Industria y Comercio b
SUPERINTENDENCIA

Delegatura de Propiedad Industrial
Division de Nuevas Creaciones

SOLICITUD

PATENTE DE INVENCIO

1041231

54_'rfT]Jl_c) AGENTE PARA TRATAR ENFERMEDAD

21. EXPEDIENTE No.

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL

71. SOLICITANTE BT %

DOMICILIO _ - DREIEICH, ALEMANIA

1UZ CLEMENCIA DE PAEZ

74 APODERADO _ CC- 35:456.344 de Usaquén

22. BOGOTA, D.C.,

(FORMA P-10)

‘(.HJ‘ }(’\f
- 40-10



CAVELIER ABOGADOS

COLO 05099-841-002-6 ID-180183

(1

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
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ERINTENDENGIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

.

- 112- -00000-000
o Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Eve: 378 FASENACMI

Folios: 278 -

i

Fecha: 2010-10-13 12:04:16
Tra. 11 PATENTE!YI
Act. 411 PRESENTACION

3. Silke AIGNER
An der kurzen Gewanne 24,
67227 Frankenthal,
Alemania

Eimar KRAUS
Bahnhofstrasse 51 A,
61118 Bad Vilbel,
Alemania

Daniele WOLF

Zum Roehrbrunnen 17a,
63303 Dreieich,
Alemania

Juergen LINDNER
Sandplackenstrasse 5,
60488 Frankfurt,
Alemania

11. Benjamin DAELKEN
Eleonore-Sterling-Strasse 40, .
60433 Frankfurt am Main,
Alemania

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
@ SOLICITUD DE: :
[X] Patente de Invencién. [ Patente de Modelo de Utilidad.
Capitulo . [ capitulo 1. - x
@ Nombre: BIOTEST AG
Sociedad constituida y existente bajo las
SOLICITANTE leyes de Alemania. IDENTIFICACION
1) c.C. ] NIT ]
Direccién: Landsteinerstrasse 5,
63303 Dreieich, CE. L] Otro [
Alemania Cual
Domicilio: Dreieich, Numero
Alemania
Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 42. No. 72-35 C.C. NIT ]
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE| - 21186 50 C.E. ] oro [
O APODERADO |~** Cual
E-mail: clientes@cavelier.com ua
Domicilio: Bogota, Colombia. Numero 35.456.344 T.P 23.555
1. Matthias GERMER 2. Frank OSTERROTH
@ Theodor-Heuss-Strasse 1, Konrad-Adenauer-Allee 22,
63225 Langen, 63128 Dietzenbach,
INVENTOR (ES) Alemania Alemania
(72)

Christoph UHEREK
Lachenwoerthsweg 6,
63500 Seligenstadt,
Alemania

Andrea WARTENBERG-DEMAND
Waldstrasse 68,
35440 Linden,

- Alemania

8. Sibylle KAISER
Stuchkerstrasse 3,
64673 Zwingenberg,
Alemania

10. Christoph BRUECHER

Unter den Tannen 3a,

65760 Eschborn,

Alemania

@ PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/EP2009/052811
Publicacién Internacional No. WO 2009/124815 A1

Fecha: 10 de marzo de 2009
Fecha: 15 de octubre de 2009
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(Titulo (54) ] -
@ - AGENTE PARA TRATAR ENFERMEDAD - (:23L:)_ . -~ ~
@ Clasificacién Internacional (51) CO7K 016/028 6 (£ 23 /06

| cCor K )6/46
Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
siE nold GB 13 de marzo de 2008 0804684.9
GB 29 de septiembre de 2008 0817810.5
Comprobante de pago No.: 10-75,717 Fecha: 13 de septiembre de 2010
Comprobante de pago No.: 10-80,838 Fecha: 27 de septiembre de 2010
Comprobante de pago No.: 10-80,839 Fecha: 27 de septiembre de 2010
Comprobante de pago No.: 10-83,196 Fecha: 5 de octubre de 2010
Comprobante de pago No.: 10-83,212 Fecha: 5 de octubre de 2010

Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 554.000.00.

Comprobante de pago por 46 reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacion
por $1.196.000.00. '

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.
Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas. ‘

De ser el caso, certificado de depésito del material biolégico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién
de esta solicitud. :

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

K OO0 0000 HEO0MX X HHGI
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@ FIGURA CARACTERISTICA

@ Solicito la concesién de la patente,

NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

FIRMA : Lot Clon & a9 I
C.C. 35.456.344 de Usaquén T.P. 23.555
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. Xl Publicacién Internacional WO 2009/124815 A1
Descripcidn:
Paginas 61 en el idioma original
Paginas 71 en espafiol
Reivindicaciones: Numero (s) 56

Figuras: Numero (s) 20

2. X Forma PCT/ISA/210. Informe de Blsqueda Internacional.

. Listado de Secuencias.

w

4. [X] Extracto de publicacion.

'NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA
FASE INTERNACIONAL
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Representation
authentication and Apostille for patents, utility
industrial dcsigns, trademarks, ¢ommercial
emblems, domain names, slogans, licenses.

f 23 551/

Representacién y Poder con autenticacion notarial y Apostille
para patentes, modelos de utilidad, discfios industriales,
marcas de¢ fabrica, nombres comerciales, enseiias, nombres
de dominio, lemas comerciales, licencias.

notarial
models,
names, trade

and Power-of- Attormey with

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY

Yo (nosotros), abajo firmado (s)/] (we), the undersigned
BIOTEST AG

Se e
)

domiciliado (s) en/of Landsteinerstr. 5,
63303 Drcieich, Germany

por ¢l presentc nombramos a EMIUO FERRERO, tpa. 31929; LUZ
. BLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555 y DANIEL PENA, tpa. 65620.
dotniciliados en la Camera 4° N°® 72-35, Bogoti. Colombia, en
obedecimiento a lo dispuesto en ¢l pardgrafo lo del Artlculo -543 del
Cédigo dc Comerclo, el primero como principal y los demis como
uplentes, en su orden. como mis (nuestros) representantes en todos los
‘.ﬁqmos dc propiedad indusmial con facultad pars recibir notificaciones y
nombrar apoderados judicinles o cxtrajudiciales. El primer representante
_suplentc reemplnzara al princips) en caso de iusencia o impedimento
Jemporal o definitivo de aquél. La mismu regla sc aplicurd cuando cl
scgundo representante suplente haya de rcemplazar al primero. o el
“tercero al segundo. En tales casos, ¢l representantc principal, o el
- primero, o scgundo suplente, cn su casn, o ambos, declararin  su
.:V'lfxt'cr_:cién de no ejercer lu representacién mediente  dcclaracion
sutepticada por Notario Publico en Colombis, o por Notario u otro
Funclonario Piblico, o Cénsul do Colombia, en ¢l exlrunjero; y si sc
watare de impedimento, con ¢] certificado respectivo, Si alguno de los
nombrados faltarc dcfinitivamente, el siguicnte tomara su lugar, Cuando
ccsarc la ausencla o Impedimento del representantc principal, o de su
primero o scgundo suplentes, en su  Caso, padrén  ciercer e
representacion, en su orden, uno u otros seplin el caso, nsumiéndola por
¢l solo hecho de cjcrcerly, cesando en esc momento el ejercicio de la
representacion por ¢l primero, segundo o tercer supientc cn su cuso.

Ademas, conficro (conferimos) poder a Jos nbogados arriba nombrados,
pera obtener la proteccién de mi (nucstra) propiedad industrial y contra
la comperencia desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos
apodcrados para que me (hos) representen unie cualesquiera cntidades o
personas, ejerzan o no jurisdicvién, especlalmente ante las del orden
administrativo, contencioso_administrativo y judicial, asi como los
tribunules de arbitramcnto, en todo lo concemicnte a los sigulentes
asuntos; a) Obtencion de patentes de invencion, modelos de utilidad. y
discfios industriales; el registo dc marcas de fibrica, colectivas,
defensivas, de serviclo, lemus comerclales, nombres comerciales,
ensefias, nombres de dominio, varledades vegetales y denominaciones de
origen; su rcnovacién, traspaso, cambio de nombre o domicilio,
cancelacién voluntaria; y ¢l registro de licencias dc uso de ¢sos derechos;
b) Lus scciones de compctencia desleal, proteccion del consumidor,
oposiclones u obscrvaciones, cancclacién sdministrariva y judicial,
nulidad, medidas cautclares, concesion dc licencians, la twtcla. la
proteceién de secretos industriales, y en general los juicios civiles,
penalcs, administrativos o contencioso. administrativos relacionados con

eslos derechos; accioncs y procesos que promovamos Q@ 5 nos

© CAVELIER ABOGADOS
FAXMAYO07 ID. 13

in due compliance with the terms of paragraph st of article 543 of the
Commercial Code, do hereby appoint EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555 and DANIEL PENA, tpa.
65620. domiciled at Carrera 4" N° 72-35, Bogota, Colombis, the first as
principal and the others as altcrnates, in the order of their appointment, as
our representatives for all industrial properly matters with faculty to
receive notifications und to appoint allorneys in and out of Court. The
first alternate shall replace the principal In case of his absence of of
temporal or definitive impediment. The samc rule will apply wHen the
second alternate representarive Is to replace the first one, or when the
third is to replace the first or second alternatos in their wm, or both of
them, second. In such cases, the principal reprasentative, or the first or
second alternatcs in their turn, or both of them, shall state their Intention

not to act as representatives through a declaration given before a Nowry

Public in Colombia, or before & Nortary or another Public Officisl or 2
Colombian Consul abroud; end in casc of impediment, the uppropriate
certificare shall suffice. If any of the uppolntees were lo be definitely
absent, the following alternatc shall toke his place. When the abscnce or
impediment of the principel representative. or of the first or second
alternate in their tum ceases, the representation can be taken ageln in their
scquence, by the principal. the first or second alternute depending on cuse,
and the mere facl or its exercise will suflice. The cxcreise 'of e
represcntation by the first, second or hird alternates In their rarn shall end
al such time.

In addition, we grant a Power of Attornoy in favor of the above _named
attomcys—al_law so that thcy may obtain the protcclion ot my (our)
industrial property and against the unfair competition, for which purposc1
(we) authorize the seid amorneys fo represent me (us) before any
authorities or persons, with or without jurisdiction, specially those
administrative, administrative contentious and judicial, as well as before
Arbitration Court, In all matters concerning the following: o) Obtainment
of patents, utility models and Industrial designs; the registration of
trademarks, collsctive, defensive and service marks, slogans, commercial
names, trade emblems, domsin names, vcgetal verietes and
denominations of origin: its renewal, assignment, chenge of namc or
domicile, voluntary cunccllauon and the registrulion ot licenses of use of
the abovel/ G NOTRRIASERTE DF :

, protcction to the

consurner, -9- =l [srative  or  Court

cancellatigiy ¢ , the action for writ
ih% s

¥ 2 B

mundam w \ tcct on’of trudc; ﬁccrels,\ T : ru] the clvil, penal,

and admi mﬂvsT ge'ﬁg ng}ws Wi ‘,,-‘- actions und suits

mmmted R or ngainst me (us). Andfhg \ “ 11 the above matters

they may § ,., *7 b ‘rlzf.!i.’.wm!rafkﬁ 1353"", j o i sc, conciliate, admit
{9“ ::“-:q. TAR, S

2 e

Y] ™~
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4n, Y pora que en todos los asuntos
_a sustituir cstc mandato. (rensigir, conciliar, admitir los hechos del representatives without a power of attorney,

ceso, desistir, canceiar, reclbir, rcnunctar, y ralificar los actos de

arriba  determinados, - the facts of the case, desist, cancel, reccive. resign. and ratify acts donc by

ntes oficiosos.

Dado y firmado hoy/Given and signed this 25. Mai 2007

ewin_ Drejeich, AGernany  a

por/by \ AN e : |
ey 17 PAY/§ 1 AP Berboliord

n‘! v v

Signature

Firma

© CAVELIER ABOGADOS
FAXMAY07 (D. 13
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CERTIFICACiON NOTAR.[AL (SOCIEDAD)

[ iﬁﬁ-ﬁsfr o Notarjo Certifica: Que 1a firmad

que ﬂntccede de

eter Pustoslemsek u, Ulrike Burkhard

Dr.

UR.-Nr. 111/2007 des Notars Wolfgang Knipp in DOreieich c:E?S’

NOTARIAL CERTIFICATION (COMPANY)

The undérsigned Notary certifies: That the preceding signature of

i euténtica; que el signatario desempeiia actualmente el cargo
s Prokuristen
s la compafiia BIOTEST AG

THROHY

is authentic, that r.he sxg,natory currcntly acts in the position of

Prokuristen
of the company BIOTEST AG

sciedud que actualmente exisle y esta organizada de acuerdo a
is leyes de Alemania

heim Amtsaericht Offenhach HRR 423386 .
que la direccitn de dicha compafila es Landsteinerstr. 5,

3303 Drcicich, Alemaniza

a company currently existing and organized under the laws of
Germany ‘

beim Amtsgericht Qffenhach_ HRB 42398
that the address is Landsteinerstr. 5, 63303 Dreicich, Germany

que cl signatario tlene facultad para otorgar estc documento.

~odos los hechos anteriores le constan por haber examinado los
locumentos respectivos y de todo ello da fe.
dado y firmado en Dreieich

95, Mai 2007

and that the signatory has the power to grant this document.

The Notary Public is aware and attests to the above facts upon
examination of the corresponding documents.
Given and signed in

I~

Dreieich

© CAVELIER ABOGADOS
FAXMAY07 1D, 13

i 'p,“.':l
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L By 23 O

H| On 2 25. Mai 2007
=3 £ %
W. Knipp /4 T Kn}/pfy/
. TETotarjo Publico - /T he Nofary Public )
(ana-ZeHo) / (Signature-scal) |
APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. COUNITY: ciovierrierercrnnriarse e ererseenes s e
This public document
2. has been signed DY +ttert e ettt e e e e st
3, acting in the capacity of .. .iviiiveo e R
4 bears the seal/stamp of .....ovvvviviiiiiiiii e
Certified
. 5. ;L AN 6.the ..ooiiiiiiiiiiiiiiiiinnn.
7. Y SR P
8. B s T N
9. Secal/stamp 10. Signature
.......................................... -3- 0 mm m FIRGULO DE [BOGOT
' " A0 MQU n-on' 'CO -u.‘,
e
it i
,.4;7 /41 fﬁ OGT 2010 w 43,\
e
il b

.I'\J l;! lll‘":.'.!‘ I"‘b '.
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5. in Dermstadt

7. dureh den Prisidenten des Landgerichts
8. unter 910 £ 2/9- .. JALIOF .

I

APOSTILLE T

(Convention de La Heye du 5 octobre 1961)

I. Land: Bundesrepublik Dewtschland

Diese sffentliche Urkumde
2. ist wmterscarieben von A?oelmgzkﬁw@
3. in seiner Eigenschaft als ., Nowr
4. sie ist versehen mit dem Siesal/Stempe! des , MNotars

WW%«\Q#PJO 14, Drerece

............................................

Bestitigt ,
6.am.. -6' Jungm

--------------------------

iz
o

.
5
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TRADUCCION OFICIAL No. 07.06/07a realizada por Diego Vargas, Traductor

Oficial, Resolucién No. 0001 de 1999 del Ministerio de Justicia,

registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia.

A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento mediante el cual BIOTEST AG, domiciliado en Landsteinerstr.
5, 63303 Dreieich, Alemania, otorga derechos de representacién vy
poder a los Doctores Emilio Ferréro,.tpa. 31.929; 'Luz Clemencia de

Paez, tpa. 23.555 y Daniel Pefla, tpa. 65620, Sgomiciliados en la

Carrera 4a No. 72-35, Bogot4, Colombia. .

. 1,; )

Dado y firmado el 25 de mayo de 2007 en Dreieich, Alemanla

e

U
]
1

Ao

Biotegt AG Firma Ilegible Firma Ilegible

UR.-Nr. 111/2007 del Notarlo Wolfgang Knlpp de Dreieich

em LD u,_
T Y
, Wiy 0 3o
CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD) por medio del ®ual sg certlflcan
‘-5:“"_; L et
<3 .,U:‘ I
las firmas del Dr. Peter Pustoslemsek vy Ulrlke Burkhard el

anterior documento a nombre de BIOTEST AG vy adiciohalmente se
certifica que dicha sociedad estd constituida de conformidad con las
leyes de Alemania, que su direccién es Landsteinerstr. 5, 63303

Dreieich, Alemania y que 1los signatéiios estdn debidamente

autorizados para otorgar el presente poder.

Dado y firmado en Dreieich el 25 de mayo de-ﬁgf;"’r‘&éu&mm-
| rq S ORGIAE: Qup
g,” ii}. 4 1‘ i , :mmpq %’:,..ii.v,.'?""
iﬁ,/ } ’*1 1 OCTN@'I R :"-&:-"‘l‘:'\'n
W. Knipp Firma Ilegible ‘M,rsello % 'ﬁﬁﬁﬂ
o .; K ) ! :.‘R\.}“:

Sello de Apostille expedido por Tfj Federal de Alemania, vy

certificado en Darmstadt el 6 de jul

&;gmo\a 74

Es traduccién fiel y completa de la cual se deja copia en esta

oficina para su confrontacidn. -/tj;:> é%;({f
DVZ/ID-8975/WPCL002G/COLO 05099-701-005-8 3315 F.W ““I;s;-l\:i“

TRADUCTOR E INTERPRETE CF mf\L
ESPARIOL - INGLES — INGLES - ESEAROL
RES.OOO]DEENERC>4I)E]99¢
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TRADUCCION OFICIAL No. 13063
de un documento escrito en Aleman, efectuada por Luz Arriaga de Herber, resoiucion
del Ministerio de Justicia 599 del 6 de marzo 1978.-

Traduccion de los sellos y autenticaciones en aleman que aparecen en el
documento de representacién y poder, escrito en espafiol e ingiés, por medio del
cual BIOTEST AG, domiciliada en Landsteinerstr. 5, 63303 Dreieich, Alemania,
nombra como.sus representantes a EMILIO FERRERO, tpa. 31929; 831; LUZ
CLEMENCIA DE PAEZ, tpa 23555 y DANIEL PENA tpa 65620, domiciliados en la
Carrera 4 No. 72-35, Bogota Colorfibia. - Hay dos firmas ilegibles de los
representantes legales de; dlcha compaiiia. Dado y firmado el 25 de mayo en
Drelelch Alemama - ' .

Sigue certiﬁcacién notarial de las firmas antecedentes en espainol .e inglés y
certificacién de fa existencia de fa compafifa bajo HRB 42396 del Juzgado
Municipal de OffenbacJ\ el 25 de mayo de 2005 por el notario .de Dreieich,
Wolfgang Knipp. :

-

1 1

BN APOSTILLE o |
(Conventnon de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Pais: Republlca Federal de Alemania
Este documento pubiico .
‘2. Ha sido firmado por Wolfgang Knipp
3. Actuando en calidad de notario;
4. Lleva el sello del notario de Dreieich, Wolfgang Knipp

ooy vy

i

Certificado
5. en Darmstadt 6.el6dej junlo de 2007
7. por el Presidente del Tribunal Regionai L:I .,
8. bajo el No. 910 E 2/3 912/07 ' l;;
9. Sello : 10. Flrma o =
(sello redondo No. 3 - en tinta -) p.e. Fdo.: ﬂrma |Ieg|b|e - e
El Presidente del Tribunal Regional de Darmstadt Weilenreuther

Juez Presidente

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se deja" copia en los archivos de
estas oficinas para su confrontacion. o

Bogota, 06 de julio de 2007. LY ARRIAGA DE HEBBER

C. 1349 §</yj-mmucm ANTERPRETE OFICIAL
: v

(olnfh’m No Saa,

R 3¢ 'Jlnl ulo ‘y~v~v~,
A%w‘.“ OCOPIA CONCID
o !-‘ e ” ,; s
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ABOGADOS
EDIFICIO SISKI
WEB SITE: www.cavelier.com CARRERA 4 No. 72 - 35 TELEFONO: (57) (1) 347-3611
E-MAIL: cavelier@cavelier.com BOGCOTA 8, COLOMBIA TELEFAX: (57) (1) 217-9211 (57)(1)310-4995

Seriores
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
E. S. D.

Poderdante : BIOTEST AG

Poder conferido el : 25/05/2007

Yo, EMILIO FERRERO, obrando como apoderado principal del

poderdante arriba mencionado, mediante el presente escrito

sustituyo el poder a mi otorgado a la doctora LUZ CLEMENCIA DE
PAEZ, identificada con cédula de ciudadania No. 35.456.344 vy
Tarjeta Profesional N°23.555, con todas las facultades que me

fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucién conforme al articulo 66 del

Cédigo de Pfocedimiento Civil.

. 'EMILIO FERRERO
i *  T.P.A. N° 31.929
C.C. N° 438.019 de Usaquén

Acepto:

Love e @@é@@ |

LUZ CLEMENCIA DE%PAEZ
T.P.A. N° 23.555 0y
TARIA‘(E)

; »-ﬁ." '@
C.C. No. 35.456.344 de Usaf .x&jg
-§§§§£§Q%;§r

* x y*‘ “‘ “
Mﬁ@t
&

B )

RSN, A a2

N 1T 860.041.367-3

o]



HGTARIA SEXTA DE BOGOTA
HECONOCIMIENTO Y FR&SW C'l\(,)N PERBOMAL
fleno, DO
Ants mi AMPARO CRINTERD AATURO, | 0V2009
NOTARIA SEXTADEL CIRCULD DE
HOGGTA, DO,
Comperagiolsrn)

Quien(as) xbibio{sron) 12(o) C.C.

¥ daclaro(aron) Que 19{s) firma(e) qué ap
an ol prasants documenie es(son) la(s) suye(s} ¥
aua ol contenido de! mismo es clefnc.
£a constancta se firma eeta ditigencla,

St (M @ @@é/Q@ >
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property Organization

International Bureau

(43) International Publication Date
15 October 2009 (15.10.2009)

||II|II|||III|||IlI||I|II||II|||I|||I|I||||| 06 A A A i

(10) International Publication Number

WO 2009/124815 Al

(51

@n

(22)

25
(26)
30

)]

(72)
(75)

International Patent Classification:
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AGENT FOR TREATING DISEASE

The present invention is concerned with treatment of autoimmune diseases. The invention
involves an agent such as a humanised monoclonal antibody that may be administered to
patients in higher dosages than previously described. It is particularly effective for patients
having diseases or characteristics requiring higher doses for effective treatment. The
invention envisages a pharmaceutical composition comprising the agent, subh as the
antibody, in efficacious concentration, as well as uses and methods of treatment employing

the compositions and medicaments comprising the agent.

Autoimmunity is the failure of an organism to recognise its own constituent parts (down to
sub-molecular levels) as "self", which results in an immune response against its own cells and
tissues. Any disease that results from such an aberrant immune response is termed an
autoimmune disease. Autoimmune diseases include multiple sclerosis (MS), rheumatoid
arthritis (RA), psoriasis, psoriatic arthritis, colitis ulcerosa, Crohn's disease, myasthenia
gravis (MG), autoimmune polyglandular syndrome type II (APS-II), Hashimoto's thyreoiditis
(HT), type-1 diabetes (T1D), systemic lupus erythematosus (SLE) and autoimmune
lymphoproliferative syndrome (ALS).

Autoimmune disease occurs when T cells recognise and react to 'self molecules, that is,
molecules produced by the cells of the host. Activation of 'autoreactive’ T cells by
presentation of autoantigens processed by antigen presenting cells (APC) leads to their clonal
expansion and migration to the specific tissues, where they induce inflammation and tissue

destruction.

Normally, T cells are tolerant with regard to autologous tissue and only react on presentation
of heterologous structures. Central tolerance and peripheral tolerance comprise the two
mechanisms by which the immune system hinders autoreactive T cells from inducing their
deleterious functions. Central tolerance is mediated through negative selection. This process
entails the elimination, through clonal deletion of autoreactive T cells, during ontogenic

development in the thymus.

.
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Peripheral tolerance is the backup available if central tolerance fails and autoreactive cells
escape the thymus. This mechanism of tolerance occurs continuously throughout life, keeping
autoreactive cells in check through immune ignorance (anergy), peripheral deletion and/or

active suppression.

T regulatory cells (Tregs, formerly also designated "suppressor cells") as part of active
suppression maintain peripheral tolerance and regulate autoimmunity (Suri-Payer et al., J
Immunol. 157: 1799-1805 (1996); Asano et al., J Exp. Med. 184:387-396 (1996); Bonomo et

- al., J. Immunol. 154; 6602-6611 (1995); Willerford et al., Immunity 3: 521-530 (1995);

Takahashi et al., Int. Immunol. 10: 1969-1980 (1998); Salomon et al., Immunity 12: 431-440

(2000); Read et al., ] Exp. Med. 192: 295-302 (2000). In general,Aregulatory T cells inhibit
the activation and/or function of T helper type 1 (TH1) and TH2 effector cells. Dysregulation
in Treg cell frequency or functioning can lead to debilitating autoimmune diseases (Baecher-
Allan et al., Immunol. Review 212: 203-216 (2006); Shevach, Annu. ‘Rev. Immunol. 18: 423-
449 (2000); Salomon et al., Immunity 12: 431-440 (2000); Sakaguchi et al., Immunol. Rev.
182: 18- 32 (2001)).

