subcutaneamente a ratones carentes de sistema inmune atimicos hembra
(CD1 Nu/Nu), 8-10 semanas de edad. Todos los ratones se obtuvieron de Charles River Laboratories (Raleigh, NC).
Las células Colo205 para su inyeccion se cultivaron en matraces de cultivo T-225. Las células se cosecharon a partir
de cultivos subconfluentes utilizando tripsina/EDTA. Las células fueron viables en mas de 95% mediante echuS|on
con azul de tripsina. Las celulas se suspendieron en Matrigel™ al 33% en RPMI (sin FBS y PSG) a 10 x 10°
células/ml. Se inyectaron 2 x 10° células en 0,2 ml subcutaneamente en el flanco derecho de cada raton.

El dia 17 después de la inyeccion los tumores promediaron 200 mm?, y los ratones se dividieron al azar en cuatro
grupos de 10 ratones cada uno. El grupo 1 recibi6 AMG a una dosis de 24,4 mg/kg y control de fragmento Fc a una
dosis de 2,8 ug. El grupo 2 recibié 2xCon4(C) a una dosis de 2,8 ug y el vehiculo acuoso a pH 2. El grupo 3 recibio
AMG 706 a una dosis de 24,4 mg/kg y 2xCon4(C) a 2,8 ug. El grupo 4 recibié vehiculo acuoso a pH 2 mas control
de fragmento Fc a 2,8 ug vy sirvi6 como control negativo. Los grupos de control de 2xCon4(C) y fragmento Fc
recibieron administracién subcutaneamente dos veces a la semana. Los grupos de AMG 706 y vehiculo acuoso RH
2 recibieron administracién oralmente dos veces al dia, excepto los dias 25 y 26.

El experimento se realizé "ciego" de acuerdo con The Cancer Pharmacology Blinded Study Guidelines. Los tumores
se midieron y los pesos corporales se determinaron dos veces cada semana. Los tumores se midieron con un calibre
digital electronico. Los volimenes tumorales se calcularon en forma de mediciones de longitud x anchura x altura y
se expresaron en mma3.

Los datos se analizaron mediante ANOVA de medidas repetidas para los volimenes tumorales a lo largo del tiempo
utilizando STATVIEW v. 5.0.1. Se utilizé la prueba post-hoc de Scheffe para determinar los valores de p para las
medidas repetidas desde el dia 17 al dia 37 en los cuatro grupos, y también del dia 17 al dia 48 para los grupos 1, 2,
y 3.

El tratamiento con 2xCon4(C) combinado con AMG 706 (grupo 3) inhibié significativamente el crecimiento tumoral en
comparacion con AMG 706 (grupo 1) o 2xCon4(C) (grupo 2) (p<0,05 el dia 37). Ademas, 2xCon4(C) combinado con
AMG 706 y el grupo con un solo agente, 2xCon4(C), inhibié significativamente el crecimiento tumoral en
comparacion con el grupo de control el dia 37 (p<0,05). La administracion de AMG 706 y 2xCon4(C) juntos (grupo 3)
aumento significativamente la inhibicion del tumor en comparacién con cualquier agente por si solo (p<0,0005 el dia
48). El curso del tiempo para el tamarfio del tumor para los cuatro grupos se muestra en la Figura 5.

No se observo efecto sobre el peso corporal de ninguno de los grupos.
Ejemplo comparativo 6: 2xCon4(C) (2,8 ug) y Avastina™ (30 ug)

Los xenoinjertos de células CoI0205 inyectadas a ratones carentes de sistema inmune atimicos hembra se trataron
con 2xCon4(C) solo, Avastina™, o una combinacion de los dos como se describe mas abajo.

Los tumores fueron inducidos inyectando células Colo205 subcutaneamente a ratones carentes de sistema inmune
atimicos hembra (CD1 Nu/Nu), 8-10 semanas de edad. Todos los ratones se obtuvieron de Charles River
Laboratories (Raleigh, NC). Las células Colo205 para su inyeccion se cultivaron en matraces de cultivo T-225. Las
células se cosecharon a partir de cultivos subconfluentes utilizando tripsina/EDTA. Las celulas fueron viables en mas
de 95% mediante exclu3|on con azul de tripsina. Las células se resuspendieron en Matrlgel M al 33% en RPMI (sin
FBS ni PSG) a 10 x 10%/ml. Se inyectaron 2 x 10° células en 0,2 ml subcutaneamente en el flanco derecho de cada
raton.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2441955713

El dia 16 después de la inyeccion los tumores promediaron 300 mm?, y los ratones se dividieron al azar en cuatro
grupos de 10 ratones cada uno. El grupo 1 recibi6 IgG1 a una dosis de 30 pg y control de fragmento Fc a una dosis
de 2,8 ug y sirvié como control negativo. El grupo 2 recibio Avastina™ a una dosis de 30 Mg y control de fragmento
Fc a 2,8 ug. El grupo 3 recibié 2xCon4(C) a una d03|s de 2,8 pg e IgG1 humana a una dosis de 30 pg. El grupo 4
recibio 2xCon4(C) a una dosis de 2,8 ug y Avastina™ a 30 pg. Todos los ratones que recibieron 2xCon4(C) y el
control de fragmento Fc recibieron administraciéon subcutaneamente dos veces por semana. Todos los ratones que
recibieron Avastina™ y la IgG1 humana recibieron administracién IP dos veces per semana.