Several subsets of regulatory T cells have been characterized. The family of Tregs consists of
two key subsets: naturally arising e.g. cbD4a*cp2st Tregs and peripherally iﬁduced, Trl and
Th3 Tregs. Furthermore NKTregs and CD8" Tregs have been described in humans and
rodents (Fehérvari et al., J. Clin. Investigation 114: 1209-1217 (2004)).

Thymus-derived Treg cells (naturally occurring CD4"CD25"Treg) are the main regulatory

cells involved regulating autoimmunity or pathogenic immune responses.

1) they are CD4™ T cells and constitute 5-10% of peripheral CD4" T cells
ii) they mature in the thymus ,
iti)  they are generally characterized by the combined expression of the IL-2 receptor

(CD25), the low molecular isoform of the CD45 molecule, CD152 (CTLA-4), and the

transcription factor FoxP3.
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The role of Tregs is exemplified best by experiments involving reconstitution of
immunodeficient nude mice with CD4" cells that were depleted of CD25" cells. CD4"CD25’
reconstituted nude mice develop various organ-specific autoimmune diseases, such as
gastritis, oophoritis, orchitis, and thyreoiditis (Suri-Payeret al.; J. Immunol. 160: 1212-1218
(1998)).

Inclusion of the CD4"CD25" subset into reconstitution experiments with nude mice prevents
the onset of these diseases (Sakaguchi et al., J Immunol. 155: 1151-1164 (1995)). The
protective value of CD4"CD25" cells against organ-specific autoimmunity has also been
shown in several other models of autoimmunity (e.g. autoimmune gastritis, prostatitis,
oophoritis, glomerulonephritis, epidimytis and thyreoiditis) caused by neonatal thymectomy
performed 3 days after birth (d3Tx) or inflammatory bowel disease caused by reconstitution
of SCID mice with CD45RBhigh, CD4"CD25" T cells. Administration of anti-CD25 antibody

in vivo in mice also induces organ-localised autoimmune disease.

The discovery of the importance of the transcriptional regulator FoxP3 in mouse CD4"CD25*
T regulatory cell function and the previous observations that patients with [PEX syndrome
(immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, and X-linked inheritance), a severe
inflammatory disease similar to that seen in mice deficient in CD4"CD25" regulatory cells
(scurfy syndrome), have mutations in FoxP3, provided a direct correlation between an
autoimmune animal model, mouse regulatory T cells, and a human autoimmune disease

(Sakaguchi et al., J Immunol. 155: 1151-1164 (1995)).

The pharmaceutical mechanism of regulatory T cells is not fully clear. CD4"CD25" Tregs
inhibit polyclonal and antigen-specific T cell activation. The suppression is mediated by a
cell contact-dependent mechanism that requires activation of CD4'CD25" Tregs via the TCR
but Tregs do not show a proliferative response upon TCR activation or stimulation with
mitogenic antibodies (anergic) (Shevach, Nature Rev. Immunol 2 : 389 (2002). Once
stimulated, they are competent to suppress in an antigen-independent manner the response of
CD4+ T cells and CD8+ T cells as well as inhibit B-cell activation and their clonal

expansion.
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There are additional data indicating that suppressor activity of CD4"CD25" Tregs partially
also relies on anti-inflammatory cytokines like TGF-8 (Kingsley et al., J Immunol. 168: 1080
(2002); Nakamura et al., J Exp. Med. 194: 629-644 (2001)). The functional significance of
TGE-B secretion is furthermore supported by the findings that TGF-B-deficient mice develop

autoimmune disease and that administration of neutralizing antibodies to TGF-f abrogates in |

vivo the prevention of autoimmunity or tolerance-inducing activity of CD4" T cells in some

models.

Within the CD4" T cell subset at least 2 more different types of cells with suppressive
function may exist, which are induced after exposure to specific, exogenous antigen (called
'adaptive or inducible regulatory T cells'): Type 1 T regulatory (Trl) cells and Th3 cells.
| These cell types appear to be distinguishable from CD4'CD25" Tregs based on their cytokine
production profiles. However, the relationship between these different types is unclear and

the modes of action are overlapping.

Trl cells were induced by repetitive stimulation of TCR in the presence of IL-10 and were
shown to mainly down-regulate immune responses via the production of high levels of IL-10

together with moderate amounts of TGF-8 (Chen et al.,, J. Immunol. 171: 733-744 (2003)) .

Th3 cells (identified in 2 model of EAE after oral delivery of antigen) produce high amounts
of TGF-B and variable amounts of IL-4 and IL-10. IL-4, itself, was shown to be a key factor
for the differentiation of Th3 cells, in contrast to Trl cells that are differentiated with IL-10
(Chen et al., Science 265:1237-1240 (1994)).

Suppression of T cell function by using immunosuppressive drugs is a principal therapeutic
strategy that has been used successfully to treat autoimmune diseases. However these drugs
induce a general immunosuppression due to their poor selectivity, resulting in inhibition of
not only the harmful functions of the immune system, but also useful ones. As a consequence,

several risks like infection, cancer and drug toxicity may occur.

Agents interfering with T cell function are therapeutic mainstays for various autoimmune

diseases.
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The approach of using agents aiming at the activation of regulatory T cells for the therapy of
autoimmune diseases have been up to now proven to be extremely difficult. Acﬁvation of
Tregs via the TCR using the agonistic anti-CD3 antibody OKT-3 (Abramowicz et al, N Engl.
J Med. 1992 Sep 3;327(10):736) or via the co-stimulatory molecule CD28 using the
superagonistic anti-CD28 antibody TGN 1412 leads to complete depletion of the regulatory T
cell population as well as other conventional T cells and the systemic induction and release of
excessive amounts of pro-inflammatory cytokines including IFN-y, TNF-¢ IL-1 and IL-2,
resulting in a clinically apparent cytokine release4 syndrome (CRS) in humans

(Suntharalingam et al, N Engl. J Med. 2006 Sep 7;355(10):1018-28).

After the first two to three injections of 5 mg of the monoclonal antibody OKT3 most patients
develop a cytokine release syndrome with high levels of tumour necrosis factor-alpha,
interleukin-2, and gamma-interferon appearing within 1-2hrs in the circulation of kidney
transplant recipients. (Abramowicz et al., Transplantation. 1989 Apr;47(4):606-8). This
~ results in a narrow therapeutic window which limits the usefulness of this antibody in the

treatment of autoimmune disease.

Treatment with a total dose of 5-10 mg of TGN1412 (0.1 mg anti-CD28 per kilogram of body
weight) lead to a systemic inflammatory response with multiorgan failure within 90 minutes
after receiving a single intravenous dose of the TGN 1412 (Suntharalingam et al, N Engl. J
Med. 2006 Sep 7;355(10):1018-28).

It is generally agreed that CD4 T cells play a major part in initiating and maintaining
autoimmunity. Accordingly, it has been proposed to use mAbs against CD4 T cells surface
molecules, and in particular anti-CD4 mAbs, as immunosuppressive agents. Although
numerous clinical studies confirmed the potential interest of this approach, they also raised

several issues to be addressed in order to make anti-CD4 mAbs more suitable for use in

routine clinical practice.

Several different mechanisms of action for CD4 mAbs have been proposed including: (1)
antagonism of CD4-MHC I interactions résulting in inhibition of T cell activation, (2) CD4

receptor modulation as determined by a decrease in cell surface expression of CD4, (3)
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partial signaling through the CD4 receptor in the absence of T cell receptor cross-linking
which can suppress subsequent T cell activation and trigger CD4 T cell apoptotic death, (4)

Fc-mediated complement-dependent cytotoxicity (CDC) or antibody-dependent cellular '

cytotoxicity (ADCC) leading to CD4 T cell depletion, and (5) stimulation of regulatory T

cells.

Fc-mediated complement-dependent cytotoxicity (CDC) or antibody-dependent cellular
cytotoxicity (ADCC) leading to CD4 T cell depletion is the main observed mechanism and is
especially demonstrated for antibodies of the IgG1 subclass. Only a few CD4 antibodies
have been attributed to the other mechanisms like TRX-1, TNX-355, IDEC-151, OKTcdr4A
with only TRX-1 being an IgG1 (Schulze-Koops et al., J Rheumatol. 25(11): 2065-76 (1998);
Mason et al., J Rheumatol. 29(2): 220-9 (2002); Choy et al., Rheumatology 39(10): 1139-46
(2000); Herzyk et al., Infect Immun. 69(2): 1032-43 (2001); Kon et al., Eur Respir J. 18(1):
45-52 (2001); Mourad et al., Transplantation 65(5): 632-41 (1998); Skov et al., Arch
Dermatol. 139(11): 1433-9 (2003); Jabado et al., ] Immunol. 158(1): 94-103 (1997)).

Dose-dependent depletion of CD4" T cells at "high" doses (multiple cycles with dosages >
100mg) and transient sequestration (short-lived depletion) at "lowér" doses (multiple cycles
with dosages >10 mg), is observed with several CD4 antibodies (Mason et al., J. Rheumatol.
29 (2): 220-229 (2002); Kon et al., Eur. Respir J. 18(1):45-52 (2001)) and HuMax-CD4
(Skov et al., Arch Dermatol. 139(11): 1433-1439 (2003), Choy et al., Rheumatology 41
(10):1142-8 (2002)). Despite of their depletional activity, mAbs to CD4 failed to provide
clinical benefit and consis’;ent efficacy in autoimmune diseases investigated e.g. rheumatoid
arthritis (Strand et al., Nature Reviews 6: 75-92 (2007)). Furthermore depletion of CD4" T

cells is generally considered as scenario, which might cause a severe immunosuppression.

The B-F5 antibody (murine IgG1 anti-human CD4) was tested in different autoimmune

diseases.

A small number of patients with severe psoriasis have been treated with the murine B-F5
antibody and some positive effects were described (Robinet et al., Eur J Dermatol 1996: 6:

141-6, and Robinet et al., J Am Acad Dermatol 1997; 36: 582-8).
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In rheumatoid arthritis patients, the results observed in a placebo controlled trial with a daily
dose of B-FS did not indicate a significant improvement (Wendling et al. J

Rheumato1;25(8):1457-61, 1998).

In multiple sclerosis (MS) patients, some positive effects were observed after a 10 days
treatment in patients with relapsing-remitting forms, some of who were still relapse-free at
the 6th month post-therapy (Racadot et al., J Autoimmun, 6(6):771-86, 1993). Similar effects
were observed by Rumbach et al. (Mutt Scler;1(4):207-12, 1996).

In severe Crohn's disease, no significant improvement was observed in patients receiving B-
F5 for 7 consecutive days (Canva-Delcambre et al., Aliment Pharmacol Ther 10(5):721-7,
1996).

In prevention of allograft rejection, it was reported that B-F5 bioavailability was not
sufficient to allow its use for prophylaxis of allograft rejection (Dantal et al. Transplantation,

27,62(10):1502-6, 1996).

It appears from the above that a first issue to be solved is the need for using high doses of
mAb to obtain a clinical improvement. This may result inter alia from the poor accessibility
of the lymphocytes to the mAb in the target tissues. The use of higher doses may result in an

excessive action on blood lymphocytes, inducing unwanted side effects.

Another drawback of therapy with monoclonal antibodies in humans is that these antibodies
are generally obtained from mouse cells, and provoke anti-mouse responses in the human
recipients. This not only results in a lower efficiency of the treatment and even more of any
future treatment with mouse monoclonal antibodies, but also in an increased risk of

anaphylaxis. \

This drawback can, in principle, be avoided by the use of humanized antibodies, obtained by
grafting the complementarity-determining regions (CDRs) of a mouse monoclonal antibody,
which determine the antigen-binding specificity, onto the framework regions (FRs) of a

human immunoglobulin molecule. The aim of humanization is to obtain a recombinant
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antibody having the same antigen-binding properties as the mouse monoclonal antibody from

which the CDR sequences were derived, and far less immunogenic in humans.

In some cases, substituting CDRs from the mouse antibody for the human CDRs in human
frameworks is sufficient to transfer the antigen-binding properties (including not only the
specificity, but also the affinity for antigen). However, in many antibodies, some FR residues
are important for antigen binding, because they directly contact the antigen in the antibody-
antigen complex, or because they influence the conformation of CDRs and thus their antigen

binding performance. .

Thus, in most cases it is also necessary to substitute one or several framework residues from
the mouse antibody for the human corresponding FR residues. Since the number of
substituted residues must be as small as possible in order to prevent anti-mouse reactions, the
issue is to determine which amino acid residue(s) are critical for retaining the antigen-binding
properties. Various methods have been proposed for predicting the more appropriate sites for
substitution. Although they provide general principles that may be of some help in the first
steps of humanization, the final result varies from an antibody to another. Thus, for a given

antibody, it is very difficult to foretell which substitutions will provide the desired result.

Previously the humanization of mouse B-F5 has been attempted, and success has been
achieved in producing humanized B-F5 (hereinafter referred to as hB-F5) having similar CD4

binding properties to the parent mouse B-F35.

Thus, in WO 2004/083247, the humanised antibody BT061 (humanised B-F5, or simply
hB-F5) has been found to be useful in treating autoimmune diseases, such as psoriasis and
theumatoid arthritis.  This patent application discloses compositions for parenteral
administration, formulated to allow the administration of a dose of from 0.1-10 mg,
preferably from 1-5 mg. Dosage regimes envisaged are an intravenous 1 mg per day dose and
a 5 mg every second day dose for rheumatoid arthritis patients over a period of 10 days. Thus

the largest dose disclosed is 5 mg at one time and 25 mg over the course of 10 days.

(Q\



WO 2009/124815 ' PCT/EP2009/052811

The study was also described by Wijdenes et al., in an abstract and poster presented at the
EULAR conference, June 2005. The treatment of 11 patients suffering from rheumatoid
arthritis was disclosed. The patients were treated with S intravenous infusions of 5 mg BT061

every other day with concomitant treatment with 150 mg Diclophenac.

The antibody described in this study is not disclosed to be suitable for use in higher doses,
and it is still desirable to find treatments at higher doses so as to treat a greater number of

patients.

Having regard to the above prior art, it is an aim of the present invention to treat patients
having autoimmune disease who do not yet respond satisfactorily to existing treatments. In
particular, it is an aim of the present invention to find. autoimmuné treatments that may be
applied in high doses to patients, in order to improve treatment response for currently

unresponsive patients.

Astonishingly, experiments performed by the inventors revealed that the IgGl antibody
BTO061 in contrast to other CD4 mAbs, once bound to CD4 of target cells neither induces
ADCC, nor CDC or apoptosis.

Accordingly, the present invention provides a pharmaceutical composition for treating an
autoimmune disease comprising a pharmaceutically acceptable carrier and an agent capable
of activating CD4+CD25+ regulatory T cells, wherein the composition is to be administered

to a subject in a dose of the agent frorn 10 mg to 200 mg.

The invention further provides a pharmaceutical composition for treating an autoimmune
disease comprising a pharmaceutically acceptable carrier and an agent capable of activating
CD4+CD25+ regulatory T cells, wherein the composition is to be administered to a subject in

a dose of the agent from 5 to 60 mg/m?,

Still further the invention provides a pharmaceutical composition for treating an autoimmune

disease comprising a pharmaceutically acceptable carrier and an agent capable of activating

1O



WO 2009/124815 PCT/EP2009/052811
10

CD4+CD25+ regulatory T cells, wherein the composition is to be administered to a subject in

a dose of the agent from 1 to 500 pg/kg.

In addition, the present invention provides a pharmaceutical composition comprising a
pharmaceutically acceptable carrier and an agent capable of activating CD4+CD25+

regulatory T cells, wherein the agent is present in a concentration of from 10 to 150 mg/ml.

In a preferred aspect of the invention the agent is a humanized anti-CD4 antibody or fragment

or derivative thereof.

The invention also provides use of an agent as defined herein for the manufacture of a
medicament for treating autoimmune disease wherein the agent is to be administered to a
subject in a dose as defined herein. Further the invention provides an agent as defined herein
for use in the treatment of autoimmune disease wherein the agent is to be administered to a

subject in a dose as defined herein.

It will be appreciated from the above dosages that the inventors have found that, surprisingly,
the humanised antibody BT061 (humanised B-F5, or simply hB-F5) did not substantially
modulate nor induce release of pro-inflammatory cytokines as compared to other T cell
interacting antibodies, for example anti-CD3 antibodies. Further, the antibody does not cause

substantial long term depletion of CD4+ lymphocytes.

The concentration of the agent of the invention is not especially limited, provided that it is
present in a concentration that is high compared to known concentrations. However,
preferably, the concentration of the agent is from 10 (or greater than 10) to 150 mg/ml, from
15 to 150 mg/ml, from 15 to 100 mg/ml, from 15 (or greater than 15) to 75 mg/ml, or from 20
to 60 mg/ml. Most preferably, the concentration of the agent is (approximately) any one of
10 mg/ml, 12.5 mg/ml, 20 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 60 mg/ml, 70 mg/ml, 80 mg/ml, 90
mg/ml or 100 mg/ml. '

The dosage volume applied to a subject using the composition is not especially limited,

provided that it delivers a high overall dosage compared to dosages already known, and is
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therefore sujtable for treating individuals who may benefit from high doses such as, but not
limited to, severe cases with a long history of the disease and insufficient response to current
therapies. In particular, the concentration of the agent within the dosage volumes can be

varied in order to provide the required doses, which are described in this application.

The dosage volume will vary depending on the method of administration. Parenteral
administration is preferred. Examples of parenteral administration are intramuscular
administration, intravenous administration or subcutaneous administration. Where the
composition is to be administered by intravenous infusion the dosage volume may be from
0.1 or 0.5 ml up to 500 ml, preferably between 15 and 25 ml, and typically about 20 ml.

Where the composition is to be administered by subcutaneous or intramuscular injection, the

dosage volume may be between 0.1 to 3 ml, preferably between 0.5 and 1.5 ml, and typically

about 1 ml.

However, in some embodiments the composition may be provided in concentrated form and
diluted to the strength required for the individuals concerned. Preferably, in these situations
the composition is provided in relatively small volumes of about 1, 2, 3, 4, or 5 ml. In
alternative embodiments, the composition is provided at the required strength and dosage
volume described above (i.e. ready for administration). In one specific embodiment the
pharmaceutical compositions for subcutaneous administration are provided in a ready for

administration form so that they can be easily administered by non-medical personnel.

As has been mentioned, previously, it was not known that agents capable of treating
autoimmune disease could be administered in the high dosages that are envisaged by the
present invention. Whilst known doses of agents capable of treating autoimmune disease are
effective in some individuals or disease types, the realisation that it may be tolerated in higher
doses has opened up the way for more effective treatment of some autoimmune diseases and

classes of patients.

The invention will be illustrated by way of example only, with reference to the following

Figures, in which:

L4~



WO 2009/124815 PCT/EP2009/052811
12

Figure 1 shows the effect of BT061 on the cytokine synthesis of whole-blood cultures from 3
healthy donors. The cultures were stimulated in separate experiments with 4 different types of
activators: CD3=anti-CD3 antibodies; LPS lipopolysaccharide; PHA=phytohaemagglutinin +
anti—CD28 antibodies; SEB=staphylococcal enterotoxin B + anti-CD28 antibodies. Different
cytokines were determined to measure effects on various leukocyte sub-populations: Treg
cells (CD3: TGF-B, IL-10); monocytes/macrophages (LPS: IL-10, TNFa, IL-1B); Th2 cells
(PHA: IL-4, IL-5, IL-13); Th1 cells (SEB: IL-2, IFNy);

Figure 2 shows the effect of BT061 in human whole-blood cultures (donors with rheumatoid
arthritis) on cytokine synthesis triggered by different stimulants;

Figure 3 shows the nucleotide sequence encoding the mouse B-F5 Vy region (SEQ ID No:

5
Figure 4 shows the nucleotide sequence encoding the mouse B-F5 V region (SEQ ID No: 6);

Figure 5 shows the nucleotide sequence (SEQ ID No: 3) of a fragment of the plasmid
encoding the Vy region of humanized BF-5. The sequence encoding the V region is
underlined and the corresponding polypeptide sequence (SEQ ID No: 17) is indicated below

the nucleotide sequence;

Figure 6 shows the nucleotide sequence (SEQ ID No: 4) of a fragment of the plasmid
encoding the Vi regions of humanized BF-5. The sequence encoding the V region is
underlined and the corresponding polypeptide sequence (SEQ ID No: 2) is indicated below

the nucleotide sequence;

Figures 7A and 7B respectively show the TFNo and IL-6 release observed in a clinical trial
with BT061 (single intravenous infusion or subcutaneous injection) in healthy volunteers in
comparison to the levels reported with the anti-CD3 monoclonal antibodies. Dose levels and
time to recovery are included in the figures. Results for TRX4 indicated in Figures as “2)”
reported in Keymeulen et al., 2005 N. Engl. J. Med. Type 1 Diabetes patients. Results for
Teplizumab indicated in Figures as “3)” reported in Herold et al., 2002 N. Engl. J. Med. Type

13
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I Diabetes patients. Normal values indicated in Figures as “4)” reported in Straub et al., 2007,
Athr. & Rheumat. “*)” represents a single dose, “**)” represents a cumulative dose injected

until peak concentration was reached.

Figure 8 shows IL-2 and IFN-y plasma levels after administration of a single intravenous or
subcutaneous dose of BT061 in healthy volunteers. ULN = upper limit of normal; LLN =

lower limit of normal.

Figure 9 shows a kinetic of CD4 cell counts (cells per ml of plasma) in volunteers treated
with a single intravenous dose of BT061. Mean values of 3 patients per dose group are

shown. Dotted lines indicate the upper limit of normal (ULN) and the lower limit of normal

(LLN).

Figure 10 shows a kinetic of CD4 cell counts (cells per ml of plasma) in volunteers treated
with a single subcutaneous dose of BT061. Mean values of 3 patients per dose group are
shown. Dotted lines indicate the upper limit of normal (ULN) and the lower limit of normal

(LLN).

Figure 11 parts. A to H provide graphs showing data from the clinical trials with psoriasis
patients of dose group I as described in Example 7, in which patients are treated with a 0.5
‘mg intravenous injection of BT061 or a placebo. Parts A to H of Figure 8 provide graphs of
the PASI scores of patients 1 to 8 of dose group I, respectively.

Figure 12 parts A to H provide graphs showing data from the clinical trials with psoriasis
patients of dose group II as described in Example 7, in which patients are treated with a 2.5
mg intravenous injection of BT061 or a placebo. Parts A to H of Figure 9 provide graphs of
the PASI scores of patients 1 to 8 of dose group II, respectively.

Figure 13 parts A and B provide photographs from the clinical trial with psoriasis patients as
described in Example 7. The photographs are of the same patient who was a member of dose
group II. The photograph shown in part A was taken prior to treatmént. The photograph
shown in part B was taken 28 days after treatment.

)
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Figure 14 provides results for the clinical trial with rheumatoid arthritis patients as described
in Example 8. The figure shows a bar chart of the percentage of patients from the dose groups
receiving 1.25 mg, 6.25 mg, 12.5 mg and 25 mg subcutaneous BT061 achieving at least an
ACR20 response. Six patients in each gioup received the antibody dose while two patients

received a placebo.

Figure 15A and 15B provides results from the clinical trial with rheumatoid arthritis patients
as described in Example 8. Figure 15A shows a bar chart of the number of tender joints for
patients from the dose group receiving 25 mg subcutaneous BT061. Figure 15B shows a bar
chart of the number of swollen joints in patients from the same dose group. Six patients in

each group received the antibody dose while two received a placebo.

Figure 16A and 16 B provide results from the clinical trial with rheumatoid arthritis patients
as describéd in Example 8. The Figures show the changes of individual parameters (in %) for
one responder (Figure 16A) and one non-responder (Figure 16B) from the 25 mg
subcutaneous dose group. In the Figures “Pat’s GA” and “Phy’s GA” refer to the patient’s
global assessment and physician’s global assessment, respectively. The term “PA of pain”

refers to the patient’s assessment of pain.

Figure 17A and 17B provide further results from the clinical trial with rheumatoid arthritis
patients as described in Example 8. The Figures show the number of tender joints in patients
from the 1.25 mg subcutaneous dose group (Figure 17A) and from the 6.25 mg subcutaneous
dose group (Figure 17B).

Figure 18A and 18B provide further results from the clinical trial with rheumatoid arthritis
patients as described in Example 8. The Figures show the number of tender joints in patients
from the 50 mg subcutaneous dose group (Figure 18A) and from the 6.25 mg intravenous

dose group (Figure 18B).

Figure 19 shows the alignment of the polypeptide sequences of murine B-F5 Vi (SEQ ID
No: 8), FK-001 (SEQ ID Nos: 9, 10, 11 and 12}, LAL (SEQ ID No: 18), and L4AM (SEQ ID
No: 2) in the design of the humanised form of B-F5 (i.e. BT061).

7S



WO 2009/124815 PCT/EP2009/052811
15

Figure 20 shows the alignment of the polypeptide sequences of murine B-F5 Vi (SEQ ID No:
7), M26 (SEQ ID Nos: 13, 14, 15 and 16), H37L (SEQ ID No: 1), and H37V (SEQ ID No:
17) in the design of the humanised form of B-F5.

The invention will now be described in more detail.

The agents that are suitable for use in the present invention are those which aré capable of
activating CD4+CD25+ regulatory T cells. The agent may be a polypeptide, a protein or an
antibody. Where the agent is an antibody it may be a monoclonal antibody. Preferably the
antibody is a monoclonal anti-CD4 antibody. The antibody may also preferably be an IgG1
antibody and may be an unmodified IgG1 antibody.

In a preferred aspect of the invention the agent does not cause a substantial increase in the
level of pro-inflammatory cytokines in the subject’s blood plasma after administration as
compared to anti-CD3 antibodies. In particular, the levels of IFN-y, TNF-q, IL-6 and/or IL-2
after administration of the agent are not substantially raised compared to plasma levels
measured in healthy subjects (see Table Al). Specifically, if the ULN for a specific cytokine
given in Table Al is taken as X then within 96 hours after administration of the agent of the
invention there may be less than a 20 fold increase in X. Preferably there may be less than a
10 fold increase in X. More preferably these levels are during the period of 10 minutes after

the start of administration to 96 hours after completion of administration.

It is possible that in autoimmune patients, cytokine levels prior to administration of the agent
are already higher than those observed in healthy subjects (ULN given in Table Al) e.g. due
to a modified activation status of immune cells compared to the activation status of the cells
in healthy subjects. In those cases, the concentration for a specific cytokine directly prior to
administration of the agent is taken as X and within 96 hours after administration of the agent
of the invention there may be less than a 20 fold increase in X. Preferably there may be less
than a 10 fold increase in X. More preferably these levels are during the period of 10 minutes

after the start of administration to 96 hours after the completion of administration.
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Cytokine ULN (pg/mL)
-2 194
1L-6 4.4
TNF-alpha 2.8
IFN-gamma 3.8

Table Al: Cytokine levels measured in plasma of healthy volunteers. The ULN (upper limit
of normal) is calculated based on mean values measured in 39 individual subjects + 2 x

standard deviation.

In a further preferred aspect of the invention the agent does not cause a substantial long
lasting decrease in the cell count of CD4+ lymphocytes in the subject’s blood plasma.
Specifically, within the period of 72 to 96 hours after administration the cell count of CD4+
lymphocytes in the subject’s blood plasma may be above 250 cells/ul (or at least 250
cells/pl).

Preferably the cytokine and CD4+ lymphocyte effects described above are seen in at least
80% of patients treated.

To prevent negative impact on the immune system, é.g. a decrease in the lymphocyte cell
count or induction of cytokine release, it is known in the art to utilise antibodies (especially T
cell interacting antibodies) of subclass IgG2, IgG3 or IgG4 because antibodies of the 1gG1
subclass display higher Fc receptor interactions. It is also known in the art to modify
antibodies (especially T cell interacting antibodies) by Fc mutation, deglycosylation,

glycomodification or glycoengineering to reduce Fe receptor interactions.

In the experiments described herein the present inventors have found that the avoidance of
antibodies of the IgG1 subclass and modifications are not necessary for the agent of the
present invention. In particular, data presented in this patent application indicates that the
agent of the present invention does not display substantial and long lasting CD4+ cell

depletion or induce substantial cytokine release compared to the anti-CD3 antibodies.
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Accordingly, in a preferred aspect of the invention the agent is an unmodified IgG1 antibody,
i.e. an antibody which does not include an Fc mutation, and has not been subject to
deglycosylation, glycomodification or glycoengineering to reduce Fe receptor interactions, or

a fragment or a derivative thereof.

The antibodies which are most suitable for use in the present invention are humanized
anti-CD4 antibodies, or fragments or derivatives thereof, which are capable of activating
CD4+CD25+ regulatory T cells. Examples of antibodies which are capable of capable of
activating CD4+CD25+ regulatory T cells are discussed in Becker ef al., (European Journal
of Immunology (2007), Vol. 37: pages 1217-1223). |

Generally, the antibody used in the invention further comprises a human constant region (Fc).
This constant region can be selected among constant domains from any class of
immunoglobulins, including IgM, IgG, IgD, IgA and IgE, and any isotype, including IgGl,
IgG2, IgG3 and 1gG4. Preferred constant regions are selected among constant domains of

IgG, in particular IgGl.

~ The present invention also includes any fragment of the antibody comprising the V regions

thereof. This comprises in particular Fab, Fab', F(ab)*, Fv and scFv fragments.

In a particularly preferred aspect of the present invention the antibody is a humanized anti-
CD4 antibody or fragment or derivative thereof derived from the mouse monoclonal anti-

CD#4 antibody B-F5. An example of such an antibody is the BT061 antibody.

BT061 antibody, fragments and derivatives thereof.
The humanized antibody BT061 (hB-F5) is derived from mouse‘B-FS mAb, and has V
domains defined by the following polypeptideAsequences:

~ H chain V domain: EEQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFSFSDCRMYWLRQA

PGKGLEWIGVISVKSENYGANYAESVRGRFTISRDDSKNTVYLQMNSLKTEDTAVY

YCSAS YYRYDVGAWFAYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 1)

— L chain V domain:

Y
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DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSTSGYSYIYWYQQ
KPGQPPKLLIYLASILESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQHSRELPWT
FG QGTKVEIK (SEQ ID NO: 2).

Derivatives of this antibody are also suitable for use in the present invention. Derivatives
include those with V domains defined by polypeptide sequences having at least 80%,
preferably at least 90 %, most preferably at least 95% sequence identity with SEQ ID NO: 1
or SEQ 1D No: 2.

Particularly preferred antibodies are those which comprise the complementarity-determining
regions (CDRs) of the mouse B-F5 mAb, and retain the ability of hB-FS to activate
.CD4+CD25+ regulatory T cells. The location of the CDRs within the Vi and Vg domains is
show in Figures 19 and 20. Such antibodies can optionally have variations in the sequence of

the CDRs that do not substantially affect the specificity and/or affinity of binding.

Generally, the hB-F5 antibody used in the invention further comprises a human constant
region (Fc). As indicated above, this constant region can be selected among constant domains
from any class of immunoglobulins, including IgM, IgG, IgD, IgA and IgE, and any isotype,
including IgGl, 1gG2, IgG3 and IgG4. Preferred constant regions are selected among constant
domains of IgG, in particular IgGl.

The present invention also includes any fragment of a BT061 antibody comprising the V

regions theréof. This comprises in particular Fab, Fab', F(ab)",, Fv and scFv fragments.

A polynucleotide encoding the V domain of the H chain or of the L chain of a BT061
antibody may be fused with a polynucleotide coding for the constant region of a human H or
L chain, for the purpose of expressing the complete H and L chains obtained in this way; a

sequence coding a signal peptide allowing the secretion of the protein can also be added.

The invention also makes use of expression cassettes wherein a polynucleotide as described

above is linked to appropriate control sequences allowing the regulation of its transcription
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and translation in a chosen host cell, and recombinant vectors comprising a polynucleotide or

an expression cassette of the invention.

These recombinant DNA constructs can be obtained and introduced in host cells by the well-

known techniques of recombinant DNA and genetic engineering.

The invention also makes use of a host cell, transformed by a polynucleotide of the invention.
Useful host-cells within the framework of the present invention can be prokaryotic or
eukaryotic cells. Among suitable eukaryotic cells, one will mention, by way of example,
plant cells, cells of yeasts such as Saccharomyces, cells of insects such as Drosophila, or

Spodoptera, and mammal cells such as HeLa, CHO, 373, C127, BHK, COS, etc.

The construction of expression vectors used in the invention, and the transformation of host-

cells can be made by the standard techniques of molecular biology.

The BT061 (hB-F5) antibody used in the invention can be obtained by culturing a host cell
containing an expression vector comprising a nucleic acid sequence encoding said antibody,
under conditions suitable for the expression thereof, and recovering said antibody from the

host cell culture.

Construction of humanized B-F5

Design of humanized B-F3 Vyand V regions

DNA sequences encoding mouse B-F5 Vy and Vi regions are respectively shown in Figure 3
and Figure 4 and under sequence identifiers SEQ ID NO:5 and SEQ ID NO:6. The human Vu
and Vg on which the mouse CDRs are grafted were selected by searching databases for
human Vg most like the original mouse B-F5 Vg and Vk. Vy region of a human antibody
(M26; Accession Number A36006) had the highest homology with B-F5 V. VK region of
another human antibody (FK-001; NAKATANI et al., Biotechnology, 7 (1989), 805-810))
had the highest homology with B-F5 V.

Two types of Vi differing between them in that the 4™ residue was Leucine or Methionine

were constructed and designated as LAL and L4M. Two types of VH differing between them
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in that the 37" amino acid residue was Leucine or Valine, were constructed and designated as
H37L and H37V. The alignment of the polypeptide sequences of B-F5, FK-001, LAL, and
L4M is shown in Figure 19. The alignment of the polypeptide sequences of B-F5, M26,
H37L, and H37V is shown in Figure 20. The FR residues previously reported to be important
for the packing of CDRs (Chothia et al., Nature 342(1989), 877; Foote et al., J. Mol. Biol.,
224(1992), 487) are boxed.

By combining these Vi and Vi, 4 versions of V regions were designed.

Expression of humanized B-F5

The subsequent steps for production of humanized B-F5 were the same as those disclosed in

US Patent 5,886,152 for humanized B-B10.

Briefly, expression plasmids for the H chain (Vy humanized region fused to the constant
region 6f a human y-1 chain (TAKAHASHI et al.,, Cell, 29 (1982), 671-679)) and the L chain
(VK humanized region fused to the constant region of FK-001 K chain) of humanized B-F5
were constructed separately. In these plasmids, the expression of humanized B-FS is driven
by the promotér/enhancer of the gene of human monoclonal IgM, FK-001. Figure 5 and 6
respectively show the fragments of the plasmids encoding the VH and Vi regions of
humanized BF-5. The sequences encoding the V region are underlined and the corresponding
polypeptide sequences are indicated underneath the nucleotide sequence. Both plasmids and
pSV2neo were simultaneously introduced into mouse myeloma Sp2/0 (ATCC CRL-1581)
using Lipofectin“i. Transfectomas producing human IgG were selected by ELISA, using an

anti-human IgG (y chain) antibody and an anti-human‘Ig K chain antibody.

Characterisation of the different versions of humanized B-F5

Estimation of CD4 binding activity

Culture supernatants of transfectomas producing the four versions of hB-F5 were collected,
and concentrated. The different antibodies were purified from culture supernatants by affinity
chromatography using protein A Sepharose and assessed for their CD4 binding activity by

measuring, by means of competitive ELISA, their inhibitory activities against the binding of
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biotinylated mB-FS to soluble CD4 coated on microtiter plates. Incubation, time is 2 hours

for 37°C and overnight for 4°C.

" The relative binding activities of hB-F5s (binding activity of mB-F5 was taken as 100%) are

shown in Table A below:

Table A
IAntibody Temp (°C) Relative binding activity
(% of mB-F5)
H37L/L4L 4 80
37 30
H37L/L4M 4 30
37 30
H37V/LAL 4 10-20
37 10
H37V/L4M 4 10-20
7 10

From the results shown in Table A, it appears that the 37th residue of Leucine, is critical to
maintain CD4 binding activity of hB-F5 because the CD4 binding activity is several-fold
reduced by conversion of 3"Leu to *"Val. On the contrary, the 4th residue of V is found to
be not so important for the CD4 binding activity. As the structural difference between 37Leu‘
and ¥Val of Vy is not clearly demonstrated by molecular modeling, the superiority of H37L

to H37V in CD4 binding activity was unexpected. .
H37L/14L and H37L/L4M were chosen for evaluation.

Investigation of the in vitro biological activities of humanized B-F5

The in vitro biological activities of mouse B-F5 and humanized B-F5s (H37L/L4M IgGl and
H37L/LAL IgG 1) were evaluated. Humanized B-F5s of IgG2 type (H37L/L4M IgG2 and
H37L/LAL IgG2) were also tested.

The in vitro biological activities of mB-F5 and the four types of hB-F5s were evaluated using
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from healthy donors. PBMCs were activated by
ConA (2.5 pg/ml, 3 days) or PPD (10 pg/ml, 4 days) in the presence of murine or hB-FSs, and

were monitored for their proliferative responses by 3H-thymidine incorporation.
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Murine and hB-F5s could moderately inhibit ConA-induced proliferation, but the activities
varied from antibody to antibody and/or from donor to donor. Also, murine and hB-F5s were

able to inhibit Ag-specific PBMC proliferation induced by PPD.

IgG1 type of hB-F5 inhibited PPD-induced proliferation more effectively (as high as 70%
inhibition) than mB-F5. IgGl typé seemed to be more effective than IgG2 type of which
inhibitory activity was almost the same as mB-F5. For IgGl type, H37L/L4M was more
effective than H37L/L4L. IgG2 type of H37L/L4M and H37L/LAL had almost the same
inhibitory activities. In short, the inhibitory activities of B-F5s against PPD-induced PBMC
proliferation were as follows: H37L/L4M IgGl > H37L/LAL IgGl > H37L/LAM IgG2 =
H37L/LAL 1gG2 = mB-FS5.

Considering the efficacy of the in vitro biological activity and the smaller number of mouse
amino acids, H37L/L4M IgGl was chosen for further evaluation, and it is this antibody
which is hamed BT061 and is employed to demonstrate the present invention in the Examples

provided in this application.
Composition and uses

As has been mentioned, the pharmaceutical composition and medicaments used in the present
invention, are preferably capable of treating an autoimmune disease in patients benefiting
from higher doses. Such patients include but are not limited to severe cases with a long

history of the disease.

In one aspect the present invention also provides use of a humanized anti-CD4 antibody or
fragment or derivative thereof in the manufacture of a medicament effective against an
autoimmune disease, wherein the humanized antibody is capable of activating CD4+CD25+
regulatory T cells, and wherein the medicament comprises the antibody in a concentration of

from 10 to 150 mg/ml, preferably 15 to 75 mg/ml, most preferably 20 to 60 mg/ml.

The invention further provides use of a humanized anti-CD4 antibody or fragment or

derivative thereof in the manufacture of a medicament effective against an autoimmune
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disease, wherein the humanized antibody is capable of activating CD4+CD25+ regulatory T
cells, and wherein the medicament is administered to a subject in a single dose or a plurality

of doses in an amount of the antibody of from 10 to 200 mg per dose.

The present invention also provides a pharmaceutical composition for treating an
autoimmune disease comprising a pharmaceutically acceptable carrier and an agent capable
of activating CD4+CD25+ regulatory T cells, wherein the composition is to be administered
to a subject in a dose of the agent from 10 mg to 100 mg, 10 mg to 80 mg, 15 mg to 80 mg,
20 mg to 75 mg, preferably from more than 20 mg to 60 mg and most preferably from 25 mg
to 60 mg.

In one aspect of the invention the subject is to receive a plurality of doses. In these situations
it is suitable that the dosage over a f)eriod of 10 days is greater than 25 mg but less than or
equal to 200 mg, more preferably between 28 mg and 100 mg, and most preferably between
30 mg and 100 mg. Further, the dosage over a period of 5 days are preferably greater than 15
mg but less than or equal to 100 mg, more preferably between 18 mg and 100 mg and most
preferably between 20 mg and 100 mg. In this aspect of the invention it is particularly

preferred that the dosages are administered subcutaneously.

The dose can also be calculated on thé basis of the body surface area (BSA) of the subject.
Body surface area (BSA) can be calculated according to any known method. Examples of
BSA calculation methods are as follows:
Mosteller formula: (BSA (m?) = ([Height(cm) x Weight(kg)]/ 3600 )4

(Mosteller RD: Simplified Calculation of Body Surface Area. N Engl J Med 1987 Oct

22:317(17):1098)

DuBois and DuBois formula: BSA (m?) = 0.20247 x Height(m)*"?* x Weight(kg)®**

(DuBois D; DuBois EF: A formula to estimate the approximate surface area if height
and weight be known. Arch Int Med 1916 17:863-71.

Haycock formula: BSA (m?) = 0.024265 x Height(cm)® ¥ x Weight(kg)®*"
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(Haycock G.B., Schwartz G.J.,Wisotsky D.H. Geometric method for measuring body
surface area: A height weight formula validated in infants, children and adults. The

Journal of Pediatrics 1978 93:1:62-66)
Gehan and George formula: BSA (m?) =0.0235 x Heigh‘t(cm)o'42246 x Weight(kg)"*"4%¢

(Gehan EA, George SL, Estimation of human body surface area from height and
weight. Cancer Chemother Rep 1970 54:225-35)

Boyd formula: BSA (m?) = 0.0003207 x Height(cm)®* x Weight(grams) 7285 - (0.0188x
LOG(grams) )

According to the invention the dose of the agent to the subject is from 5 to 60 mg/m* body
surface area of the patient, preferably from 6 to 50 mg/m?, and most preferably 8 to 40

mg/m”.

Further the dose can be calculated based on the body weight of the subject. According to the
invention the dose of the agent to the subject is from 0.1 to 2 mg/kg, preferably 0.15 to 1.5
mg/kg, and most preferably 0.2 to 1 mg/kg.

In these aspects of the invention, where the dose is based on the body surface area or the
body weight of the subject it is preferred that the doses over a period of 10 days are between
10 mg/m® and 120 mg/m?, more preferably between 16 mg/m? and 120 mg/m?, or between
0.2 mg/kg and 4 mg/kg, more preferably between 0.4 mg/kg ahd 4 mg.kg. It is particularly

preferred that the dosages are administered subcutaneously.

The frequency of administration is not especially limited, provided that it does not interfere
with the effectiveness of the treatment. In the invention, it is preferred that the plurality of
| doses are administered on at least one of the following bases: daily, every other day, weekly,
every 4 weeks, every 6 weeks, every 12 weeks, every 24 weeks, every calendar month, every
3 calendar months, every 6 calendar months, , or yearly. Thus, the doses may be separated by
at least one day, or alternatively by at least one week, by at [east one month, by at least 3

months, by at least 6 months or by at least one year (meaning that the doses are taken at least
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every day, every week, every month, every 6 months, or every year). In a further alternative

the plurality of doses are taken from every 1 to 31 days or every 1-12 months.

The length of treatment is not especially limited, and typically in treatment of autoimmune
diseases, the treatment proceeds indefinitely, or until symptoms are reduced to a manageable

level for the patient. Generally the dose is administered to the subject for at least 1 month.

The invention also provides a kit for a use as defined above, wherein the kit comprises a
plurality of medicament dosages as defined above for simultaneous, sequential or separate

administration to a subject.

It also provides a method of treatment of an autoimmune disease, which method comprises

administering a pharmaceutical composition as defined above to a subject.

Also provided is a method of treatment of an autoimmune disease, which method comprises
administering a medicament to a subject, wherein the medicament comprises an agent
capable of activating CD4+CD25+ regulatory T cells, and wherein the medicament is

administered to the subject in an amount as described above.

It is preferred that the agent is a humanized anti-CD4 antibody or fragment or derivative

thereof derived from the mouse monoélonal anti-CD4 antibody B-FS.

As has been mentioned, the pharmaceutical compositioh and medicaments used in the present
invention, are preferably capable of treating an autoimmune disease in patients benefiting
from higher doses. Such patients include but are not limited to severe cases with a long

history of the disease.

Preferably the autoimmune disease is selected from psoriasis, theumatoid arthritis, multiple
sclerosis, type-1 diabetes, inflammatory bowel diseases, Crohn's disease, Hashimoto's
thyreoiditis, autoimmune thyreoiditis, autoimmune myasthenia gravis, systemic lupus

erythematosus, ulcerative colitis, atopic dermatitis, myocarditis and transplantation-related
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diseases such as graft-versus-host or host-versus-graft reactions, or general organ tolerance

issues.

In a particularly preferred aspect of the invention the pharmaceutical compositions are for
treating the autoimmune disease psoriasis. In particular, such pharmaceutical compositions

are to be administered intravenously or subcutaneously in the dosages specified herein.

Psoriasis is a disorder which causes psoriatic lesions or plaques on the sufferer’s skin.

The Psoriasis Area and Severity Index (PASI) score is commonly used to evaluate and record
the level of psoriasis exhibited by sufferers. PASI scoring involves the assessment of
erythema (E), infiltration (1), and desquamation (D), and body surface area involvement
(A) over 4 body regions (head (h), trunk (t), upper (u) and lower (1) extremities). Table B

below shows how the scoring system works.’

TABLE B — PASI scoring system

Degree of severity Value given Surface involved Value given
(per body region) (per body region)
No symptoms 0 <10% 1
Slight 1 10-29% 2
Moderate 2 30-49% 3
Marked 3 50-69%
Very marked 4 70-89%
90-100% 6

Because the head, upper extremities, trunk, and lower extremities correspond to
approximately 10, 20, 30, and 40% of body surface area, respectively, the PASI score is
calculated by the formula:

PASI=0.1(Ex + I + Dp)Ap + 0.2(E, + I, + D,)A, + 0.3(E,+1,+ D)A,+ 0.4 (E;+ 1, + D)A;
PASI score ranges from 0-72. A score of 0 means no psoriasis, while a score of 72 represents

the most severe psoriasis.
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In a preferred embodiment of this aspect the pharmaceutical composition of the present
invention is capable of treating psoriasis by providing at least a 40 %, and preferably at least
a 50 %, improvement in the PASI score of the patient. Preferably the subject has a PASI
score of at least 10 prior to treatment. These effects may be seen at least 56 days after
administration, more preferably at least 75 days after administration. In particular, these

effects may be seen in at least 80% of patients treated.

In a further aspect of the present invention the pharmaceutical compositions are for treating

rheumatoid arthritis.

Rheumatoid arthritis is an autoimmune disease which causes chronic inflammation of joints

and surrounding tissues, and can also affect other tissues and body organs.

Improvement in rheumatoid arthritis exhibited by a treated patient is commonly assessed
using the American College of Rheumatology (ACR) core set of parameters (Felson et al.,
Arthritis & Rheumatism, 1995, 38(6), 727-735). This system defines a value of ACR 20 as a
20% improvement in tender and swollen joint counts and 20% improvement in 3 of the S
remaining ACR core set measures: patient and physician global assessments, pain, disability,

and an acute phase reactant, such as C-reactive protein (CRP).

In particular, the pharmaceutical compositions for treating rtheumatoid arthritis are preferably

to be administered intramuscularly or subcutaneously in the dosages specified herein.

Present treatment of arthritis includes first line drugs for controlling pain and inflammation,

classified as non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), e.g., aspirin, ibuprofen,
naproxen, etc. Secondary treatmeht of arthritis includes corticosteroids (e.g. prednisohe and
dexamethasone), slow acting antitheumatic drugs (SAARDs) or disease-modifying anti-
rheumaﬁc drugs (DMARDS), e.g., methotrexate, penicillinamine, cyclophosphamide, gold

salts, azothipoprine, leflunomide, etc.

Corticosteroids, the synthetic versions of the body's cortisone hormone, are used to inhibit

RA progression (e.g. prednisone and dexamethasone).
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Another group of drugs called biological-response modifiers (BRMs) has also been
developed for treatment of RA including antagonists to TNF-alpha (adalimumab, infliximab,
etanercept) which work through binding to its receptor or directly binding to the TNF-alpha

protein.

In one embodiment of this aspect of the invention the compositions are to be administered in
combination with drugs currently used to treat rheumatoid arthritis. In particular, the
compositions are to be administered with one of the drugs mentioned above, preferably

methotrexate.

Known drugs, such as methotrexate, and the pharmaceutical composition of the present

invention can be administered simultaneously, sequentially or separately.

' The invention will now be described further in relation to the following specific

embodiments.
EXAMPLES

EXAMPLE 1 - Investigation of the immuno-modulating capacities of BT061 regarding T cell

proliferation.

Method
Whole-blood cultures were performed with freshly drawn peripheral blood. Briefly, using
19G needles blood from three healthy volunteers was collected into heparinised syringes. The

blood was seeded into 96-well culture plates not later than 60 min after donation.

The antibody used in the invention (BT061, lot 40588, or lot 70A0013B) was added to the
cultures before stimulation of the leukocytes at 5 different concentrations (see "Test
substances" below) The cells were allowed to interact with the antibody for 90 min at 37°C,
5% CO, in humidified atmosphere, then four different stimulants were added to separate

cultures:
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(a) anti-CD3 antibodies (R&D Systems; 50 ng/m1)

(b)  phytohaemagglutinin (PHA, Biochrom KG; 3 pa/ml) together with anti-CD28
antibodies (Becton-Dickinson; 1 pg/ml); |

(c)  lipopolysaccharide (LPS, subtype 055:B15 from Sigma Aldrich; 1 pg/ml);

(d) SE-B (Bemhard-Nocht-Institut; 25 ng/ml) together with anti-CD28 antibodies
(Becton-Dickinson; 1 pg/ml).

All whole-blood cultures were incubated for 24 hrs at 37 °C, 5% CO, (humidified
atmosphere). Then the culture supernatants were collected for the determination the cytokine
endpoints, except for PHA/antiCD28 stimulated cultures, which were incubated for 48 hrs in

order to obtain a sufficient stimulation of Th2 cells.
The results are set out in Figure 1.

Results

BTO061 displayed no significant effect on the major activities of monocytes/macrophages and

on Th1 as well as Th2 activities in whole blood cultures from healthy volunteers. There was.

a concentration-dependent effect on Treg cells (demonstrated as an increase in TGF-beta

release). .