El experimento se realiz6 "ciego" de acuerdo con The Cancer Pharmacology Blinded Study Guidelines. Los tumores
se midieron y los pesos corporales se determinaron dos veces cada semana. Los tumores se midieron con un calibre
digital electronico. Los volumenes tumorales se calcularon en forma de mediciones de longitud x anchura x altura y
se expresaron en mm?>.,

Los datos se analizaron por medio de ANOVA de medidas repetidas para los volimenes tumorales a lo largo del
tiempo utilizando STATVIEW v. 5.0.1. El utilizé la prueba post-hoc de Scheffe para determinar los valores de p para
las medidas repetidas desde el dia 16 al dia 51 para todos los grupos.

El tratamiento con Avastina™ sola (grupo 2) exhibio una inhibicion significativa del tumor en comparacion con el
control (grupo 1) (p<0,001). El tratamiento con 2xCon4(C) solo produjo 24% de inhibicion del crecimiento tumoral
que no fue significativa estadisticamente en comparacion con el control. El tratamiento con 2xCon4(C) y Avastina™
juntos produjo una inhibicion significativa del tumor en comparacion con el control (p<0 0001) y en comparacion con
tratamiento con 2xCon4(C) solo (p<0,0001). El tratamiento con 2xCon4(C) y Avastina™ juntos exhibieron inhibicion
del crecimiento tumoral ligeramente mayor que con Avastina ™ sola, pero la diferencia no fue estadisticamente
significativa. El curso del tiempo del tamafo del tumor para todos los grupos se muestra en la Figura 6.

No se observo efecto sobre el peso corporal de ninguno de los grupos.
Ejemplo comparativo 7: 2xCon4(C) (2,8 ug) y Avastina™ (10 ug)

Los xenoinjertos de células CoI0205 inyectados a ratones carentes de sistema inmune atimicos hembra se trataron
con 2xCon4(C) solo, Avastina™, o una combinacion de los dos como se describe mas abajo.

Los tumores fueron inducidos inyectando células Colo205 subcutaneamente a ratones carentes de sistema inmune
atimicos hembra (CD 1 Nu/Nu), 8-10 semanas de edad. Todos los ratones se obtuvieron de Charles River
Laboratories (Raleigh, NC). Las células se cosecharon a partir de cultivos subconfluentes utilizando trlpsma/EDTA
Las células fueron viables en mas de 95% por medio de exclusion con azul de tripsina. Se inyectaron 2 x 10° células
en 0,2 ml subcutaneamente en el flanco derecho de cada ratén.

El dia 14 después de la inyeccion los tumores promediaron 250 mm?®, y los ratones se dividieron al azar en cuatro
grupos de 10 ratones cada uno. El grupo 1 recibié IgG1 a una dosis de 10 pg y control de fragmento Fc a una dosis
de 2,8 ug y sirvié como control negativo. El grupo 2 recibio Avastina™ a una dosis de 10 Mg y control de fragmento
Fc a 2,8 pg. El grupo 3 recibio 2xCon4(C) a una d03|s de 2,8 pg e IgG1 humana a una dosis de 10 pg. El grupo 4
recibio 2xCon4(C) a una dosis de 2,8 ug y Avastina™ a 10 pg. Todos los ratones que recibieron 2xCon4(C) y el
control de fragmento Fc recibieron administraciéon subcutaneamente dos veces por semana. Todos los ratones que
recibieron Avastina™ y e IgG1 humana recibieron administracion IP dos veces por semana.

El experimento se realiz6 "ciego" de acuerdo con The Cancer Pharmacology Blinded Study Guidelines. Los tumores
se midieron y los pesos corporales se determinaron dos veces cada semana. Los tumores se midieron con un calibre
electrénico digital. Lo% volumenes tumorales se calcularon en forma de mediciones de longitud x anchura x altura y
se expresaron en mm®.

Los datos se analizaron por medio de ANOVA de medidas multiples para los volimenes tumorales a lo largo del
tiempo utilizando STATVIEW v. 5.0.1. Se utilizé la prueba post-hoc de Scheffe para determinar los valores de p
desde el dia 14 al dia 42 para todos los grupos.

El tratamiento con Avastina™ sola exhibié una reduccion de 18% en el crecimiento tumoral en comparacion con el
control. El tratamiento con 2xCon4(C) solo produjo una inhibicién de 22% del crecimiento tumoral. El tratamiento con
2xCon4(C) vy Avastina™ Juntos produjo una inhibicion significativa del tumor en comparacion con el control
(p<0,0001) y en comparacion con tratamiento con 2xCon4(C) solo o Avastina™ sola (p<0,0001 para ambos). El
curso del tiempo para el tamafio del tumor para todos los grupos se muestra en la Figura 7.

No se observo efecto sobre el peso corporal de ninguno de los grupos.

A partir de la descripcion anterior, un experto en la técnica puede determinar facilmente las caracteristicas
esenciales de esta invencion, y sin apartarse del espiritu y el alcance de la misma, puede realizar diversos cambios y
modificaciones de la invencién para adaptarla a diversos usos y condiciones.
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REIVINDICACIONES
1. Una combinacion de
(a) 2xCon4(C), y

(b) AMG706 y sus sales farmacéuticamente aceptables; para su uso en el tratamiento de un tumor sélido en un
sujeto.

2. Formulaciones farmacéuticamente aceptables de 2xCon4(C), combinado con AMG706 para su uso de acuerdo
con la reivindicacion 1.

3. 2xCon4(C) y AMG706 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde el tumor sélido es un
adenocarcinoma.

4. 2xCon4(C) y AMG706 para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el
sujeto es un ser humano.

5. 2xCon4(C) y AMG706 para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde (a) y (b)
se administran en momentos diferentes, sucesivamente.

6. 2xCon4(C) y AMG706 para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde (a) y (b)
se administran al mismo tiempo.

7. 2xCon4(C) y AMG706 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el adenocarcinoma es cancer de
colon.

8. 2xCon4(C) y AMG706 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde AMG706 se administra a una
dosis de 25 a 125 mg una vez al dia.
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