In particular, the results confirm that there is:

e No modulation of the inflammatory cytokine IL-2 at concentrations of up to 50 pg/ml
corresponding to high dose application of up to 150mg in patients

e No induction of the inflammatory cytokine IFN-gamma at concentrations of up to
50 ug/ml corresponding to high dose application of up to‘ 150mg in patients

¢ No modulation of the Th1/Th2 cytokines at concentrations of up to 50 pg/ml
corresponding to high dose application in patients

e Only very sporadic upregulation of IL-6 by a marginal increment, the implications of
which are discussed controversial

o Increase in TGF-beta release (Treg cells)

o No significant effect on major regulatory activities of monocytes/macrophages and on

Th1 and Th2 activities.
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EXAMPLE 2 - Testing of BT061 for its influence on cultivated human PBMCs primed for an

anti-tetanus toxoid response and cytokine assay

Method

Proliferation assay

Freshly isolated PBMC were cultivated in 96 well flat bottom microtiter-plates in a volume of
200 pl/well (4 x 10° cells/well). The test-item ( Anti CD4 AK BT061) was used in the
concentrations of 20 ug/ml, 4 pg/ml and 0.8 pg/ml (additionally 40 pg/ml within the pre
test); Tetanus-Toxoid was used in concentrations of 25 ug/ml, 5 pg/ml and 1 pg/ml. For the

negative control cell culture medium was taken. All cultures were set up as triplicates.

For the ConA-stimulation a concentration of 2.5 ug/ml and a volume of 200 pl/well was
used. The PBMC was adjusted to a density of 1 x 10%ml and dispensed in a volume of 100 pl

per well.

At the end of the culture period, cell proliferation was detected by adding 0.4 uCi of
YH4-thymidine per well for sixteen hours. At the end of the culture period the cells were
detached from the surface using EDTA solution and harvested on glass fibre filters using a
scatron cell harvester. The amount of radioactivity incorporated into DNA in each well was
measured in a scintillation counter and is proportional to the number of proliferating cells,
which in turn is a function of the number of leukocytes that were stimulated to enter the
S-phase of the cell cycle. The readout parameter were counts per minute (cpm) and the

stimulation index (SI) for each concentration defined as cpmcompound / CPMblank.

Cytokine assays
All cytokines were quantified in the culture supernatants using commercial ELISA kits,
according to the respective manufacturers instructions. The reagents employed are set out in

Table 1 below:

A\
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Table 1

substance source code lot
Human IFN-y OptEIA Set BD Biosciences 555142 MF31099
Human IL-1 ELISA Set Bender BMS243/2MST n.a.
Human IL-4 OptEIA Set  BD Biosciences 555194 MF10142
Human IL-5 OptEIA Set  BD Biosciences 555202 MF31662
Human IL-6 OptEIA Set ~ BD Biosciences 555220 MF25815
Human IL-10 OptEIA Set BD Biosciences 555157 MF24968
Human TGF-B OptEIA Set BD Biosciences 559119 47704
Human TNF-a. OptEIA Set BD Biosciences 555212 MF31447

* additional material, required for the Interleukin-1 ELISA

Interleukin (IL)-1 levels in culture supernatants were determined using the human IL-1
ELISA Set A (Bender) test kit according to the manufacturers instructions. The range of the
test, predetermined by the standard delivered with the kit, was specified at 1.3 to 130 pg/ml

for undiluted samples.

IL-4, 5, 6 and 10 levels in culture supematants as well as transforming growth factor (TGF)
B1 and tumour necrosis factor (TNF) o were determined using the OptEIA (BD bio‘sciences)
test kit according to the manufacturers instructions. The range of the tests, predetermined by
the standards delivered with the kits was specified at 3.8 to 330 pg/ml for IFN-y, 6,3 to
616 pg/ml (for IL-4, 5, 10 and TNF), measuring undiluted samples and 7.6 to 660 pg/ml for
IL-6 using twofold dilutions of the samples.

Two (for monocyte cultures) or eight (for PBMC cultures) cytokine determinations by
ELISA, each from independent micro-cultures were included in the calculation of mean and
standard deviation. Titres above the upper range of the test (e.g. 616 pg/ml in the case of
TNF) were set to this value for calculation. The lower range ofl the test was subtracted from

cach mean value prior calculation.

XN



WO 2009/124815 PCT/EP2009/052811
32

Results
BT061 (also termed humanised B-F3, or simply hB-F5) is able to suppress dose-dependently
the tetanus-toxoid specific T cell proliferation; there has been no effect on the total number of

T cells. General suppression of cytokine release has been demonstrated.

Table 2 below shows the influence of the anti CD4 mAb BT061 on a tetanus-toxoid-specific

T-cell proliferation assay, measured in triplicates.

Displayed are the means and SD of the *H-Tdr-incorporation, measured in triplicates as well
as the stimulation index (SI, defined as cpmcompound / CpM 4it) for each concentration and the
level of significance in the unpaired, two sided t-test against the medium control (n.s.: not

significant; *: p< 0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001).
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Table 2
anti CD4 (BT061) Tetanus Toxoid
20 pg/ml 25 ug/ml Sug/ml 1 pg/ml nil
Mean (cpm) 5123 2426 2589 456
SD (cpm) 597 989 1069 363
Mean (SI) 11,23 5,32 5,67 1,00
.SD (SI) 10,24 6,40 6,85 1,59
t-test (compound vs. nil)
p= 0,000 0,032 0,031
ook ok * *
4 pg/ml 25 ug/ml 5ug/ml 1 ug/ml nil
Mean (cpm) 6591 5005 2957 358
SD (cpm) 468 518 1333 57
Mean (SI) 18,39 13,97 8,25 1,00
SD (S 4,21 3,65 5,02 0,32
t-test (compound vs. nil)
p= 0,000 0,000 0,028
ok *ok ok *
0,8 ug/ml 25 ug/ml 5 pg/ml 1 pg/ml nil
Mean (cpm) 8787 6748 3902 414
SD (cpm) 1886 763 218 12
Mean (SI) 21,24 16,31 9,43 1,00
SD (S 5,18 2,32 0,80 0,06
t-test (compound vs. nil)
p= 0,002 0,000 0,000
nil 25 ug/ml 5 pg/ml 1 pg/ml  nil
Mean (cpm) 13783 10244 6970 650
SD (cpm) 1826 758 1351 95
Mean (SI) 21,22 15,77 10,73 1,00
SD (Sh 5,91 3,47 3,65 0,29
t-test (compound vs. nil)
p= 0,000 0,000 0,001
Kook ok ok ok Ak ok
Viab-ctr ConA  nil
Mean (cpm) 94473 404
SD (cpm) 4200 239
Mean (SI) 233,94 1,00
SD (SI) 148,86 1,18
t-test (compound vs. nil)
p= 0,000

ok

SRt
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This table shows the influence of the anti CD4 mAb BTO061 on the production of

inflammatory cytokines LPS- stimulated monocyte cultures. Mean and SD of two individual

micro cultures are given.

IL-1 pg/ml [L-6 pg/ml TNF o pg/ml
LPS 1 LPS 1

BT061 LPS 1 pg/ml |nil pg/ml nil pg/ml nil
pg/ml mean SD |mean SD |mean SD |mean SD |mean SD |mean SD
20,0 40 14,7 10 0 253 24 121 122 1609 0,0 0,3 04
4,0 39 81 0 0 256 14,9 {135 8,9 597 12,7 0,0 0
0,8 34 148 02 03 [257 16,6 {128 59 605 57 100 0
0,0 56 22 10 0 233 16,6 |117 14,1 |600 32 10,6 0,8

The data in Tables 2-4 demonstrate the following:

» A dose dependent suppression of tetanus toxoid-induced T cell proliferation (recall

An increase in TGF-beta release

dose application of up to 60 mg in patients.

response) has been demonstrated even at high doses of BT061, showing that BT061

does not abrogate all immune responses. Doses used apply to a corresponding high

General suppression of cytokine release (dose-dependent reduction of IFN-gamma,
IL-5 and TNF-alpha, with no change in IL-1, IL-4, IL-6, IL-10) and without affecting
Th1/Th2 balance.

EXAMPLE 3 - 4 flow cytometric test for BT061 (anti CD4 mAb) induced ADCC (Antibody-
dependent, cell-mediated cytotoxicity)

HuT 78 target cells were labelled with BT061 (hB-F5) and incubated with PBMC cells as
effectors. Dead cells could be detected due to the uptake of the DNA dye propidium iodine

after an incubation time of 30 minutes. Results are shown in Table 5.
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Table 5
Concentration |Tecelac/ATG) [Negative control Specific cell death
[ug/nﬂ] (positive mean fluorescence( ADCC) [%]
control) intensity
mean
fluorescence
intensity
75 31,78 11,96 19,82
37,05 25,09 12,70 12,39
18,75 22,25 10,59 11,66
9,38 14,95 10,63 4,32
Concentration hB-F5 Negative control Specific cell death
[pg/ml] mean fluorescence( ADCC) [%]
mean intensity
fluorescence
intensity
70,85 10,96 13,41 -2,45
35,43 11,06 14,05 2,99
17,71 11,68 12,16 -0,48
8,86 10,54 10,23 0,31

The data in the table demonstrate that there was no induction of ADCC by BT061 (hB-F5)

even at high concentrations

EXAMPLE 4 — Apoptosis

In a flow cytometric test for BT06! (anti CD4 mAb) induced apoptosis, PBMCs from full

blood were incubated with BT061 or the positive control.

AT
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After an incubation time of 7 days, the detection of apoptotic cells was performed by staining
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of apoptotic cells with Annexin-V-Fluoresceine. The results are shown in Table 6.

Table 6

The data demonstrate that there was no induction of apoptosis even at high concentrations of

BTO061.

Stimulus
7 d stimulation| Positive control
experiments (ATG/Tecelac) Broel
Antibody
concentration |Increase of the ratio of apoptotic cells [%]
[ug/ml]
400 0,8 -6,9
200 13,6 -6,4
100 19,5 -0,7
50 17,3 -0,4
25 18,3 -0,5
12,50 8,2 -0,1

EXAMPLE 5 - Complement binding

In a flow cytometric test for binding of the complement factor C1qPBMCs have been isolated
and incubated with BT061 (anti CD4 mAb), followed by an incubation with 'puriﬁed

recombinant Clq.

ATG (Tecelac) served as the positive control.

Detection was performed with a FITC labelled detection antibody against Clq. Results are

shown in Table 7 below.

bﬁﬁ
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Table 7
antibody
anti CD4 mAb [Positive
concentration
BTO061 control
[ng/mi) |
Mean flourescence intensity
150 199 782
75,0 200 766
37,5 205 732
18,8 217 672
9.4 210 541
4,7 198 491
2,3 199 371
1,2 193 302

PCT/EP2009/052811

The data show that no complement binding can be seen, even at high concentrations.

EXAMPLE 6 — Safety and tolerability of escalating doses of BT061

A study was conducted to monitor the safety and tolerability of BT061 using escalating doses

of the antibody in healthy male and female volunteers between the ages of >18 to < 75 years.

Thirty volunteers received BT061 by intravenous administration in 10 dosage groups, with 3
volunteers per group. Further, 15 volunteers received BT061 by subcutaneous administration

in 5 dosage groups also with 3 volunteers per group. The administration of BT061

intravenously is illustrated Table 8 below:

2l
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TABLE 8 — Intravenous dose of BT061

Administration of BT061 |
Total dose of | Volume of Volume of Volume of
BT061 mab |BT061-12.5 mg| BT061-25 mg | BT061-50 mg
3.5pg 0.28 ul — —
20 png 1.6 ul — —
100 pg 8 ul — —
500 ug 40 ul — —
2.5mg 0.2 ml — —
5Smg 0.4 ml — —
10 mg 0.8 ml — —
20 mg — 0.8 ml —
40 mg — — 0.8 ml
60 mg 0.8 ml — 1 ml

Each dose is diluted with 0.9% sodium chloride injection up to a total volume of 20 ml. The

dose is administered as a single continuous intravenous infusion over 2 hours.
The administration of BT061 subcutaneously is illustrated in Table 9 below:

TABLE 9 ~ Subcutaneous dose of BT061

Administration o_f BT061

Total dose of | Volume of | Volume of Volume of
BT061 mab |BT061-12.5 mg| BT061-25 mg | BT061-50 mg
5mg 0.4 ml —- —
10 mg 0.8 ml — —
20 mg " — 0.8 ml —
40 mg — — 0.8 ml
60 mg — — I ml+0.2ml

Each dose is injected as a single bolus injection.
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The volunteers were assessed over a period of 3 months after the injection.

For subcutaneous application plasma samples were taken before administration and at 3, 6,

12, 24, 36, 48, 56, 72, 88, 96, 120, 144 and 168 hours after administration and on day 75.

For intravenous application, plasma samples were taken before administration and at 30

minutes, 1,2, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 72, 96, 120, 144 and 168 hours after administration.

The plasma samples were analyzed using standard ELISA methodology to establish cytokine

levels. The relevant cytokines analyzed included: IFN-y, TNF-a, IL-6 and IL-2.

The plasma samples were also analyzed using standard methods of flow cytometry to

measure the number of CD4+ lymphocytes.

Results

It was found that intravenous and subcutaneous doses up to 60 mg were generally well

tolerated.

Cytokine levels

Induction of cytokine release is a common immediate cdmplication occurring with the use of
T cell interacting therapeutic antibodies, such as ATG, OKT3, CAMPATH-1H and
humanized anti-CD3 mAbs (TRX4, Visilizumab and Teplizumab). The symptoms mainly
include moderate fever, headaches and self-limiting gastrointestinal manifestations. Side
effects correlated with cytokine induction after antibody administration require the
application of additional drugs such as the antihistamine diphenhydramine hydrochloride

and/or the anti-inflammatory agent ibuprofen.

With the use of OKT3 (muromonab-CD3), a murine CD3 specific therapeutic monoclonal
antibody, there have even been deaths reported, and severe side effects limit the clinical use

of this antibody mainly to immunosuppressed patients.
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Although humanized FcR-non-binding CD3-specific monoclonal antibodies that are presently
used in the clinic for the treatment of autoimmune disease (Teplizumab and TRX4) exhibit
reduced side effects induced by T-cell activation and/or by activation of Fc receptor
expressing cells after the first dose, as compared with FcR-binding CD3-specific antibodies
such as OKT3, some degree of T-cell activation and activation of Fc receptor expressing cells
is still observed that leads to cytokine release generally connected to cytokine dependent side

effects.

In the present study it was surprisingly found that cytokine induction observed in healthy
volunteers after intravenous or subcutaneous application of BT061 was low and transient as
compared to anti-CD3 antibodies. Cytokine induction generally increased with increasing
dosage. However, even at the highest doses of 40 to 60 mg cytokine induction is much lower

than that seen with other T cell interacting monoclonal antibodies (Figure 7A and B).

The median peak concentrations for the cytokines observed at any time point within 96 hours
after administration using the highest doses (40 mg to 60 mg of BT061) are shown in Figures

7 and 8.

The median peak concentration for each cytokine is calculated as follows: the median of the

highest cytokine concentrations observed after administration of the antibody.

Figure 7A and B show the TNFa and IL-6 release observed in healthy volunteers after
intravenous or subcutaneous administration of BT061 in comparison to those released after
administration of anti-CD3 monoclonal antibodies, Teplizumab and TRX4. The normal
values of these cytokines were taken from Straub et al., (2007, Arthr. & Rheumat.). Figure 8
shows the IL-2 and IFN-y plasma levels after administration of intravenous or subcutaneous
BT061. The median peak levels were calculated from the 40 and 60 mg dose group measured
within 4 days after antibody injection. The upper limit of normal (ULN) was calculated based
on cytokine levels measured in 39 healthy subjects, where ULN = mean value + 2 x standard

deviation.

P
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In comparison to Teplizumab and TRX4 (results taken from Herold et al., 2002, New Engl. J.
Med, and Keymeulen et al.,, 2005 New Engl. J. Med, respectively) BT061 induced only
marginal and transient cytokine release. TNF-o and IL-6 levels were slightly increased.
Figure 7 shows that the median peak values of IL-6 and TNFa cytokine levels detected in
plasma after application of BT061 (40 and 60 mg) are lower than those seen after treatment
with the CD3 specific therapeutic antibodies Teplizumab and TRX4.

Further, in contrast to the anti-CD3 mAbs, BT061 did not lead to substantially increased
levels of IFN-y and IL-2 (Figure 8) as was reported for the application of TRX4 (Keymeulen
et al. 2005).

CD4+ lymphocytes
In addition, the trial also included a study of the numbers of CD4-positive lymphocytes in

plasma samples collected.

The results of the intravenous administration are shown below in Tables 9, 10 and 11. Table
12 shows the results of the trial with subcutaneous administration. The results are shown

graphically in Figures 9 and 10.

S5



SN

PCT/EP2009/052811

WO 2009/124815

43

611 0y 1€z 60T 0'SI £9C ¥'8C 1°0L 1'62 98T 06¢ 0°6¢ 695 0°€s (%) SI9 +vAD
Jo uondNpIYy
WNWIXeJAI
689 66V €56 06€ ) 00V €LS 3he - iy €98 €8S $29 8L¢ 69% (SL Aep
0} 4 Z/) Junod
1192 wrnuwarum
06 Aep
T€01 1€L 9701 443 SH9 6S¥ SEL 991 £6¢ 8501 659 769 zIs 1281 SL &ep
L101 €9 11€1 919 vL9 (24 L09 68Y €55 1.8 6€8 878 L6S €LS 9¢ Kep
106 0LL 011 L19 00L sSSP 8GL 695 00L Y01 9.9 ¥8L T 76 v Lep
v16 065 6011 Shy ZSL £0S SLL L6V 6+9 €98 759 0v8 695 128 87 Aep
351 0€S 1971 €€S 159 0¥ S03 16¢ €€9 1.6 LE9 LOL 8LE 1%6 17 Aep
€88 £99 86€1 009 €IL (132 1LL 00V ) 198 969 $Z9 S19 91L p1 Aep
€LL 895 €L01 SLY ovL 9T 919 8vE S0S 7101 919 $69 9.8 €51 4891
Syl 81¢S £56 v6€ SoL zEp €LS LE 01S 00Z1 c€9 99, €65 £99 abbl
8L 10S 8911 88Y 0£8 1S 059 10 Ly 6 ¥09 €38 £V9 9¢L 4071
S8L 66Y 9201 06¢ 008 00¥ 369 [ % 1£S 3L6 €86 3¢3 SIL 697 496
689 LES 696 ¥8¥ 969 £0S 6vL 00% SLS 6 779 99/ 929 36L uzL
I8 vLS 8011 60S 0€L €lv 19 8¢ 1L 6111 99¢ 23] Tvs 86L usy
L0T1 9.6 WSl 289 698 12 9101 65S 9¢g 6vS1 198 8yl S€01 816 u9¢
10L 12S L10T1 6y L89 L€ 909 66¢€ LIS €401 669 69L $78 393 upz
188 699 S0S1 €99 cS6 LLY $901 S9p $501 L991 9101 6 €811 868 4zl
ZIS L8V STI1 18¢€ 508 y1¢ LT9 £5¢ 065 1601 9bL £901 0IL 76 y9
19¢ 76€ 8501 995 LLL 61¢ 161 434 W9 1211 80L 0201 9vL 8601 ue
8L 168 [\Z4! 134 6SL 329 008 ¥911 999 601 $S6 ST01 8.8 866 Is0pALY
swgy | 3mgg [ dgos | S0 00s | 81005 | 81 60F | SH00L | B 001 | o 0C sigz | gz | Sigg | sigg | ons¢
q1s0d . WANLL
ﬁwe.ﬁm .«Q ﬂomuﬁhum_ﬁ_aﬁ& mﬂcﬁ?ﬁwhﬁﬁm MS m.N 0} wi m.m hoﬁ& mh00u==~o> %ﬂ:&vﬁ ~&=ﬁw>:=um 5 spunod zao +VQU m H\Hﬁ.ﬁ




WO 2009/124815 PCT/EP2009/052811
44

TABLE 10 CD4+ cell counts in individual healthy volunteers after 2.5 mg to 20 mg
intravenous administration of BT061

TIME DOSE
2.5mg Smg Smg Smg 10 mg 10mg | 10 mg 20 mg
Predose 1080 1116 623 1160 840 835 1281 700
3h 488 313 108 111 104 143 132 63
6h 514 445 164 246 122 82 120 110
12h 699 763 346 573 297 285 366 199
24h 726 617 282 539 470 496 772 351
36h 985 1102 505 721 414 985 1417 677
48h 738 807 390 687 388 794 942 493
72h 711 736 419 700 440 830 919 504
96h 680 791 395 806 516 641 918 538
120h 649 669 438 750 543 674 1002 558
144h 662 723 407 676 448 549 942 579
168h 579 777 309 652 473 525 876 510
day 14 726 692 354 475 357 701 908 484
day 21 601 811 480 514 481 654 978 618
day 28 874 681 339 602 414 755 887 496
day 42 923 843 300 694 507 614 889 639
day 56 847 450 571 551 805 1006 420
day 75 1239 365 627 685 853 1080 537
day 90 ) 721
minimum cell
count (72 h to
day 75) 579 669 300 475 357 525 876 420
Maximum
Reduction of
CD4+ cells (%) 46.9 40.1 51.8 59.1 57.5 37.1 31.6 40.0

In particular, Figure 9 shows the CD4 cell counts (cells per ml plasma) in volunteers treated
with the single intravenous dose of BT061. The data points represent the mean values of the 3
patients in each dose group. Dotted lines indicate the upper limit of normal (ULN) and the
lower limit of normal (LLN). The ULN and the LLN (mean value + (or -) the standard
deviation) were calculated, based on cell counts from healthy volunteers, as 443 CD4 cells

per pl (lower limit of normal; LLN) and 1324 CD4 cells per ul (upper limit of normal; ULN).
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Figure 10 shows the CD4 cell counts (cells per ml plasma) in volunteers treated with the
single subcutaneous dose of BT061. As with Figure 9, the data points represent the mean
values of the 3 patients in each dose group. Dotted lines indicate the upper limit of normal

(ULN) and the lower limit of normal (LLN).

TABLE 11  CD4+ cell counts in individual healthy volunteers after 20 mg to 60 mg
intravenous administration of BT061

TIME DOSE
20 mg 20 mg 40mg | 40mg | 40mg | 60mg 60mg | 60 mg
Predose 843 1233 1152 | 789 976 900 989 2539
3h 69 186 72 137 48 63 55 71
6h 83 245 87 147 69 81 78 109
12h 214 469 262 221 212 360 276 182
24h 266 490 208 222 292 315 285 313
36h 562 1019 489 475 707 561 569
48h 359 792 460 455 703 413 500 565
72h 392 909 591 545 625 709 688 806
96h 468 755 567 545 733 717 737 774
120h 391 795 578 517 636 718 685 646
144h 347 897 548 523 760 714 732 606
168h 331 853 630 577 720 656 8§22 662
day 14 334 899 683 495 675 851 546 423
day 21 396 1077 744 487 711 627 639 867
day 28 579 1030 637 458 582 466 757 1376
day 42 346 847 439 472 619 1179 814 1607
day 56 337 947 556 557 570 686 686 1298
day 75 597 824 986 440 813 648 748 1199
day 90
minimum cell
count (72 h to
day 75) 331 755 439 440 570 466 546 423
Maximum
Reduction of
CD4+ cells (%) 60.7 38.8 61.9 442 41.6 i 482 448 83.3
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Many CD4 specific monoclonal antibodies known in the art (such as those reviewed in Strand
et al.,, 2007) achieve immuno-suppression via CD4-positive lymphocyte depletion. The
drawback of these antibodies is that treated individuals become immuno-compromised, and

are susceptible to other infections.

In contrast this study showed that BT061 induced no massive long lasting depletion of CD4-
positive cells. However, a transient decline of CD4-positive lymphocytes was observed with
a recovery to norm values in the peripheral blood within 72 h after administration of the

antibody.

At the 72 h time point after application of BT061, CD4 cell counts in four volunteers of the
intravenous dose groups showed CD4 levels that were below these norm values as follows: 1
volunteer of the 100 pg intravenous dose: 400 CD4 cells per pl; 1 volunteer of the 5 mg
group: 419 CD4 cells per pl; 1 volunteer of the 10 mg group: 440 CD4 cells per ul; and 1
volunteer of the 20 mg group: 392 CD4 cells per ul.

However, these values were only slightly below norm values. CD4 cell counts in the
remaining 26 volunteers of the intravenous dose groups were within the norm values 72 hours

after administration of BT061.

In the subcutaneous dose groups, after 72 h, only one out of 15 volunteer showed CD4 cell

counts below norm values.

In conclusion, in contrast to depleting CD4 specific mAbs, even at high doses BT061 only
induced a transient decline of CD4-positive cells followed by a general recovery. From the
transient decline and rapid general recovery to norm values it is concluded that a transient

redistribution of the CD4-positive cells has taken place, rather than depletion of these ‘cells.
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EXAMPLE 7 — Clinical trial of BT061 in patients with moderate to severe chronic psoriasis

The ability of hB-F5 BT061 to treat an autoimmune disease is being tested on 56 patients
suffering from moderate to severe chronic psoriasis. The trial comprises a single dose

escalation study to assess the safety and efficacy of hB-F5.
The conditions of the trial are as follows:

The 56 patients are divided into seven dose groups, each group comprising eight individuals.
Five dose groups (dose groups I to V) are to receive the antibody or placebo by intravenous
administration and two dose groups (dose groups VI and VII) are to receive the antibody or
placebo via subcutancous administration. Two patients in each dose group receive a placebo,
while the remaining six patients in each dose group receive a dose of BT061. In dose group I
the six patients receive 0.5 mg of intravenous BT061. In dose groups II to V the six patients
receive 2.5 mg, 5 mg, 10 mg, or 20 mg of BT061, respectively. In dose groups VI and VII
where the administration is subcutaneous, the six patients receive 12.5 mg or 25 mg of

BT061, respectively.

For intravenous adrninistrétion the antibody/placebo is to be infused in the forearm vein
according to medically accepted procedures. In the present case the total volume ié
administered as a single continuous intravenous infusion over a period of 2 hours via a
perfusor (Fresenius Pilot C, Fresenius AG, Germany). Each dose of the antibody is diluted
with a 0.9% sodium chloride injection (B. Braun Melsungen AG, Germany) up to a total

volume of 20 ml.

For subcutaneous administration the antibody is to be administered as a single subcutaneous

injection. The same procedure applies for the placebo.

The level of psoriasis exhibited by each patient is recorded using the Psoriasis Area and
Severity Index (PASI) score. As described above higher PASI scores corresponds to a higher
level of psoriasis. Patients enrolled onto the trial have a moderate to severe chronic psoriasis,

i.e. a PASI score of 10 or above.
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The patient’s PASI score is assessed before the trial to provide a “baseline” value at day 0,

and repeatedly during the trial at days 5, 7, 14, 21, 28, 42, 56 and 75.

Dose Group I

Six patients from dose group I received a single intravenous application of 0.5 mg of BT061,
while two patients from dose group I received the placebo. The dose per weight and the dose
per body surface area (BSA) for each patient are shown in Table 13. Body surface area was

calculated according to the Mosteller formula described herein.

The PASI scores for the patients in dose group I are shown in Table 13 together with the

percentage improvement in the PASI score from the baseline.

Dose Group 11
Six patients from dose group II received a single intravenous injection of 2.5mg of BT061
while two patients from dose group II received the placebo. The dose per weight and the dose

per body surface area (B SA) for each patient is shown in Table 14,

The PASI scores for the patients in dose group II are shown in Table 14 together with the

percentage improvement in the PASI score from the baseline.

Dose Group 1]
Six patients from dose group III received a single intravenous injection of 5.0 mg of BT061
while two patients from dose group IIT received the placebo. The dose per weight and the

dose per body surface area (BSA) for each patient are shown in Table 14B.

The PASI scores for the patients in dose group III are shown in Table 14B together with the

percentage improvement in the PASI score from the baseline.
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Dose Group IV

Six patients from dose group IV are receiving a single intravenous injection of 10.0 mg of
BT061 while two patients from dose group IV received the placebo. The dose per weight and
the dose per body surface area (BSA) for the patients is shown in Table 14C.

The PASI scores for the patients in dose group IV are shown in Table 14C together with the |

percentage improvement in the PASI score from the baseline.
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Further, the PASI scores against time for individual patients are shown in graph form in
Figures 11A to 11H and in Figures 12A to 12H. The graphs shown in Figures 11A to 11H
represent PASI scores for patients from dose group I, while the graphs shown in Figures 12A

to 121 represent PASI scores for patients from dose group IL.

As can be seen from the results shown in Tables 13 and 14, 75% of all the patients from dose
group I and dose group II show a clear improvement in their PASI scores, i.e. at least a 40%
improvement over the baseline value, after a single dose. It should be noted that 25% of the

patients in dose group I and dose group II received a placebo.

In fact, in both dose groups 50% of the patients showed at least 50% improvement in their
PASI scores, with one patient in dose group Il showing an 88% improvement in the PASI
score at day 56, (i.e. patient 3 in Table 14). Furthermore, the therapeutic effect is long-lasting
even at these low doses, with the improvements still being seen in many patients at the end of

the trial, 75 days after administration.

Patients in dose group III also show an improvement in their PASI score, with six out of eight
patients showing a ‘greater than 20% improvement and two of those six showing a greater
than 30% improvement after treatment. However, the improvement was not as significant as
that seen in patients from dose group I and dose group IT which received a lower dose of the
antibody. Some efficacy is also seen in the patients of dose group IV. In particular patients 1,
4, 5 and 8 in this dose group (as shown in Table 14C) show a clear improvement in their

PASI scores, although this is limited in comparison to the patients of dose groups I to II1.

The number of patients showing at least 40%, 50%, 60% and 75% improvement in PASI

score 1s shown in Table 15.

ob
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TABLE 15 — Summary of results from Dose Groups I to III

Dose group I* | Dose group II* {Dose Group III*
0.5 mg BT-061 | 2.5 mg BT-061 | 5.0 mg BT061
Improvement > | 6/8 patients 6/8 patients 1/8 patients
40%
Improvement > | 4/8 patients 4/8 patients 0/8 patients
50%
Improvement >| 1/8 patients 2/8 patients 0/8 patients
60%
Improvement > | 0/8 patients 1/8 patients 0.8 patients
75%

* per dose group: 75% of patients received BT061, 25% of patients received placebo

Figures 13 A and 13 B provide photographic evidence of the improvement in the level of
psoriasis before and after treatment. Figure 13 A shows an area of psoriasis on the skin of a
patient in dose group II prior to administration. Figure 13 B shows the same area of psoriasis
28 days after administration. The areas of improvement are marked on Figure 13 B with

black boxes.

From these results it can clearly be seen that BT061 provides effective treatment of moderate

and severe chronic psoriasis.

The results of this study, in combination with those described above in Example 6 which
show that high doses of the antibody of the invention are generally well tolerated in humans,
demonstrate the ability of the pharmaceutical compositions of the invention to provide

effective treatment of autoimmune diseases at the doses described herein.

EXAMPLE 8 - Clinical trial of BT061 in patients with rheumatoid arthritis

The ability of BT061 to treat rheumatoid arthritis is being tested on patients suffering from

this disease. The trial comprises a multiple dose study involving 96 patients, divided into 12

7



WO 2009/124815 PCT/EP2009/052811
57

groups. In each group two patients receive a placebo while 6 patients receive BT061. Patients

are dosed once a week over a period of 6 weeks.

Patients are divided into those receiving the antibody subcutaneously and those receiving the
antibody intravenously. The subcutaneous dose groups are: 1.25 mg, 6.25 mg, 12. 5 mg, 25
mg, 50lmg, 75 mg and 100 mg. The intravenous dose groups are: 0.5 mg, 2 mg, 6.25 mg,
12.5 mg and 25 mg.

In the 1.25 mg subcutaneous dose group the patients are numbered 101, 102, 103, 104, 105,
106, 107 and 108. In the 6.25 mg subcutaneous dose group the patients are numbered 201-
208. In the 12.5 mg subcutaneous dose group the patients are numbered 301-308. In the 25
mg subcutaneous dose group the patients are numbered 401-408. In the 50 mg subcutaneous
dose group the patients are numbered 501-508. In the 6.25 mg intravenous dose group the
patients are numbered 601-608.

The intravenous and subcutaneous administration procedure was the same as that described in

Example 7 for the psoriasis trial.

The level of rheumatoid arthritis is recorded weekly by assessing the ACR parameters and in
particular studying the number of tender and swollen joints and following the levels of C-
reactive protein (CRP) and the erythrocyte sedimentation rate (ESR). These parameters are
assessed before the trial to provide a “baseline” value at day 0, and repeatedly during the trial
period and thereafter at 8, 22 and 43 days after the administration period is finished (i.e.
follow up (FU) day 8, FU day 22 and FU day 43).

The Tables below provide the data obtained from the trial. Specifically Tables 16 to 21

provide the number of tender and swollen joints over the course of the trial.

2
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Table 16 — Tender and swollen joint counts from the 1.25 mg subcutaneous dose group.

Visits
En ~ ) <
0 o e = ]
=8 = 3| &) 3
TEl T 2 a2 | aB | aB
nal & : — clelaYlaovw ol Tl il Tw
g8 8 8 i loox| x| VN | Ry | G| BES| BR[| ER
g £ g ol | pelpel sl |Eni=nlE R
£28 @B |85 |48 |A5| A2 |AB|AB|RA|EA LA
101 tender 34 34 32 - - - - - - 0
swollen 10 10 18 - - - - - - 0
102 tender 25 26 22 16 16 24 24 30 28 29
swollen | 12 13 9 10 9 15 12 9 18 15
103 tender 11 12 12 9 8 7 7 30 28 3
swollen 7 8 8 6 6 6 6 9 18 2
log |tender |17 1770 |4 [ 31730 [ 17 | 9 5 5 0
swollen 8 6 0 0 0 8 2 0 0 0
105 tender 24 23 22 23 35 32 35 32 34 33
swollen | 14 14 14 17 18 18 19 19 20 20
106 tender 20 21 20 13 8 9 13 12 11 11
swollen 9 12 9 10 5 5 6 5 5 7
107 tender 14 14 11 10 16 14 14 14 11 11
swollen 8 9 8 8 5 5 5 6 6 6
108 tender 11 12 10 10 7 4 8 8 2 13
swollen 10 11 7 11 10 9 11 7 6 8

Table 17 - Tender and swollen joint counts from the 6.25 mg subcutaneous dose group.

Visits

& - ° <
g g N 51 8| 3
TEl3 2 ez a® | az
a9l & > - alwPlaY|av| 0| Tl 3o
[~ a > — 0 - [\ o o 2 n o2 & [»]) 3 [7e) B ~
22| g 2 28| 28|28 28282325222 %
ARG 2 |AB A |dz |8z |az A2 S8 |8 &E4&

201 tender 16 17 15 14 12 15 13 11 9 9

" | swollen 9 10 7 6 6 5 6 5 6 6

202 tender 14 10 10 10 8 3 8 8 9 13

swollen 10 8 6 6 4 4 4 4 4 6

203 tender 15 14 10 8 10 10 8 7 5 5

swollen 11 11 10 9 9 10 7 7 6 7

204 tender 19 22 16 0 0 10 2 10 11 0

swollen 10 10 5 0 0 4 0 0 10 4]

205 tender 21 21 0 0 14 30 10 37 - 12

swollen 9 9 0 0 14 16 6 25 - 8

206 tender 16 16 15 13 13 17 19 - - 5

swollen 10 12 12 10 14 | 11 11 - - 4

207 tender 17 28 28 11 9 15 17 14 18 22

swollen 11 12 13 7 10 11 8 10 11 10

208 tender 13 12 9 8 9 11 10 - - 12

swollen 10 10 9 9 10 10 9 - - 8
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Table 18 — Tender and swollen joint counts from the 12.5 mg subcutaneous dose group.

Visits

% ~ @ a
\n 2 o =% e~
o g _ = g 3 2
2| 2 22| g% | 2B
I I I E M EM BN E L L A s

o - ) o o
Sl E OB | x3 | rP|z3|z3lx8|28|27|3F |35
& B S @ g |aB |AaZ | A2 |aB | A% | kA | &R | &A
301 tender 18 18 16 16 16 16 16 20 14 14
’ swollen 8 8 8 8 8 8 8 6 6 6
302 tender 36 36 34 35 31 - - - - 30
swollen | 20 20 19 19 17 - - - - 18

303 tender 20 19 19 16 15 14 16 18 - 19
swollen | 10 11 12 13 13 14 13 14 - 14

304 tender 10 10 10 10 10 10 10 10 10 8
swollen 6 6 6 6 6 6 6 6 6 4

305 tender 16 16 14 14 13 13 13 12 10 10
swollen 8 8 8 8 6 6 6 6 4 4

306 tender 27 27 18 18 12 23 28 - - 29
swollen 14 14 20 11 16 13 17 - - 24

307 pender 25 23 23 17 17 17 17 15 13 11
swollen 8 8 8 8 8 8 8 6 6 4

308 tender 20 20 18 8 8 8 8 8 8 4
swollen 12 12 8 6 6 5 6 6 6 4

Table 19 - Tender and swollen joint counts from the 25 mg subcutaneous dose group.

Visits
a (o]
£ o = 5 =
0 8 —_ N 8 ] @
T3 2 S o3| az
gl & t —_ Al aTlanw| ol ¥ Tl T
£3| 2 2 ey mx | Ve | Nl | B Bl | ER
= g @ HE | g 28 28 2y 2B ===
RO 3 5 aP &2 LY L JE I I I || B
S A aglag | azg | Aad | a? | aB | wA|rAa | &A
401 tender 16 17 19 22 13 13 12 11 9 6
swollen 10 11 8 9 12 11 8 5 8 5
402 tender 23 21 10 10 10 9 8 7 6 7
swollen 8 11 5 6 6 5 4 3 3 3
403 tender 10 | 10 10 8 8 10 10 7 6 8
) swollen 8 8 8 6 5 5 5 5 5 5
404 tender 17 16 15 15 13 14 14 16
swollen 9 11 10 6 T 7 7 7
405 tender 10 10 8 8 8 8 8 10 - 10
swollen 6 6 4 4 4 4 4 - 6 - 6
406 tender 11 11 11 11 11 12 8 8 6 8
swollen 6 6 6 6 5 5 3 3 2 4
407 tender 13 20 16 18 4 2 0 4 14
swollen 7 10 6 3 0 0 0 0 8
408 tender 11 11 8 8 7 5 4 4 - 8
swollen 9 9 5 5 4 6 6 3 - 6
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Table 20 ~ Tender and swollen joint counts from the 50 mg subcutaneous dose group.

Visits
o (o]

Eo o : < :
k=g g ] 3 - 3
O = 2
&l g 2 e | a o
gl & > - Nl aY|iaw v 7 q 7 o
$8| 1 8 — o | | V| N | R EQR|ER|ER
=2l = 3 -y O T - @ o @ > @ > @ - > S - 5
SO |3 S S| FR 21 FR | R FR || e8| B¢
o= & AR | AB | aB | AaB | AaB |RB | EA | A | RA
501 tender 10 | 10 12 15 12 15 16 - - 15

swollen 10 10 10 10 10 13 13 - - 13
502 tender 14 15 11 16 12 7 8

swollen 5 9 10 10 7 4 5
503 tender 13 13 11 7 7 6 6 5 S

swollen 8 8 8 6 6 3 3 2 3
504 tender 11 12 10 8 7 11 11 13

swollen 8 8 8 6 7 7 7 8

tender 12 13 8 2 1
505 swollen 7 7 5 0 0

tender 36 48 32
506 swollen 8 8 4
507 tender

swollen
508 tender

swollen

Table 21 - Tender and swollen joint counts from the 6.25 mg intravenous dose group.

Visits

a0
q & " 3 $ :
o O ~ o 5] a
I =5 | g7 | g¥
] 2 g >:: - ~ wh | a¥ [ av ! v i T~ T o
8| g 5 2 ooy | Hx | N | N8| Bl B BR
=9| E @ 2| 28 28| a8 28] 28 |2 =nlmn
~ z = w2 WY FY | FY ) I PP T E| T B
A s | AB|AB | AaB |z |AB|AB | EA 28| £A
601 tender 23 20 24 39 33 26 31

swollen 13 15 15 25 26 20 21
602 tender 41 43 33 15 12 30 17 19 14

swollen 13 | 12 8 10 10 6 5 5 7
603 tender 26 22 | 28 22 24 24

swollen 10 4 8 4 4 6
604 tender 28 26 31 27 14 10 11 7 9

swollen 8 8 8 10 6 2 2 3 1
605 tender 34 38 38 36

swollen | 22 18 22 20

tender 12 14
606 swollen 8 9

tender 27 27
807 wollen [ 17 1 19
608 tende_r

swollen
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Figure 14 shows the percentage of patients from the dose groups receiving 1.25 mg. 6.25 mg,
12.5 mg and 25 mg subcutaneous BT061 achieving at least a 20% improvement of relevant
ACR parameters over the course of the trial, and the percentage of patients achieving at least

an ACR20 response at week 7.

In particular, it can be seen that 50% of patients in the 25 mg subcutaneous dose group (i.e. 4
out of the 8 patients where 2 of the patients are receiving a placebo) achieved at least a 20%
improvement of relevant ACR parameters at week 6. This figures increased to 5 out of the 8
patients at week 7, i.e. 5 out of the 8 patients achieved at least ACR20. One patient in this
dose group achieved a more than 50% improvement of relevant ACR parameters at weeks S

and 6 (full set of data not shown).

Positive results were also obtained by patients in other dose groups. One patients in the 6.25
mg subcutaneous dose group achieved at least a 50% improvement of relevant ACR
parameters at week 4 while another achieved at least a 70% improvement of relevant ACR

parameters at week 3 (full set of data not shown).

Figure 15 A and 15 B show results for the number of tender and swollen joints exhibited by
patients from the 25 mg subcutaneous BT061 dose group over a six week period. Several
patients exhibit a reduction in the number of tender and swollen joints over a period of the
-treatment. The results for one responder patient and one non-responder patient from this dose
group are shown in Figures 16A and 16B, respectively. The responder shows a significant

improvement in the number of tender and swollen joints and in pain levels.

A reduction in the numbers of tender and swollen joints is also seen in patients from the other
dose groups. Figures 17A, 17B, 18A and 18B show the number of tender joints in the 1.25
mg subcutaneous, 6.25 mg subcutaneous, 50 mg subcutaneous and 6.25 mg intravenous dose

groups respecﬁvely, over the course of the trial and in the weeks thereafter.

These results demonstrate the efficacy of the agent of the present invention in the treatment

of rheumatoid arthritis within the dose ranges described herein.
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CLAIMS:
1. A pharmaceutical composition for treating an autoimmune disease comprising a

pharmaceutically acceptable carrier and an agent capable of activating CD4+CD25+
regulatory T cells, wherein the composition is to be administered to a subject in a dose of the

agent from 10 mg to 200 mg.

2. A pharmaceutical composition according to claim 1 wherein the agent is to be

administered to a subject in a dose of the agent from 15 mg to 80 mg.

3. A pharmaceutical composition according to claim 2 wherein the agent is to be

administered to a subject in a dose of the agent from 20 mg to 60 mg.

4. A pharmaceutical composition for treating an autoimmune disease comprising a
pharmaceutically acceptable carrier and an agent capable of activating CD4+CD25+
regu]étory T cells, wherein the composition is to be administered to a subject in a dose of the

- agent from 5 to 60 mg/m2 body surface area of the subject.

5. A pharmaceutical composition according to claim 4 wherein the composition is to be

administered to a subject in a dose of the agent from 6 to 50 mg/m?.

6. A pharmaceutical composition according to claim 5 wherein the composition is to be

administered to a subject in a dose of the agent from § to 40 mg/m>.

7. A pharmaceutical composition for treating an autoimmune disease comprising a
pharmaceutically acceptable carrier and an agent capable of activating CD4+CD25+
regulatory T cells, wherein the composition is to be administered to a subject in a dose of the

agent from 0.1 to 2 mg/kg.

8. A pharmaceutical composition according to claim 7 wherein the composition is to be

administered to a subject in a dose of the agent from 0.15to 1.5 mg/l;g.
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9. A pharmaceutical composition according to claim 8 wherein the composition is to be

administered to a subject in a dose of the agent from 0.2 to 1 mg/kg.

10. A pharmaceutical composition according. to any preceding claim wherein the
autoimmune disease is selected from psoriasis, rheumatoid arthritis, multiple sclerosis, type-1
diabetes, inflammatory bowel diseases, Crohn's disease, autoimmune thyreoiditis,
autoimmune myasthenia gravis, systemic lupus erythematosus and transplantation-related

diseases such as graft-versus-host or general organ tolerance issues.
11. A pharmaceutical composition according to claim 10 wherein the disease is psoriasis.

12. A pharmaceutical composition according to claim 11 wherein the composition is
capable of treating psoriasis by providing at least a 40% improvement in the Psoriasis Area

and Severity Index (PASI) score of the patient.

13. A pharmaceutical composition according to claim 12 wherein the composition is
capable of treating psoriasis by providing at least a 50% improvement in the Psoriasis Area
and Severity Index (PASI) score of the patient. ' '

14. A pharmaceutical composition according to claim 10 wherein the disease is

rheumatoid arthritis.

15. A pharmaceutical composition according to any preceding claim wherein the

composition is for parenteral administration.

16. A pharmaceutical composition according to claim 15, wherein the composition is for

intramuscular administration, intravenous administration or subcutaneous administration.
17. A pharmaceutical composition according to claim 19 wherein the composition is for

intravenous administration and is provided in a dosage volume of 0.5 to 500 ml or in a form

for dilution to the dosage volume of 0.5 to 500 ml.
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18. A pharmaceutical composition according to claim 17 wherein the dosage volume is 15
to 25 ml.

19. A pharmaceutical composition according to claim 16 wherein the composition is for

subcutaneous administration and is provided in a dosage volume of 0.1 to 3 ml.

20. A pharmaceutical composition according to claim 19 wherein the dosage volume is
0.5to 1.5ml.

21. A pharmaceutical composition according to claim 16 wherein the composition is for

intramuscular administration and is provided in a dosage volume of 0.1 to 3 ml.

22. A pharmaceutfcal composition according to claim 21 wherein the dosage volume is
0.5to 1.5 ml.

23. A pharmaceutical composition according to any preceding claim which is for use as a

single dose or as part of a plurality of doses.

24. A pharmaceutical composition according to claim 21 wherein the composition is part
of a plurality of doses and each dose is to be administered daily, every two days, weekly,
every two weeks, every four weeks, every eight weeks, every twelve weeks, every twenty-

four weeks, every forty-eight weeks, every six months, or every year.

25. A pharmaceutical composition according to claim 24 wherein the autoimmune discase

is psoriasis and the dose is to be administered once every two weeks.

26. A pharmaceutical composition according to claim 24 wherein the autoimmune disease

is psoriasis and the dose is to be administered once every four weeks.

27. A pharmaceutical composition according to claim 24 wherein the autoimmune disease

is rheumatoid arthritis and the dose is to be administered once every two weeks.
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28. A pharmaceutical composition according to claim 24 wherein the autoimmune disease

is rheumatoid arthritis and the dose is to be administered once every four weeks.

29. A pharmaceutical composition comprising a pharmaceutically acceptable carrier and
an agent capable of activating CD4+CD25+ regulatory T cells, wherein the agent is present in

a concentration of from 10 to 150 mg/ml.

30. A pharmmaceutical composition according to claim 29 wherein the agent is present in a

conéentration of 15 to 75 mg/ml.

31. A pharmaceutical composition according to claim 30 wherein the agent is present in a

concentration of 20 to 60 mg/ml.

32. A pharmaceutical composition according to any one of claims 29 to 31 wherein the

volume of the composition is from 0.5 to 500 ml.

33. A pharmaceutical composition according to claim 32 wherein the volume of the

composition is from 15 to 25 ml.

34. A pharmaceutical composition according to any one of claims 29 to 31 wherein the

volume of the composition is 0.5 to 3 ml.

35. A pharmaceutical composition according to claim 34 wherein the volume of the

composition is 1 to 1.5 ml.

36. A pharmaceutical composition according to any 'preceding claim wherein within the
period of 10 min after the beginning of administration to 96 hours after completion of the
administration the level of a cytokine in the subject’s blood plasma is less than a 20 fold
increase of the level immediately prior to administration, and wherein the cytokine is selected
from IFN-y, TNF-a, IL-6 and IL-2.
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37. A pharmaceutical composition according to any one of claims 1 to 35 wherein within
the period of 10 min after the beginning of administration to 96 hours after completion of the
administration the level of a cytokine in the subject’s blood plasma is less than a 20 fold
increase of the upper limit of normal (ULN) value, wherein the cytokine is selected from
IFN-y, TNF-&, IL-6 and IL-2, and wherein the ULN value is 3.8, 2.8, 4.4, and 19.4 pg/ml

respectively.

38. A pharmaceutical composition according to any preceding claim wherein within the
period of 72 to 96 hours after administration the cell count of CD4+ lymphocytes in the
subject’s blood plasma is at least 200 cells/pl.

39. A pharmaceutical composition according to claim 38 wherein the cell count is at least
250 cells/pl.

40. A pharmaceutical composiﬁon according to claim 38 or 39 wherein the agent is

administered subcutaneously and the dose of the agent is up to 39.5 mg.

41, A pharmaceutical composition accordiﬁg to any one of claims 1 to 37 wherein the
agent is administered subcutaneously and the dose of the agent is up to 39.5 mg, and wherein
during the period from 0 to 72 hours after administration the cell count of CD4+ lymphocytes
in the subject’s blood plasma is at least 300 cells/pl. .

42. A pharmaceutical composition according to any one of claims 1 to 37 wherein during
the period from 72 hours to 30 days after administration the cell count of CD4+ lymphocytes
in the subject’s blood plasma is at least 300 cells/ul.

43, A pharmaceutical composition according to any preceding claim wherein the agent is

a humanized monoclonal antibody or fragment or derivative thereof.

44. A pharmaceutical composition according to claim 43 wherein the agent is an anti-

CD4 antibody or fragment or derivative thereof.
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45. A pharmaceutical composition according to any preceding claim wherein the agent is
a humanized anti-CD4 antibody, or fragment or derivative thereof having V domains defined
by the following polypeptide sequences:

- H chain V domain:
EEQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFSFSDCRMYWLRQAPGKGLEWIGVISVKSEN
YGANYAESVRGRFTISRDDSKNTVYLQMNSLKTEDTAVYYCSASYYRYDVGAWFA
YWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 1)

- L chain V domain:
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSTSGYSYTYWYQQKPGQPPKLLIYLASILE
SGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQHSRELPWTF GQGTKVEIK (SEQ ID
NO: 2).
or V domains comprising polypeptide sequences having at least 80% sequence identity with
SEQIDNO: 1 and SEQIDNO: 2.

46. A pharmaceutical composition according to any preceding claim wherein the agent is
a humanized anti-CD4 antibody derived from the mouse monoclonal anti-CD4 antibody B-
FS.

- 47, A method of treatment of an autoimmune disease, which method i:omprisgs
administering a pharmaceutical composition to a subject, wherein the composition comprises
an agent capable of activating CD4+CD25+ regulatory T cells, and wherein the agent is

administered to the subject in a dose as defined in any one of claims 1 to 9.

48. A method of treatment according to claim 47 wherein the autoimmune disease is as

defined in claims 10, claim 11 or claim 14.

49. A method of treatment according to claim 47 or claim 48 wherein the agent is a
humanized anti-CD4 antibody or fragment or derivative thereof derived from the mouse

monoclonal anti-CD4 antibody B-FS.
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50. A method of treatment according to claim 47 or claim 48 wherein the agent is a
humanized anti-CD4 antibody or fragment or derivative thereof having V domains defined by
the following peptide sequences:

- H chain V domain:
EEQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFSFSDCRMYWLRQAPGKGLEWIGVISVKSEN
YGANYAESVRGRFTISRDDSKNTVYLQMNSLKTEDTAVYYCSASYYRYDVGAWFA
YWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 1) ‘

- L chain V domain: :
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSTSGYSYIYWYQQKPGQPPKLLIYLASILE

SGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQHSRELPWTFGQGTKVEIK (SEQ ID

NO: 2).
or V domains comprising polypeptide sequences having at least 80% sequence identity with
SEQ ID NO: 1 and SEQ ID NO: 2. ‘

51. A pharmaceutical composition according to claim 24 wherein the autoimmune disease

is psoriasis and the dose is to be administered once every week.

52, A pharmaceutical composition according to claim 24 wherein the autoimmune disease

is theumatoid arthritis and the dose is to be administered once every week.

53. A pharmaceutical composition according to any preceding claim wherein within the
period of 3 to 6 hours after administration the cell count of CD4+ lymphocytes in the
subject’s blood plasma is below 250 cells/pl. '

54, A pharmaceutical composition according to any one of claims 1 to 53 wherein within
the period of 72 to 96 hours after administration the cell count of CD4+ lymphocytes in the
subject’s blood plasma is equal or higher than 50% of the cell count of the subject

immediately prior to administration.

55. A pharmaceutical composition according to claim 12 or claim 13 wherein the

improvement is seen at 56 days after administration of a single dose of the composition.
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56. A pharmaceutical composition according to claim 12 or ‘claim 13 wherein the

improvement is seen at 75 days after administration of a single dose of the composition.
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AGENTE PARA TRATAR ENFERMEDAD

La presente invencidn se refiere al tratamiento
de enfermedades autoinmunes. La invencién involucra un
agente tal como un anticuerpo monoclonal humanizado gque
puede administrarse a pacientes en dosis superiores a las
previamente descritas. Es particularmente efectivo para
pacientes que tienen enfermedades o caracteristicas que
requieren dosis superiores para tratamiento efectivo. La
invencién prevé una composicidn farmacéutica que comprende
el agente, tal como el anticuerpo, en concentracidén eficaz,
asi como usos y métodos de tratamiento gque emplea las
composiciones y medicamentos que comprenden el agente.

La autoinmunidad es la falla de un organismo en
reconocer sus propias partes constituyentes (hasta niveles
sub-moleculares) como '"propias", lo gque resulta en una
respuesta inmune contra sus propias células Y tejidos.
Cualquier enfermedad que resulta de esta respuesta inmune
aberrante, se denomina una enfermedad autoinmune. Las
enfermedades autoinmunes incluyen esclerosis mGltiple (MS =
multiple sclerosis), artritis reumatoide (RA = rheumatoid
arthritis), psoriasis, artritis psoriatica, colitis
ulcerosa, enfermedad de Crohn, miastenia gravis (MG =
myasthenia gravis), sindrome poliglandular autoinmune tipo
IT (APS-II), tiroiditis de Hashimoto (HT), diabetes tipo 1
(T1D), lupué sistémico eritematoso (SLE) y sindrome
autoinmune linfoproliferativo (ALS).

La enfermedad de autoinmune ocurre cuando las
células T reconocen Yy reaccionan con las moléculas
"propias", esto es, moléculas producidas por las células
del hospedero. La activacién de las células T "auto-

reactivas'" por presentacidén de autoantigenos procesados por

&
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células que presentan antigeno (APC = antigen presenting
cells) 1lleva a su expansién clonal y migracién a los
tejidos especificos, en donde inducen inflamacidén vy
destruccidn de tejido.

Normalmente, las células T son tolerantes
respecto a tejido autdélogo y solo reaccionan ante
presentacién de estructuras heterdlogas. La tolerancia
central y tolerancia ©periférica comprenden los dos
mecanismos por los cuales el sistema inmune impide que
células T auto-reactivas induzcan sus funciones nocivas.
La tolerancia central estd mediada a través de seleccidn
negativa. Este proceso involucra la eliminacidén, a través
de delecidén clonal de células T auto-reactivas, durante
desarrollo ontogénico en el timo.

La tolerancia periférica es el respaldo
disponible si la tolerancia central falla y células auto-
reactivas escapan el timo. Este mecanismo de tolerancia
ocurre en forma continua por toda la vida, manteniendo a
las células auto-reactivas comprobadas a través de
ignorancia  inmune (anergia), delecidén periférica y/o

supresidn activa.

Las células regulatorias T (Tregs = T regulatory
cells, anteriormente también designadas "células
supresoras") como parte de supresidn activa, mantienen

tolerancia periférica y regulan 1la autoinmunidad (Suri-
Payer et al., J Immunol. 157: 1799-1805 (1996); Asano et
al., J Exp. Med. 184:387-396 (1996); Bonomo et al., J.
Immunol. 154: 6602—6611 (1995); Willerfoxrd et al., Immunity
3: 521-530 (1995); Takahashi et al., Int. Immunol. 10:
1969-1980 (1998); Salomon et al., Immunity 12: 431-440

(2000); Read et al., J Exp. Med. 192: 295-302 (2000). En
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general, las células T regulatorias inhiben la activacidn
y/o funcién de células efectoras tipo auxiliar T 1 (THl) y
TH2. La desregulacién en frecuencia de células Treg o
funcionamiento puede 1llevar a enfermedades autoinmunes
debilitantes (Baecher-Allan et al., Immunol. Review 212:
203-216 (2006); Shevach, Annu. Rev. Immunol. 18: 423-449
(2000); Salomon et al., Immunity 12: 431-440 (2000);
Sakaguchi et al., Immunol. Rev. 182: 18-32 (2001)).

Varios sub-conjuntos de células T regulatorias se
han caracterizado. La familia de Tregs consiste de dos
sub-conjuntos clave: de origen natural, por ejemplo Tregs
CD4*CD25" y Tregs inducidas periféricamente Trl y Th3.
Ademéds, NKTregs y Tregs CD8' se han descrito en humanos y
roedores (Fehérvari et al., J. Clin. Investigation 114:
1209-1217 (2004)).

Células Treg derivadas de timo (CD4'CD25Treg de
origen natural) son las células regulatorias principales
involucradas en regular autoinmunidad o respuestas inmunes
patogénicas.

i) son células T CD4" y constituyen 5-10% de las
células T CD4* periféricas

ii) maduran en el timo

iii) en general se caracterizan por la expresién
combinada del receptor IL-2 (CD25), la isoforma molecular
baja de la molécula CD45, CD152 (CTLA-4), y el factor de
transcripcidn FoxP3.

El papel de Tregs se ejemplifica mejor por

experimentos que involucran reconstituciédn de ratones

desnudos inmunodeficientes con células CD4" que se agotan

de células CD25". Ratones desnudos reconstituidos con

CD4*CD25" desarrollan diversas enfermedades autoinmunes
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especificas de O6rgano, tales como gastritis, ooforitis,
orquitis y tiroiditis (Suri-Payeret al.; J. Immunol. 160:
1212-1218 (1998)).

La inclusién del sub-conjunto CD4°CD25% en
experimentos de reconstitucidn con ratones desnudos, evita
el 1inicio de estas enfermedades (Sakaguchi et al., J
Immunol. 155: 1151-1164 (1995)). El wvalor protector de
células CD4'CD25" contra autoinmunidad especifica de érgano
también se ha mostrado en varios otros modelos de
autoinmunidad (por ejemplo gastritis autoinmune,
prostatitis, ooforitis, glomerulonefritis, epidimitis vy
tiroiditis) provocado por timectomia neonatal realizada 3
dias del nacimiento (d3Tx) o enfermedad intestinal
inflamatoria provocada por reconstitucidén de ratones SCID
con CD45RBhigh, células CD47CD25° T. La administracién de
anticuerpo anti-CD25 in vivo en ratones también induce
enfermedad autoinmune localizada de 6rgano.

El descubrimiento de la importancia de 1los
reguladores de transcripcién FoxP3 en la funcidn de células
regulatorias T Cb4*CD25* de ratdbn y las observaciones
previas que pacientes con sindrome IPEX (desregulacidén
inmune, poliendocrinopatia, enteropatia, Yy herencia
vinculada con X), una enfermedad inflamatoria severa
similar a aquella vista en ratones deficientes en células
regulatorias CD4*CD25" (sindrome séurfy), tienen mutaciones

)
en FoxP3, proporcionan una correlacidén directa entre un
modelo de animal autoinmune, células T regulatorias de
ratén, y una enfermedad autoinmune humana (Sakaguchi et
al., J Immunol. 155: 1151-1164 (1995)).

El mecanismo farmacéutico de células T

regulatorias no es completamente claro. CD4*CD25" Tregs

) 1O



@

10

15

20

25

30

inhiben activacidén de células T policlonales y especifica
de antigeno. La supresién estad mediada por un mecanismo
dependiente de contacto celular que requiere activacidn de
CD4*CD25" Tregs mediante TCR pero Tregs no muestra una
respuesta proliferativa en activacién TCR o estimulo con
anticuerpos mitogénicos (anérgicos) (Shevach, Nature Rev.
Immunol 2: 389 (2002) . Una vez estimulados, son
competentes para suprimir en una forma independiente de
antigeno la respuesta de células T CD4+ T y células T CD8+
asi como inhibir la activacidén de célula B y su expansidn
clonal.

Hay datos adicionales gque indican que 1la
actividad supresora de CD4'CD25" Tregs parcialmente éambién
se Dbasa en citoquinas anti-inflamatorias como TGF-R
(Kingsley et al., J Immunol. 168: 1080 (2002); Nakamura et
al., J Exp. Med. 194: 629-644 (2001)). La significancia
funcional de secrecidn TGF- ademds estd soportada por los
hallazgos de que ratones deficientes en TGF-£ desarrollan
enfermedad autoinmune Yy que la administracidn de
anticuerpos neutralizantes a TGF-f abroga in vivo la
prevencién de autoinmunidad de actividad que induce
tolerancia de células T CD4" en algunos modelos.

Dentro del sub-conjunto de células T CD4" al

menos 2 tipos més diferentes de c¢élulas con funcién

supresora pueden existir, que se inducen después de
exposicidén a antigeno exdbgeno especifico (denominadas
"células T adaptativas o regulatorias inducibles"): células

regulatorias T Tipo 1 (Trl) y células Th3. Estos tipos de
células parecen ser distinguibles de CD4'CD25* Tregs con
base en sus perfiles de produccidén de citogquina. Sin

embargo, la relacidn entre estogs diferentes tipos no es
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clara y los modos de accidédn se superponen.

Las células Trl se inducen pof estimulo
repetitivo de TCR en la presencia de IL-10 y se muestra que
primordialmente reducen a la baja las respuestas inmunes
por la produccidén de altos niveles de IL-10 junto con
cantidades moderadas de TGF-f (Chen et al., J. Immunol.
171: 733-744 (2003)).

Las células Th3 (identificadas en un modelo de
EAE después de suministro oral de antigeno) producen altas
cantidades de TGF-f y cantidades variables de IL-4 y IL-10.
IL-4, mismo, se mostrd que un factor clave para
diferenciacidén de células Th3, en contraste con células Tril
que se diferencian <con IL-10 (Chen et al., Science
265:1237-1240 (1994)).

La supresién de 1la funcién de células T al
utilizar drogas o fArmacos inmunosupresores es una
estrategia terapéutica principal que se ha empleado
exitosamente para tratar enfermedades autoinmunes. Sin
embargo, estas drogas inducen una inmunosupresidn general
debido a su deficiente selectividad, resultando en
inhibicién no solo de la funcidén nociva del sistema inmune,
sino también de Gtiles. Como consecuencia, pueden ocurrir
varios riesgos como infeccidén, cancer y toxicidad de droga.

Agentes que.interfieren con la funcién de célula
T son soportes principales terapéuticos para diversas
enfermedades autoinmunes.

El enfoque de utilizar agentes dirigidos a 1la
activacidén de células T regulatorias para la terapia de
enfermedades autoinmunes ha sido hasta el momento probado
que es extremadamente dificil. La activacidén de Tregs por

TCR utilizando el anticuerpo anti-CD3 agonista OKT-3

20
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(Abramowicz et al, N Engl. J Med. 1992 Sep 3;327(10):736) o
mediante la molécula co-estimulatoria CD28 utilizando el
anticuerpo anti-CD28 super-agonista TGN 1412 1lleva a
completo agotamiento de la poblacién de células T
regulatorias asi como otras células T convencionales y la

induccidén sistémica y liberacidén de cantidades excesivas de

citoquinas pro-inflamatorias incluyendo IFN-y, TNF-« . IL-1

y IL-2, resultando en un sindrome relacionado a citogquina
clinicamente aparente (CRS) en humanos (Suntharalingam et
al, N Engl. J Med. 2006 Sep 7; 355(10):1018-28).

Después de las primeras dos a tres inyecciones de
5 mg del anticuerpo monoclonal OKT3, la mayoria de 1los
pacientes desarrollan un sindrome de liberacidén de
citoquina con altos niveles de factor de_necrosis de tumor-
alfa, interleucina-2, y gama-interferona que aparece dentro
de 1-2 horas en 1la circulacidn de recipientes de
transpiante de rinén. (Abramowicz et al., Transplantation.
1989 Apr; 47(4):606—8).. Esto resulta en una estrecha
ventana terapéutica gque limita la utilidad de este
anticuerpo en el tratamiento de enfermedad autoinmune.

Tratamiento con una dosis total de 5-10 mg de
TGN1412 (0.1 mg de anti-CD28 por kilogramo de peso
corporal), 1lleva a respuesta inflamatoria sistémica con
falla de mGltiples &érganos dentro de 90 minutos después de
recibir una sola dosis intravenosa de TGN 1412
(Suntharalingam et al, N Engl. J Med. 2006 Sep 7;
355(10) :1018-28).

En general se conviene gque células T CD4 juegan
una parte principal para iniciar Yy mantener la
autoinmunidad. De acuerdo con esto, se ha propuesto

utilizar mAbs contra moléculas de superficie de célulag T

22
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CDh4, y en particular anti-CD4 mAbs, como agentes
inmunosupresores. Aunque numerosos estudios clinicos
confirman el interés potencial de este enfoque, también
desarrollan varios aspectos a resolver a fin de hacer anti-
CD4 mAbs més adecuados para utilizar en la préctica clinica
rutinaria.

Varios mecanismos diferentes de accién para CD4
mAbs se han propuesto incluyendo: (1) antagonismo de
interacciones CD4-MHC II que resultan en inhibicién de
activacién de células T, (2) modulacidén de receptor CD4

como se determina por una disminucidén en expresidédn de

~superficie celular de CD4, (3) seflalizacidén parcial a

través del receptor CD4 en la ausencia de entrelazamiento
de receptor de células T, que puede suprimir activacidn de
célula T subsecuente y activar la muerte apoptésica de

célula T CD4, (4) citotoxicidad dependiente de-complemento

mediada por Fc (CDC) o citotoxicidad celular dependiente de

anticuerpo (ADCC) que lleva a agotamiento de células T CD4,
y (5) estimulo de células T regulatorias.

La citotoxicidad dependiente de complemento
mediada por Fc (CDC) o la citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpo (ADCC) que llevan a agotamiento de células T
CD4 es el mecanismo observado principal y en especial se
demuestra para anticuerpos de la sub-clase IgGl. Solo unos
cuantos anticuerpos CD4 se han atribuido a los otros
mecanismos como TRX-1, TNX-355, IDEC-151, OKTcdr4A con solo
TRX-1 que es un IgGl (Schulze-Koops et al., J Rheumatol.
25(11): 2065-76 (1998); Mason et al., J Rheumatol. 29(2):
220-9 (2002); Choy et al., Rheumatology 39(10): 1139-46
(2000) ; Herzyk et al., Infect Immun. 69(2): 1032-43 (2001);

Kon et al., Eur Respir J. 18(1): 45-52 (2001); Mourad et

|2\
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al., Transplantation 65(5): 632-41 (1998); Skov et al.,
Arch Dermatol. 139(11): 1433-9 (2003); Jabado et al., J
Immunol. 158(1): 94-103 (1997)).

Agotamiento dependiente de dosis de células T
CD4" a dosis "altas" (miltiples ciclos con dosis > 100 mg)
y secuestro transitorio (agotamiento de wvida corta) a dosis
"menores" (mGltiples ciclos con dosis >10 mg), se observa
con varios anticuerpos CD4 (Mason et al., J. Rheumatol. 29
(2): 220-229 (2002); Kon et al., Eur. Respir J. 18(1):45-52
(2001)) and HuMax-CD4 (Skov et al., Arch Dermatol. 139(11):
1433-1439 (2003), Choy et al., Rheumatology 41 (10):1142-8
(2002)). A pesar de su actividad de de dilucidn, mAbs a
CD4 falld en proporcionar el beneficio clinico y eficacia
consistente en enfermedades autoinmunes investigadas, por
ejemplo artritis reumatoide (Strand et al., Nature Reviews
6: 75-92 (2007)). Mayor agotamiento de células T CD4% en
general se considera como escenario, que puede provocar una
inmunosupresidn severa.

El anticuerpo B-F5 (IgGl murino anti-humano CD4)
se probd en diferentes enfermedades autoinmunes.

Una pequefla cantidad de pacientes con severa
psoriasis se ha tratado con el anticuerpo B-F5 murino y
algunos efectos positivos se describieron (Robinet et al.,
Eur J Dermatol 1996: 6: 141-6, y Robinet et al., J Am Acad
Dermatol 1997; 36: 582-8).

En pacientes de artritis reumatoide, los
resultados observados en una prueba controlada por placebo
con dosis diarias de B-F5 no indican una mejora
significante (Wendling et al. J Rheumatol; 25(8):1457-61,
1998).

En pacientes de esclerosis miltiple (MS), se
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observaron algunos efectos pésitivos después de 10 dias de
tratamiento en pacientes con formas de remisidn-relapso,
algunos de los cuales todavia estaré&n libres de relapso al
sexto mes posterior a terapia (Racadot et al., J Autoimmun,
6(6):771-86, 1993). Se observaron efectos similares por
Rumbach et al. (Mutt Scler; 1(4):207-12, 1996).

En enfermedad de Crohn severa, no se observd
mejora significante en pacientes que reciben B-F5 por 7
dias consecutivos (Canva-Delcambre et al., Aliment
Pharmacol Ther 10(5):721-7, 1996).

Para prevenir rechazo de aloinjerto, se reportd
que la biodisponibilidad de B-F5 no fue suficiente para
permitir su uso para profilaxis de rechazo de aioinjerto
(Dantai et al. Transplantation, 27; 62(10):1502-6, 1996).

Aparece de lo anterior que un primer aspecto a
resolver es la necesidad por utilizar altas dosis de mAb
para obtener una mejora clinica. Esto puede resultar intef
alia de la deficiente accesibilidad de los linfocitos a maAb
en los tejidos objetivo. El uso de dosis superiores puede
resultar en una accidén excesiva en linfocitos de sangre,
induciendo efectos secundarios indeseados.

Otra desventaja de 1la terapia con anticuerpos
monoclonales en humanos es gue estos anticuerpos en general
se obtienen de células de ratén, Yy provocan respuestas
anti-ratdén en los recipientes humanos. Esto no solo
resulta en una menor eficiencia del tratamiento y aln méas
de cualquier tratamiento futuro con anticuerpos
monoclonales de ratédn, sino también en un riésgo
incrementado de anafilaxis.

Esta desventaja, en principio puede evitarse por

el uso de anticuerpos humanizados, gque se obtienen por
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injerto de .las regiones de determinacidn de
complementariedad (CDRs), de un anticuerpo monoclonal de
ratédn que determina la especificidad de enlace de antigeno,
en las regiones marco (FRg) de una ' molécula de
inmunoglobulina humana. El objetivo de humanizacién es
obtener un anticuerpo recombinante que tiene las mismas
propiedades de enlace de antigeno que el anticuerpo
monoclonal de ratén del cual se derivaron las secuencias
CDR, y bastante menog inmunogénico en humanos.

En algunos casos, el sustituir  CDRs del
anticuexrpo de ratédn por las CDRs humanas en marcos humanos
es suficiente para transferir las propiedades de enlace de
antigeno (incluyendo no solo la especificidad, sino también
la afinidad por antigeno). Sin embargo, en muchos
anticuerpos, algunos residuos FR son importantes para
enlace de antigeno, debido a que hacen contacto directo del
antigeno en el complejo anticuerpo-antigeno, o debido a que
influencian la conformacidén de las CDRs y de esta manera su
desempefio de enlace de antigeno.

De esta manera, en la mayoria de los casos,
también es necesario sustituir uno o varios residuos marco
del anticuerpo de ratén por loé residuos FR
correspondientes humanos. Ya gque el nGmero de residuos
substituidos debe ser lo més pequefio posible a fin de
evitar reaccionés anti-ratdn, la cuestidn es determinar'que
residuo o residuos amino Aacidos son criticos para retener
las propiedades de enlace de antigeno. Se han propuesto
diversos métodos para pronosticar los sitios mas apropiados
para substitucidn. Aungue proporcionan principios
generales que pueden ser de cierta ayuda en las primeras

etapas de humanizacidén, el resultado final wvaria de un
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anticuerpo a otro. De esta manera, para un .anticuerpo
determinado, es muy dificil anticipar que substituciones
proporcionan el resultado deseado.

Previamente, la humanizacién de B-F5 de ratdn se
ha intentado, y el éxito se ha logrado en producir B-F5
humanizado (a continuacidén referido como hB-F5) que tiene
propiedades de enlace CD4 similares al ratén’precursor B-
F5.

De esta manera, en WO 2004/083247, el anticuerpo
humanizado BT061 (B-F5 humanizado, o simplemente hB-F5) se
ha encontrado que es 10til para tratar enfermedades
autoinmunes, tales como psoriasis y artritis reumatoide.
Esta solicitud de patente describe composiciones para la
administracidén parenteral, formuladas para permitir 1la
administracidén de una dosis desde 0.1-10 mg, de preferencia
de 1-5 mg. Regimenes de dosis previstos son 1 mg
intravenoso por dia de dosis y una dosis de 5 mg cada
segundo dia para pacientes de artritis reumatoide sobre un
periodo de 10 dias. De esta manera, la dosis mas grande
descrita es 5 mg en un tiempo y 25 mg sobre el curso de 10
dias.

El estudio también se describidé por Wijdenes et
al., en un extracto y cartel presentado en la conferencia
EULAR, junio 2005. El tratamiento de 11 pacientes que
sufren de artritis reumatoide se describidé. Los pacientes
fueron tratados con 5 infusiones intravenosas de 5 mg de
BT061 cada dia salteado con tratamiento concomitante con
150 mg de Diclophenac.

El anticuerpo descrito en este estudio no se
describe conveniente para utilizar a dosis superiores, y

todavia es conveniente encontrar tratamientos a dosis
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superiores para tratar una mayor cantidad de pacientes.

Conéiderando la técnica previa anterior, el
objetivo de la presente invencidén es tratar pacientes que
tienen enfermedad autoinmune que no responden ain en forma
satisfactoria a tratamientos existentes. En particular, un
objetivo de la presente invencidén es encontrar tratamientos
autoinmunes que pueden ser aplicados en altas dosis a
pacientes a fin de mejorar la respuesta a tratamiento para
pacientes que actualmente no responden.

De manera sorprendente, experimentos realizados
por los inventores, revelaron que el antiéuerpo IgGl BTO61
en contraste con otros CD4 mAbs, una vez ligado a CD4 de
células objetivo ni induce ADCC, ni CDC o apoptosis.

De acuerdo con esto, la presente invencidn
proéorciona composicién farmacéutica para tratar una
enfermedad autoinmune que comprende un portador
farmacéutico aceptable y un agente capaz de activar células
T regulatorias Cb4+CD25+, en donde la composicidén se va a
administrar a un sujeto en una dosis del agente de 10 mg a
200 mg.

La invencidén ademds proporciona una composicidn
farmacéutica para tratar una enfermedad autoinmune que
comprende un portador farmacéutico aceptable y un agente
capaz de activar células T regulatorias CD4+CD25+, en donde
la composicidn se va a administrar a un sujeto en un dosis
del agente de 5 a 60 mg/m?.

AGn més, la invencidén proporciona una composicidn
farﬁacéutica para tratar una enfermedad autoinmune que
combrende un portador farmacéutico aceptable y un agente
capaz de activar células T regulatorias CD4+CD25+, en donde

la composicidén se va a administrar a un sujeto en una dosis

\?/
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del agente de 1 a 500 ng/kg.

Ademés, 1la presente invencidén proporciona una
composicidn farmacéutica que comprende un portador
farmacéutico aceptable y un agente capaz de activar células
T regulatorias CD4+CD25+, en donde el agente estd presente
en una concentracién de 10 a 150 mg/ml.

En un aspecto preferido de 1la invencidén, el
agente es un anticuerpo anti-CD4 humanizado o su fragmento
o derivado.

La invencidén también proporciona el uso de un
agente como se define aqui para la fabricacién de un
medicamento para tratar enfermedad autoinmune en donde el
agente se va a administrar a un sujeto en una dosis como se

define aqui. Ademés, la invencidén proporciona un agente

como se define aqui para utilizar en el tratamiento de

enfermedad autoinmune en donde el agente se va a
administrar a un sujeto en una dosis como aqui se define.

Se apreciard de 1las dosis anteriores que los
inventores han encontrado que, de manera sorprendente, el
anticuerpo humanizado BT061 (B-F5 humanizado, o simplemente
hB-F5) did?? no modula substancialmente ni induce 1la
liberacién de citoquinas pro-inflamatorias en comparacidn
con otros anticuerpos que interact@lan con células T, por
ejemplo anticuerpos anti-CD3. Ademéas, el anticuerpo no
provoca agotamiento a largo plazo substancial de linfocitos
CD4+.

La concentracidén del agente de la invencidn no se
limita especialmente, siempre gque esté presente en una
concentracidn gue sea elevada en comparacidén con
concentraciones conocidas. Sin embargo, de preferencia, la

concentracidén del agente es desde 10 (o mayor a 10) a
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150 mg/ml, de- 15 a 150 mg/ml, de 15 a 100 mg/ml, de 15 (o

mayor que 15) a 75 mg/ml, o de 20 a 60 mg/ml. Mas
preferible, la concentracidén del agente (es
aproximadamente) cualquiera de 10 mg/ml, 12.5 mg/ml,

20 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 60 mg/ml, 70 mg/ml, 80 mg/ml,
90 mg/ml o 100 mg/ml.

El volumen de dosis aplicado a un sujeto que
utiliza la composicién no se limita eépecialmente siempre
que suministre una dosis total elevada en comparacidn con
dosis ya conocidas y por lo tanto es adecuado para tratar
individuos que pueden beneficiarse de las altas dosis tales
como, pero no limitadas a wvarios casos con una larga
historia de la enfermedad e insuficiente respuesta a las
terapias actuales. En particular, 1la concentracidén del
agente dentro de los volumenes de dosis puede variarse a
fin de proporcionar las dosis requeridas, que se describen
en esta solicitud.

El volumen de dosis variard dependiendo del
método de administracidn. Se prefiere administracidn
parenteral. Ejemplos de administracidn parenteral son
administracidén intramuscular, administracidédn intravenosa o
administracién subcuténea. Cuando la composicidn se va a
administrar por infusidén intravenosa, el volumen de dosis
puede ser de 0.1 o 0.5 ml hasta 500 ml, de preferencia
entre 15 y 25 ml, y tipicamente aproximadamente 20 ml.
Cuando la composicidén se va a administrar por inyeccidn
subcuténea o intramuscular, el volumen de dosis puede estar
entre 0.1 a 3 ml, de preferencia entre 0.5 jf 1.5 ml, y
tipicamente aproximadamente 1 ml.

' Sin embargo, en algunas modalidades, la

composicién puede proporcionarse en forma concentrada vy
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diluirse a la concentracidén requerida para los individuos
involucrados. De preferencia, en estas situaciones, la
composiciébn se proporciona en volﬁmenés relativamente
pequeflos de aproximadamente 1, 2, 3, 4 &6 5 ml. En
modalidades alternas, la compoéicién se proporciona a la
concentracién y volumen de dosis requeridos anteriormente
descritos (es decir, lista para administracidn). En una
modalidad especifica, las composiciones farmacéuticas para
administraciédn subcuténea se proporcionan en una forma
lista para administracidén, de manera tal que puedan
administrarse facilmente por personal no médico.

Como se ha mencionado previamente, no se conocia
que los agentes capaces de tratar enfermedad autoinmune
pudieran administrarse en las altas dosis que se conciben
por la presente;invencién. Mientras que dosis conocidas de
agentes capéces de tratar enfermedad autoinmune son
efectivas en algunos individuos o tipos de enfermedades, el
darse cuenta que puede tolerarse con superiores dosis ha
abierto el camino para un tratamiento més efectivo de
algunas enfermedades autoinmunes y clases de pacientes.

La invencidén serd ilustrada a manera de ejemplo
solamente, con referencia a 1las siguientes Figuras, en
donde:

La Figura 1 muestra el efecto de BT061 en la
sintesis de citoquina de cultivos de sangre entera de 3
donadores sanos. Los cultivos fueron estimulados en
experimentos separados con 4 diferentes tipos de
activadores: (CD3 = anti-CD3 antibodies) anticuerpos CD3 =
anti-CD3; LPS lipopolisacérido; PHA = fitohaemaglutinina +
anticuerpos anti-CD28; SEB=enterotoxina B de estafilococos

+ anticuerpos anti-CD28. Diferentes <citoquinas se
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determindé que miden efectos en diversas sub-poblaciones ae
leucocitos: células Treg (CD3: TGF-J, IL-10);
monocitos/macréfagos (LPS: IL-10, TNFo, IL-1B); células Th2
(PHA: IL-4, IL-5, IL-13); células Thl (SEB: IL-2, IFNY);

La Figura 2 muestra el efecto de BT061 en
cultivos de sangre entera humana (donadores con artritis
reumatoide) en sintesis de citoquina activada por
diferentes estimulantes;

La Figura 3 muestra la secuencia de nucledtidos
que codifica la regidn Vy B-F5 de ratdn (SEQ ID No: 5);

La Figura 4 muestra la secuencia de nucledbtidos
que codifica la regidn Vx B-F5 de ratdn (SEQ ID No: 6);

La Figura 5 muestra la secuencia de nucledtidos
(SEQ ID No: 3) de un fragmento del plasmido que codifica la
regidén Vy de BF-5 humanizado. La secuencia que codifica la
regién V estd sub-rayada y la secuencia de polipéptidos
correspondiente (SEQ ID No: 17) se indica abajo de 1la
secuencia de nucledtidos;

La Figura 6 muestra la secuencia de nucleétidos
(SEQ ID No: 4) de un fragmento del plasmido que codifica
las regiones Vx de BF-5 humanizado. La secuencia que
codifica la regién V estd sub-rayada y la secuencia de
polipéptidos correspondiente (SEQ ID No: 2) se indica abajo
de la secuencia de nuclebétidos;

Las Figuras 7A y 7B respectivamente muestran la
liberacién- de TFNa y IL-6 observada en una prueba clinica
con BTO061 (infusidén intravenosa sencilla o inyeccidn
subcuténea) en voluntarios sanos en comparacidén con los
niveles reportados con los anticuerpos monoclonales anti-
CD3. Niveles de dosis y tiempo para recuperacidn se

incluyen en las figuras. Resultados para TRX4 indicados en
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las Figuras como "2)" reportados por Keymeulen et al., 2005

N. Engl. J. Med. Type 1 Diabetes patients. Resultados para

Teplizumab indicados en Figuras como "3)" reportados en
Herold et al., 2002 N. Engl. J. Med. Type I Diabetes
patients. Valores normales indicados en las Figuras como

"4)" reportados en Straub et al., 2007, Athr. & Rheumat.
"¥)" representa una sola dosis, "**)" representa una dosis
acumulativa inyectada hasta que se alcanzd concentracién
pico.

La Figura 8 muestra niveles de IL-2 y IFN-y en
plasma después de administracién de una sola dosis

intravenosa o subcutdnea de BT061 en voluntarios sanos.

"ULN = limite superior de normal; LLN = limite inferior de

normal.

La Figura 9 muestra una cinética de conteos
celulares CD4 (células por ml de plasma) en voluntarios
tratados con una sola dosis intravenosa de BT061. Valores
promedio de 3 pacientes por grupo de dosis se muestran.
Lineas punteadas indican el limite superior de (ULN) normal
vy el limite inferior normal (LLN).

La Figura 10 muestra wuna cinética de conteo
celular CD4 (células por ml de plasma) en voluntarios
tratados con una sola dosis subcutdnea de BT061. Valores
promedio de 3 pacientes por grupo de dosis se muestran.
Lineas punteadas indican el limite superior de normal (ULN)
y el limite inferior de normal (LLN).

Figura 11 partes A a H proporcionan graficas que
muestran datos de las pruebas clinicas con pacientes de
psoriasis de grupo de dosis I éomo se describe en el en
Ejemplo 7, en donde los pacientes son tratados con una

inyeccidén intravenosa de 0.5 mg de BT061 o un placebo. Las
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partes de A a H de la Figura 8 proporcionan graficas de las
calificaciones PASI de pacientes 1 a 8 del grupo de dosis
I, respectivamente.

La Figura 12 partes A a H proporcionan gréaficas
que muestran datos de las pruebas clinicas con pacientes de
psoriasis del grupo de dosis ITI como se describe en el
Ejemplo 7, en donde los pacientes sbn tratados con una
inyeccién intravenosa de 2.5 mg de BT061 o un placebo. Las
partes A a H de la Figura 9 proporcionan graficas de 1las
calificaciones PASI de los pacientes 1 a 8 del grupo de
dosis 1II, respectivamente.

La Figura 13 partes A Y B proporcionan
fotografias de la prueba clinica con pacientes de psoriasis
como se describe en el Ejemplo 7. Las fotografias son del
mismo paciente que era un miembro del grupo de dosis II. La
fotografia mostrada en la parte A fue tomada antes del

tratamiento. La fotografia mostrada en la parte B se tomo

28 dias después de tratamiento.

La Figura 14 proporcionas resultados para la
prueba clinica con pacientes de artritis reumatoide como se
describe en el Ejemplo 8. La figura muestra una grafica de
barras del porcentaje de pacientes de los grupos de dosis
que reciben 1.25 mg, 6.25 mg, 12.5 mg y 25 mg de BT061
subcuténeo logrando al menos una respuesta ACR20. Seis
pacientes en cada grupo recibieron la dosis de anticuerpo
mientrés que dos pacientes recibieron un placebo.

La Figura 15A y 15B proporcionas resultados de la
prueba clinica con pacientes de artritis reumatoide, como
se describe en el Ejemplo 8. La Figura 15A muestra una
grafica de barras del ntGmero de articulaciones sensibles

para pacientes del grupo de dosis que recibe 25 mg de
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BT061 subcuténeos. La Figura 15B muestra una grafica de
barras del niGmero de articulaciones sensibles en pacientes
del mismo grupo de dosis. Seis pacientes en cada grupo
recibidé la dosis de anticuerpo mientras que dos recibieron
un placebo.

Las Figuras 16A y 16 B proporciona resultados de
la prueba clinica con pacientes de artritis reumatoide,
como se describe en el Ejemplo 8. Las Figuras muestran los
cambios de parédmetros individuales (en %) para un paciente
respondedor (Figura 16A) y un paciente no respondedor
(Figura 16B) del grupo de dosis de 25 mg subcutdneos. En
las Figuras "Pat’s GA" y "Phy's GA" se refieren a la
evaluacidén global del paciente y evaluacién global del
médico, respectivamente. El1 término "PA de dolor" se
refiere a la evaluacidén del dolor del paciente.

Las Figuras 17A y 17B proporcionan adicionales
resultados de la prueba clinica con pacientes de artritis
reumatoide, como se describe en el Ejemplo 8. Las Figuras
muestran el nimero de articulaciones sensibles en pacientes

del grupo de dosis subcuténeas de 1.25 mg (Figura 17A) vy

del grupo de dosis subcuténeas de 6.25 mg (Figura 17B).

Las Figuras 18A y 18B proporcionan adicionales
resultados de la prueba clinica con pacientes de artritis
reumatoide como se describe en el Ejemplo 8. Las Figuras
muestran el nimero de articulaciones sensibles en pacientes
del grupo de dosis subcutédneas de 50 mg (Figura 1834) y del
grupo de dosis intravenosas de 6.25 mg (Figura 18B).

La Figura 19 muestra el alineamiento de las
secuencias de polipéptidos de B-F5 VK murino (SEQ ID No:
8), FK-001 (SEQ ID Nos: 9, 10, 11 y 12), L4L (SEQ ID No:

18), vy L4M (SEQ ID No: 2) en el disefio de 1la forma

\



10

15

20

25

30

humanizada del B-F5 (es decir BTO061).

La Figura 20 muestra el alineamiento de las
secuencias de polipéptidos de B-F5 VH murino (SEQ ID No:
7), M26 (SEQ ID Nos: 13, 14, 15 y 16), H37L (SEQ ID No : 1),
y H37V (SEQ ID No: 17) en el disefio de la forma humanizada
del B-F5.

La 1invencidén ahora se describird con més
detalles.

Los agentes que son adecuados para utilizar en la
presente invencidén son aquellos que son capaces de activar
células T CD4+CD25+ regulatorias. El agente puede ser un
polipéptido, una proteina o un anticuerpo. Cuando el agente
es un anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal. De
preferencia, el anticuerpo es un anticuerpo anti-CD4
monoclonal. El anticuerpo también de preferencia puede ser
un anticuerpo IgGl y puede ser un anticuerpo IgGl sin
modificar.

En un aspecto preferido de la invencidn el agente
no provoca un aumento substancial al nivel de citoquinas
pro-inflamatorias en el plasma de sangre en el sujeto
después de administracién en comparacidén con anticuerpos
anti-CD3. En particular, los niveles de IFN- , TNF- , IL-6
y/o IL-2 después de administracidén del agente no se elevan
substancialmente en comparacidén con niveles de plasma
medidos en sujetos sanos (ver Tabla Al). Especificamente,
si el ULN para una citoquina especifica dada en la Tabla Al

se toma como X, entonces dentro de 96 horas después de

administracién del agente de la invencién puede haber menos

de un incremento de 20 veces en X. De preferencia, puede
haber mencs de un incremento de 10 wveces en X. Mas

preferiblemente, estos niveles son durante el periodo de 10
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después de completar la administracidn.

Es posible gue en pacientes autoinmunes, los
niveles de citoquina antes de administracién del agente va
son superiores a aquellos observados en sujetos sanos (ULN
dado en 1la Tabla Al) por ejemplo debido a un estado de
activacién modificado de células inmunes en comparacidén con
el estado de activacidén de las células en sujetos sanos. En
aquellos casos, la concentracién para una citoquina
especifica directamente antes de administracidén del agente

se toma como X y dentro de 96 horas después administracidn

del agente de la invencidén puede haber menos de un aumento

de 20 veces en X. De preferencia puede haber menos de un
incremento de 10 veces en X. Mas preferiblemente estos
niveles son durante el periodo de 10 minutos después del

inicio de administracidén a 96 horas después de completar la

administracidn.
Citoquina ULN (pg/mL)
I1-2 19.4
IL-6 4.4
TNF-alfa 2.8
IFN-gama 3.8

Tabla Al: Los niveles de c¢itoquina medidos en
plasma de voluntarios sanos. E1 ULN (limite superior de
normal) se calcula con base en valores promedio medidos en
39 sujetos individuales + 2 x desviacidén esténdar.

En un aspecto preferido adicional de la invencidn
el agente no provoca una disminucidén de larga duracidn
substancial en el conteo celular de linfocitos CD4+ en el

plasma sanguineo del sujeto. Especificamente, dentro del



10

15

20

25

30

periodo de 72 a 96 horas después de administracién el
conteo celular de linfocitos CD4+ en el plasma sanguineo
del sujeto puede estar sobre 250 células/ul (o al menos 250
células/ul).

De preferencia, los efectos de citoquina vy

linfocito CD4+ descritos anteriormente se ven en al menos

80% de los pacientes tratados.

Para evitar impacto negativo en el sistema
inmune, por ejemplo en la disminucién en el conteo de
células de 1linfocitos o induccién de 1liberacién de
citoguina, se conoce en la técnica el utilizar anticuerpos
(en especial anticuerpos de interaccidén de célula T) de la
subclase IgG2, IgG3 o IgG4 debido a que los anticuerpos de
la subclase IgGl exhiben superiores interacciones de
receptor Fc. También se conoce en la técnica el modificar
anticuerpos (en especial anticuerpos que interactian con
células T) por mutacidn Fc, desglicosilacién,
glicomodificacidn o glicoingenieria | para reducir
interacciones de receptor Fc.

En los experimentos aqui descritos, los presentes
inventores han encontrado que evitar anticuerpos de la
subclase IgGl y modificaciones no esn necesario para el
agente de la presente invencidén. En particular, datos
presentados en esta solicitud de patente indicén que el
agente de la presente invencidén no exhibe agotamiento de
células CD4+ substancial y de larga duracidén o induce
liberacién de citoquina substancial en comparacidén con los
anticuerpos anti-CD3.

De acuerdo con esto, en un aspecto preferido de
la invencidn, el agente es un anticuerpo IgGi no

modificado, es decir un anticuerpo que no incluye una

G
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mutacién Fc, y no ha sido sometido a desglicosilacién,
glicomodificacidén o glicoingenieria para reducir
interacciones de receptor Fc o un fragmento o derivado del
mismo.

Los anticuerpos gque son mas convenientes para
utilizar en la presente invencidén son anticuerpos anti CD4

humanizados o sus fragmentos o derivados, gue son capaces

de activar células T regulatorias CD4+CD25+. Ejemplos de .

anticuerpos que son capaces de activar células T
regulatorias CD4+CD25+ se discuten por Becker et al.,
(European Journal of Immunology (2007), Vol. 37: pages
1217-1223).

En general, el anticuerpo empleado en la
invencidén ademds comprende una regidn constante humana
(Fc). Esta regidén constante puede seleccionarse entre
dominios constantes de cualquier clase de inmunoglobulinas,
incluyendo IgM, IgG, IgD, IgA y IgE, y cualquier isotipo,
incluyendo IgGl, IgG2, IgG3 y IgG4. Regiones constantes
preferidas se eligen entre dominios constantes de IgG, en
particular IgGl.

La presente invencién también incluye cualquier
fragmento del anticuerpo que comprende sus regiones V. Esto
comprende en particular los fragmentos Fab, Fab', F(ab)',,
Fv y scFv.

En un aspecto particularmente preferido de la
presente invencidén el anticuerpo es anticuerpo anti-CD4
humanizado o su fragmento o derivado, derivado del
anticuerpo B-F5 anti-CD4 monoclonal de ratdn. Un ejemplo de
este anticuerpo es el anticuerpo BTO061.

‘ El anticuerpo BT061, sus fragmentos y derivados.

El anticuerpo humanizado BT061 (hB-F5) se deriva

|
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de B-F5 mAb de ratdn, y tiene dominios V definidos por las
siguientes secuencias de polipéptidos:

- dominio V cadena H:

- EEQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFSFSDCRMYWLRQA
PGKGLEWIGVISVKSENYGANYAESVRGRFTISRDDSKNTVYLQMNSLKTEDTAVYYCS
AS YYRYDVGAWFAYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 1)

- dominio V cadena L:

- ‘DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSTSGYSYIYWYQQ
KPGQPPKLLIYLASILESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQHSRELPWT
FG QGTKVEIK (SEQ ID NO: 2).

Derivados de este anticuerpo también son
adecuados para utilizar en la presente invencién. Derivados
incluyen aquellos con dominios V definidos por las
secuencias de polipéptidos que tienen al menos 80%, de
preferencia al menos 90%, mas preferiblemente al menos 95%
identidad de secueﬂcia con SEQ ID NO: 1 o SEQ ID No: 2.

Anticuerpos particularmente preferidos son
aquellos que comprenden las regiones de determinacidén de
complementariedad (CDRs) del B-F5 mAb de ratdn, y recibe 1la
capacidad hB-F5 para activar células regulatorias
CD4+CD25+. La ubicacidén de las CDRs dentro de los dominios
VH y VK se muestran en las Figuras 19 y 20. Estos
vanticuerpos opcionalmente pueden tener variaciones en la
secuencia de las CDRs que no afectan substancialmente la
especificidad y/o afinidad de enlace.

En general, el anticuerpo hB-F5 empleado en la
invencidén ademds comprende una regidén constante humana
(Fc). Como se indicd anteriormente, esta regidn constante
puede seleccionarse entre los dominios constantes de
cualqﬁier clase de inmunoglobulinas, incluyendo IgM, IgG,

Igbh, IgA y IgE, y cualquier isotipo, incluyendo IgGl, IgG2,

1
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IgGl3 y IgG4. Regiones constantes preferidas se eligen
entre dominios constantes de IgG, en particular IgGl.

La presente invencidédn también incluye cualquier
fragmento de un anticuerpo BT061 que comprende sus fegiones
V. Esto comprende en particular los fragmentos Fab, Fab',
F(ab)'2, Fv y scFv.

Un polinucledétido que codifica el dominio V de la
cadena H o de la cadena L de un anticuerpo BT061 puede
fusionarse con un polinuclebétido que codifica la regidn
constante de una cadena H o L humana, con el propdsito de
expresar las cadenas H y L completas obtenidas de esta

manera; una secuencia que codifica un péptido de sefial que

permite la secrecién de la proteina, también puede

agregarse.

La invencidén también utiliza casetes de expresidn
en donde‘un polinucledétido como se describe anteriormente
se enlaza a las secuencias del <control apropiadas
permitiendo la regulacidén de sus trascripcidén y traducciédn
en una célula hospedera selecta, y vectores recombinantes
que comprenden un polinucledétido o un casete de expresidn
de la invenciédn.

Estas construcciones de ADN recombinante pueden
obtenerse e introducirse en células hospederas por 1la
técnica bien conocida de ADN recombinante e ingenieria
genética.

La invencidn también utiliza una célula
hospedera, transformada por un polinucledtido de _1a
invencidn. Cé&lulas hospederas Gtiles dentro del marco de la
presente invencidén pueden ser células procaridticas o
eucaridticas. Entre células eucaridticas convenientes, se

mencionardn a manera de ejemplo, c¢élulas de plantas,
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células de levaduras tales como Saccharomyces, células de
insectos tales como Drosophila, o Spodoptera, y células de
mamifero tales como Hela, CHO, 3T3, C127, BHK, COS, etc.

La construccidén de  vectores de expresidén
empleados en la invencidén, y la transformacién de células
hospederas, puede hacerse por las técnicas esténdar de
biélogia molecular.

El anticuerpo BT061 (hB-F5) empleado en ia
invencidén, puede obtenerse al cultivar una célula hospedera
que contiene un vector de expresidén que comprende una
secuencia de &cidos nucleicos que codifica al anticuerpo,
bajo condiciones adecuadas para su expresidn, y recuperar
el anticuerpo del cultivo de célula hospedera.

Construccidén de B-F5 humanizado

Disefilo de regiones Vy y Vk.B—FS humanizadas

Secuencias de ADN que codifican las regiones Vy vy
Vx B-F5 de ratdn se muestran respectivamente en la Figura 3
y la Figura 4 y bajo identificadores de secuencia SEQ ID
NO: 5 y SEQ ID NO: 6. Vy y Vkx humanas en lasg cuales las CDRs
de ratdn se injertan, se seleccionaron al buscar bases de
datos para Vg humana mas semejante a Vg y Vx B-F5 de ratdn
original. La regidén Vy de un anticuerpo humano (M26; Nimero
de Acceso A36006) tuvo la mads alta homologia con VH de B-
F5. La regidén Vg de otro anticuerpo humano (FK-001;
NAKATANI et al., Biotechnology, 7 (1989), 805-810)) tuvo la
mads alta homologia con Vg de B-F5.

Dos tipos de Vg difieren entre ellas en que el 4°
residuo fue Leucina o Metionina se construyeron y disefiaron
como L4L y L4M. Dos tipos de Vy que difieren entre ellas en
que el 37° residuo amino &cido fue Leucina o Valina, se

construyeron y diseflaron como H37L y H37V. El alineamiento

o
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de las secuencias de polipéptidos de B-F5, FK-001, L4L, vy

L4M se muestra en la Figura 19. El alineamiento de las-

secuencias de polipéptidos de B-F5, M26, H37L, y H37V se
muéstra en la Figura 20. Los residuos FR previamente
reportados como importantes para el empagque de CDRs
(Chothia et .al., Nature 342(1989), 877; Foote et al., J.
Mol. Biol., 224(1992), 487), estdn encasillados.

Al combinar estas Vy y Vg, se diseflan 4 versiones
de regiones V.

Expresidén de B-F5 humanizado

Las etapas subsecuentes para la produccidén de B-
F5 humanizado fueron las mismas que aquellas descritas en
la patente de 1los E.U.A. Nimero 5,886,152 para B-B1l0
humanizado.

Brevemente, plasmidos de expresidén para la cadena
H (regidén humanizada Vy fusionada a la regidén constante de
una cadena humana y-1 (TAKAHASHI et al., Cell, 29 (1982),
671-679)) y la cadena L (regidn humanizada Vx fusionada a
la regidén constante de la cadena K FK-001) de B-F5
humanizado se construyeron  por separado. En estos
pléasmidos, la expresidén de B-F5 humanizado es desplazada
por el promotor/mejorador del gen de IgM monoclonal humano
FK-001. Las Figuras 5 y 6 respectivamente muestran los
fragmentos de los pléasmidos que codifican las regiones Vy y
Vx de BF-5 humanizado. Las secuencias gque codifican la
regidén V estén subrayadas y las secuencias de polipéptidos
correspondientes, se indican ' bajo la secuencia de
nucledtidos. Ambos pléasmidos y pSV2neo se introdujeron
simultédneamente en el mieloma de ratén Sp2/0 (ATCC CRL-
1581) utilizando Lipofectin™. Transfectomas que producen

IgG humano se seleccionaron por ELISA, utilizando un

Qi
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anticuerpo anti-humano IgG (cadena y) y un anticuerpo de
cadena IgK anti-humano.
Caracterizacién de las diferentes versiones de B-F5
humanizado.
Estimacién de actividad de enlace CD4.

Sobrenadantes de cultivo de transfectomas que
producen las cuatro versiones de hB-F5, se recolectaron y
concentraron. Los diferentes anticuerpos se purificaron de
sobrenadantes de cultivo por cromatografia de afinidad
utilizando proteina A Sepharose y estimaron por su
actividad de enlace CDh4 al medir, mediante ELISA
competitivo, sus actividades inhibitorias contra el enlace
de mB-F5 biotinilado a CD4 soluble revestido en placas de
microtitulacién. El tiempo de incubacidén es de 2 horas por
37°C y durante la noche por 4°C.

Las actividades de enlace relativas de hB-F5s
(actividad de enlace de mB-F5 ge toman como 100%) se

ilustran en la Tabla A siguiente:

Tabla A
Anticuexrpo Temp (°C) Actividad de
‘enlace relativo
($ de mB-F5)
H37L/L4L 4 80
37 30
H37L/L4M 4 80
37 30
H37V/L4L 4 10-20
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H37V/L4M 4 10-20

37 10

be los resultados mostrados en la Tabla A, pareée
que el 37° residuo de leucina es critico para mantener la
actividad de enlace de CD4 de hB-F5, debide a que 1la
actividad de enlace CD4 es varias veces reducida por
conversién de 3’Leu a 3val. Por el contrario; el 4° residuo
de VK se encuentra que no es tan importante para la
actividad de enlace de CD4. Como la diferencia estructural
entre *'Leu y *Val de Vy no se demuestra claramente por
modelado molecular, la superioridad de H37L a H37V en la
actividad de enlace CD4 fue inesperada.

H37L/L4L vy H37L/L4M se seleccionaron para
evaluacién.

Investigacién de las actividades biolégicas in
vitro de B-F5 humanizado.

Las actividades bioldégicas in vitro de B-F5 de
ratén y B-F5s humanizado (H37L/L4M IgGl y H37L/L4L IgG 1)
se evaluaron. B-F5s humanizados de tipo IgG2 (H37L/L4M IgG2
y H37L/LAL IgG2) también se probaron.

Las actividades biolégicas in vitro de mB-F5
cuatro tipos de hB-F5s se evaluaron utilizando células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de donadores
sanos. PBMCs se activaron por ConA (2.5 pg/ml, 3 dias) o
PPD (10 pg/ml, 4 dias) en la presencia de murino o hB-F5s,
Yy se supervisaron por sus respuestas proliferativas por
incorporacién de 3H-timidina.

Murinos y hB-F5s pudieron inhibir moderadamente
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la proliferacidén inducida por ConA, pero las actividades
variaron de anticuerpo en anticuerpo y/o de donador a
donador. También murinos y hB-F5s fueron capaces de inhibir
proliferacién de PBMC especifica de Ag inducida por PPD.

El tipo IgGl de hB-F5 inhibe 1la proliferécién

inducida por PPD mas efectivamente (tan alta como

inhibicién al 70%) que mB-F5. El tipo IgGl parece ser més

efectivo que el tipo IgG2 del cual la actividad inhibitoria
fue casi la misma que mB-F5. Para el tipo IgGl, H37L/L4M
fue méas efectivo que H37L/L4L. El tipo IgG2 de H37L/L4M y
H37L/L4L tuvo casi las mismas actividades inhibitorias. En
breve, las actividades inhibitorias de B-F5s contra
proliferacién PBMC inducida por PPD fueron como sigue:
H37L/L4M IgG1l . > H37L/L4L IgGl > H37L/L4M IgG2 =IH37L/L4L
IgG2 = mB-F5.

Considerando la eficacia de la actividad
bioldégica in vitro y el nOGmero menor de aminodcidos de
ratén, H37L/L4M IgGl se eligid para mayor evaluacidn y es
este anticuerpo gque se nombra BT061 y se emplea para
demostrar la presente invencién en los ejemplos que se
proporcionan en esta aplicacidn.

Composicidn y usos

Como se ha mencionado, la composicidn
farmacéutica y medicamentos émpleados en la presente
invencién, de preferencia son capaces de tratar una
enfermedad. autoinmune en pacientes que se benefician de
dosis superiores. Estos pacientes incluyen pero no estén
limitados a casos severos con una historia prolongada de la
enfermedad.

En un aspecto, la presente invencidn también

proporciona el uso de un anticuerpo anti-CD4 humanizado o

Y
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su fragmento o derivado, en la fabricacién de un
medicamento efectivo contra una enfermedad autoinmune, en
donde el anticuerpo humanizado es capaz de activar células
T regulatorias CD4+CD25+, vy en donde el medicamento
comprende el anticuerpo en una concentracién desde 10 a 150
mg/ml, de preferencia 15 a 75 mg/ml, mAs preferiblemente 20
a 60 mg/ml. |

La invencidén ademds proporciona el uso de un
anticuerpo anti-CD4 humanizado o su fragmento o derivado en
la fabricacién de un medicamento efectivo contra una
enfermedad autoinmune, en donde el anticuerpo humanizado es
capaz de activar células T regulatorias CD4+CD25+, y en
donde el medicamento se administra a un sujeto en una sola
dosis o wuna pluralidad de dosis en wuna cantidad del
anticuerpo desde 10 a 200 mg por dosis.

La presente invencidén también proporciona una
composicidén farmacéutica para tratar una enfermedad
autoinmune que comprende un portador farmacéutico aceptable
y un agente capaz de activar las células T regulatorias
CD4+CD25+, en donde la composicidn se va a administrar a un
sujeto en una dosis del agente de 10 mg a 100 mg, 10 mg a
80 mg, 15 mg a 80 mg, 20 mg a 75 mg, de preferencia desde
méds de 20 mg a 60 mg y més preferiblemente 25 mg a 60 mg. .

En un aspecto -de la invencidn, el sujeto va a
recibir una pluralidad de dosis. En estas situaciones, es
conveniente que la dosis sobre un periodo de 10 dias sea
mayor a 25 mg pero menor gue o igual a 200 mg, mas
preferiblemente entre 28 mg y 100 mg, y méds preferible
entre 30 mg y 100 mg. Ademds, la dosis sobre un periodo de
5 dias de preferencia es mayor que 15 mg pero menor gue O

igual a 100 mg, méas preferible entre 18 mg y 100 mg y mas
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- preferiblemente entre 20 mg y 100 mg. En este aspecto de la

invencidén, se prefiere particularmente que las dosis se
administren en forma subcuténea.

La dosis también puede calcularse en base al area
superficial del cuerpo (BSA = Body Surface Area) del
sujeto. El &rea superficial del cuerpo (BSA) puede
calcularse de acuerdo con cualquier método conocido.
Ejemplos de métodos de calculo de BSA son como sigue:
Férmula Mosteller: (BSA (m?2) = ([Altura(cm) x Peso(kg)l/
3600 )%

(Mosteller RD: Simplified Calculation of Body Surface Area.
N Engl J Med 1987 Oct 22;317(17‘) :1098)

Férmula de DuBois vy DuBois: BSA (m2) = 0.20247 x
Altura(m)0.725 x Peso(kg)0.425

(DuBois D; DuBois EF: A formula to estimate the approximate
surface area 1f height and weight be known. Arxch Int Med
1916 17:863-71.

Férmula de Haycock: BSA (m2) = 0.024265 x Altura(cm)0.3964
x Peso(kg)0.5378

(Haycock G.B., Schwartz G.J.,Wisotsky D.H. Geometric
method for measuring body surface area:. A height weight
formula wvalidated in infants, children and adults. The
Journal of Pediatrics 1978 93:1:62-66)

Férmula de Gehan y George: BSA (m2) 0.0235 x

Altura{cm)0.42246 x Peso(kg)0.51456

(Gehan EA, George SL, Estimation of human body surface area

from height and weight. Cancer Chemother Rep 1970 54:225-
35)
Férmula de Boyd: BSA (m?) = 0.0003207 x Altura(cm)0.3 x

Peso (gramos) (0.7285 - ( 0.0188 x LOG(gramos) )

De acuerdo con la invencidén, la dosis del agente

B



10

15

25

30

al sujeto es de 5 a 60 mg/m®’ de area superficial corporal
del paciente, de preferencia de 6 a 50 mg/m®, y més
preferiblemente 8 a.40 mg/m? .

Ademds, la dosgis puede calcularse con base én el
peso corporal del sujeto. De acuerdo con la invencidén, la
dosis del agente al sujeto es de 0.1 a 2 wmg/kg, de
preferencia 0.15 a 1.5 mg/kg, y mids preferiblemente 0.2 a 1
mg/kg.

En estos aspectos de la invencidn, cuando la
dosis se basa en el &area superficial del cuerpo o el peso
corporal del sujeto, se prefiere que las dosis sobre un
periodo de 10 dias estén entre 10 mg/m® y 120 mg/m?, mas
preferible entre 16 mg/m> y 120 mg/m?, o entre 0.2 mg/kg y 4
mg/kg, més preferible entre 0.4 mg/kg y 4 mg.kg. En
particular se prefiere que las dosis se administren
subcuténeamente.

La frecuencia de administracién no estd limitada
especialmente, siempre que no interfiera con la efectividad
del tratamiento. En 1la invencidén, se prefiere que 1la
pluralidad de dosis se administren en al menos una de las
siguientes bases: diaria, cada dia salteado, semanal, cada
4 semanas, cada 6 semanas, cada 12 semanas, cada 24
semanas, cada mes calendario, cada 3 meses calendario, cada
6 veces calendario, o anualmente. De esta manera, las dosis
pueden ser separadas por al menos un dia o en forma alterna
en al menos una semana, por al menos un mes, por al menos 3
meses, por al menos 6 meses o por al menos un afio (lo que
significa que las dosis se toman al menos cada dia, cada
semana, cada mes, cada 6 meses o cada afio). En una
alternativa adicional, la pluralidad de dosis se toman de

cada 1 a 31 dias o cada 1-12 meses.

\SO
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La duracién del tratamiento no esta limitada
especialmente, y en forma tipica en el tratamiento de
enfermedades autoinmunes, el tratamiento procede de forma
indefinida o hasta gue los sintomas se reducen a un nivel
manejable para el paciente. En general, la dosis se
administra al sujeto por al menos 1 mes.

{

La invencidén también proporciona un equipo para
uso como se definidé anteriormente, en donde el equipo
comprende una pluralidad de dosis de medicamento como se
definid® anteriormente para administracidén simulténea,
secuencial o separada a un sujeto.

También se proporciona un método para el
tratamiento de una enfermedad autoinmune, este método
comprende administrar una composicidén farmacéutica como se
definidé anteriormente, a un sujeto.

También se proporciona un método para tratamiento
de una enfermedad autoinmune, este método comprende
administrar un medicamento a un sujeto, en donde el
medicamento comprende un agente capaz de activar células T
regulatorias CD4+CD25+ y en donde el medicamento se
administra al sujeto en wuna cantidad como se describid
anteriormente.

Se prefiere que el agente sea un anticuerpo anti-

CD4 humanizado o su fragmento o derivado, derivado del

anticuerpo B-F5 anti-CD4 monoclonal de ratédn.

Como vya se ha mencionado, la composicidn
farmacéutica y los medicamentos empleados en la presente
invencién, de 'preferencia son capaces de tratar una
enfermedad autoinmune en pacientes que se benefician de
dosis superiores. Estos pacientes incluyen pero no estén

limitados a casos severos con una larga historia de la

\<
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enfermedad.

De preferencia, ia enfermedad autoinmune se elige
de psoriasis, artritis reumatoide, esclerosis wmaltiple,
diabetes tipo 1, enfermedades inflamatorias intestinales,

enfermedad de Crohn, tiroiditis de Hashimoto, tiroiditis

autoinmune, miastenia gravis autoinmune, lupus sistémico

eritematoso, colitis ulcerativa, dermatitis atdépica,
miocarditis y enfermedades relacionadas a transplante tales
como injerto-contra-hospedero, reacciones de hospedero-
contra-injerto, o en general aspectos de tolerancia de
Oorganos.

En un aspecto particularmente preferido de 1la
invencién, las composiciones farmacéuticas son para tratar
la enfermedad autoinmune psoriasis. En particular,v estas
composiciones farmacéuticas se van a administrar en forma
intravenosa o subcuténea en las dosis aqui especificadas.

La psoriasis es un desorden que provoca lesiones
o placas psoridsicas en la piel de quien la padece.

La Calificacién del Area de psoriasis e Indice de
Severidad (PASI = Psoriasis Area and Severity Index) se
emplea cominmente para evaluar y registrar el nivel de
psoriasis exhibido por quienes la sufren. La calificacién
PASI involucra la evaluacién de eritema (E), infiltracién
(1), v descamacién (D), y participacidén del area de
superficial corporal (A) sobre 4 regiones del cuerpo
(cabeza (h), tronco (t), extremidades superiores (u) e
inferiores (1)). La Tabla B siguiente muestra c¢édmo funciona
el sistema de calificaciédn.

TABLA B - Sistema de Calificacidén PASI

Grado - de | Valor dado Superficie |[Valor dado
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severidad involucrada
(por ' (por regidn
regién del del cuerpo)
cuerpo)
Sin 0 < 10% 1
sintomas
Ligero 1 10-29% 2
Moderado 2 30-49% 3
Marcado 3 50-69% 4
Muy 4 70-89% 5
marcado
90-100% 6

Debido a que la cabeza, las extremidades

superiores, el tronco y las extremidades inferiores

corresponden aproximadamente é 10, 20, 30, y 40% del a&rea
superficial corporal respectivamente, la calificacidén PASI
se calcula por la férmula:

PAST = OQ0.1(Ep+Ip+Dp)Ap + O0.2(Ey+Iy+Du)A, + 0.3 (E+I+De)Ar +
0.4 (E;j+I;+4D;)A;

La calificacidén PASI estd en el intervalo de 0-
72. Una calificacidn de 0 significa gque no hay psoriasis,
mientras que una calificacién de 72 representa la psoriasis
mas severa.

En una modalidad preferida de este aspecto, 1la
composicidén farmacéutica de la presente invencidén es capaz
de tratar psoriasis al proporcionar al menos 40%, de
preferencia al menos 50% de mejora en la calificacién PASI
del paciente. De preferencia, el sujeto tiene una

calificaciédn PASI de al menos 10 antes de tratamiento.

Estos efectos pueden verse al menos 56 dias después de

\&ED
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administracién, maAs preferiblemente al menos 75 dias
después de administracién. En particular, estos efectos
pueden verse en al menos 80% de los pacientes tratados.

En un aspecto adicional de la presente invencidn,
las composiciones farmacéuticas son para tratar artritis
reumatoide.

La artritis reumatoide es una enfermedad
autoinmune que  provoca inflamacién crénica de las

articulaciones y tejidos circundantes y también puede

-afectar a otros tejidos y 6rganos del cuerpo.

La mejora en artritis reumatoide exhibida por un
paciente tratado se estima en forma comin utilizando el
conjunto de parametros nicleo del Colegio Americano de
Reumatologia (ACR = American College of Rheumatology)
(Felson et al., Arthritis & Rheumatism, 1995, 38(6), 727-
735). Este sistema define un valor de ACR 20 como una
mejora del 20% en recuentos de articulaciones sensibles e
hinchadas y 20% de mejora en 3 de 5 medidas del conjunto
nlicleo ACR restante: evaluaciones globales de paciente vy
médico, dolor, incapacidad y un reactivo de fase aguda, tal
como proteina reactiva C (CRP = C-Reactive Protein).

En particular, 1las composiciones farmacéuticas
para tratar artritis reumatoide de preferencia se van a
administrar en forma intramuscular o subcutdnea en las
dosis aqui especificadas.

El presente tratamiento de artritis incluye
drogas o farmacos de primer linea para controlar dolor e
inflamacién clasificadas como drogas anti-inflamatorias no
esteroidales (NSAIDs= Non Steroidal Agti Inflammatory
Drugs), por ejemplo, aspirina, ibuprofen, naproxen, etc..

Tratamiento secundario de artritis incluye corticosteroides
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(por ejemplo prednisona Yy dexametasona) , drogas
antireumaticas de accidén 1lenta (SAARDs = Slow Acting
Antirheumatic Drugs) o drogas anti-reumédticas que modifican
la enfermedad (DMARDs = Disease Modifying Antirheumatic
Drugs) , poxr ejemplo, metotre*ato, penicilinamina,
ciciofosfamida, sales de oro, azotipoprina, leflunomida,
etc.

Corticosteroides, las versiones sintéticas de 1la
hormona cortisona del cuerpo, se emplean para inhibir el
avance de RA (por ejemplo prednisona y dexametasona).

Otro grupo de farmacos denominados modificadores
de respuesta bioldgica (BRMs = Biological Response
Modifiers) también se desarrollaron para el tratamiento de
RA incluyendo antagonistas a TNF-alfa (adalimumab,
infliximab, etanercept) que funcionan a través de enlace a

su receptor o directo a enlace a la proteina TNF-alfa.

En una modalidad de este aspecto de la invenciédn,
las composiciones se van a administrar en combinacién con
farmacos actualmente empleados para tratar artritis
reumatoide. En particular, las composiciones se van a

administrar con uno de los farmacos anteriormente

‘mencionados, de preferencia metotrexato.

Farmacos conocidos tales como metotrexato y 1la
composicién farmacéutica de la presente invencidn, pueden
administrarse en forma simulténea, secuencial o separada.

La invencidén ahora se describird adicionalmente
en relacidén a las siguientes modalidades especificas.
EJEMPLOS

EJEMPLO 1 - Investigacidén de las capacidades

 inmuno-moduladoras de BTO061 respecto a proliferacién de
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células T.

Método

Cultivos de sangre entera se realizaron con
sangre periférica recientemente extraida. Brevemente,
utilizando agujas 19G se recolectd sangre de tres
voluntarios sanos en jeringas heparinizadas. La sangre fue
sembrada en placas de cultivo de 96 pozos no mas tarde que
60 minutos después de donacidnm.

El anticuerpo empleado en 1la invencidén (BTO061,

lote 40588, o lote 70A0013B) se agregd a los cultivos antes

de estimulo de los leucocitos a 5 diferentes
concentraciones (ver a continuacidn "Sustancias de
prueba") . Se deja que las células interactien con el

anticuerpo por 90 min a 37 grados C, CO2 al 5% en atmdsfera
humidificada, después se agregaron cuatro diferentes
estimulantes a cultivos separados:

(a) anticuerpos anti-CD3 (R&D Systems; 50 ng/ml)

(b) fitohemaglutinina (PHA, Biochrom KG; 3
pa/ml) junto con anticuerpos anti-CD28 (Becton-Dickinson; 1
Og/ml) ;

(c) 1lipopolisacarido (LPS, subtipo .055:B15 de
Sigma Aldrich; 1 pg/ml);

(d) SE-B (Bernhard-Nocht-Institut; 25 ng/ml)
junto con anticuerpos anti-CD28 (Becton-Dickinson; 1
ug/ml) .

Todos los cultivos de sangre entera se incubaron

por 24 horas a 37‘ grados C, Co, al 5% (atmbésfera
humidificada) . Después, los sobrenadantes de cultivo se

recolectaron para la determinacidn de los puntos extremo de
citoquina, excepto por cultivos estimulados con

PHA/antiCD28, que se incubaron por 48 horas a fin de
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obtener un estimulo suficiente de células Th2;

Los resultados se establecen en la Figura 1.

Resultados

BT061 no exhibid efecto significante en las
actividades principales de monocitos/macréfagos y en Thi
asi como actividades Th2 en cultivos de sangre entera de
voluntarios sanos. Hubo un efecto dependiente de
concentracién en células Treg (demostrado como  un
incremento en liberacidén de TGF-beta) .

En particular, los resultados confirman que:
. No hay modulacién de la citoquina
inflamatoria IL-2 a concentraciones de hasta 50 ug/ml
correspondiente a aplicacién de altas dosis de hasta 150 mg
en pacientes
U] No hay induccidn de la citoquina
inflamatoria IFN-gamma a concentraciones de hasta 50 ug/ml
correspondientes a aplicacidn de altas dosis de hasta 150
mg en pacientes
. No hay modulacidén de las citoquinas Thl/Th2
a concentraciones de hasta 50 ug/ml correspondientes a
aplicacidén a altas dosis en pacientes
° Solo regulacidén a la alta muy esporadica de
IL-6 por un incremento marginal, las implicaciones de 1los
cuales se discuten en forma controversial
. Incremento en la liberacién de TGF-beta
(células Treg)
. Sin efecto significante en las mayores
actividades | regulatorias de monocitos/macréfagos v
actividades Thl y Th2.

EJEMPLO 2 - Prueba de BT061 por su influencia en

PBMCs humanos cultivadas cebadas para una respuesta de

(&Y
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toxoide anti-tétano y ensayo de citogquina
Método
Ensayo de proliferacién

PBMC recientemente aisladas se cultivaron en
placas de microtitulacidédn de fondo plano de 96 pozos en un
volumen de 200 nl/pozo (4 x 10° células/pozo). El item de
prueba (Anti CD4 AK BT061) se empled en las concentraciones

de 20 upg/ml, 4 ug/ml y 0.8 ng/ml (adicionalmente 40 ng/ml

dentro de la pre-prueba); Toxoide de Tétanos se emplea en
concentraciones de 25 upg/ml, 5 upg/ml y 1 ug/ml. Para
control negativo se tomdé medio de cultivo celular. Todos

los cultivos se dispusieron como triplicados.

Para el estimulo con A, se empled una
concentracién de 2.5 upug/ml y un volumen de 200 pl/pozo. La
PBMC se ajustd a una densidad de 1 x 106/ml y surtié en un
volumen de 100 nl por pozo.

Al final del periodo de cultivo, se detectd
proliferacién‘celular al agregar 0.4 pCi de 3H timidina por
pozo por dieciséis horas. Al final del periodo de cultivo,
las células se desprendieron de la superficie utilizando
solucidén EDTA y recolectaron en filtros de fibra de vidrio
utilizando un recolector de células scatron. La cantidad
de radioactividad incorporada en ADN en cada pozo se midid
en un contador de centelleo y es proporcional al nimero de
células proliferantes, que a su vez es una funcidén del
nimero de leucocitos que se estimulan para entrar a la fase
S del ciclo celular. El parametro de lectura fue recuentos
por minuto (cpm) y el iIndice de estimulo (SI = stimulation
index) por cada concentracidén definido como cpmeompouna /
CPMplank -

Ensayos de Citoguina
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Todas las citoquinas se cuantificaron en los
sobrenadantes de cultivo wutilizando equipos de ELISA
comefciales, de acuerdo con instrucciones respectivas de
los fabricantes. Los reactivos empleados se establecen en

la Tabla 1 siguiente:

Tabla 1
Sustancia Fuente cédigo Lote
Equipo IFN-Y BD 555142 MF31099

OptEIA Humano Biosciences

Equipo IL-1 Bender BMS243/2MST n.a.
ELISA Humano

Equipo IL-4 BD 555194 MF10142
OptEIA Humano Biosciences

Equipo IL-5 BD 555202 MF31662
OptEIA Humano Biosciences

Equipo IL-6 BD 555220 MF25815
OptEIA Humano Biosciences

Equipo IL-10 BD 555157 MF24968
OptEIA Humano Biosciences

Equipo  TGF-B BD 559119 47704
OptEIA Humano Biosciences

Equipo TNF-o BD 555212 MF31447

OptEIA Humano Biosciences

* material adicional, requerido para ELISA de
Interleuquina-1

Niveles de interleuquina (IL)-1 en sobrenadantes
de cultivo se determinaron utilizando el equipo de prueba
human IL-1 ELISA Set A (Bender) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El intervalo de la prueba,

predeterminado por la norma suministrada con el equipo, se

&
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especificd a 1.3 a 130 pg/ml para muestras sin diluir.

Los niveles IL-4, 5, 6 y 10 en sobrenadantes de
cultivo asi como factor de crecimiento de transformacidn
(TGF = transforming growth factor) Pl y factor de necrosis
de tumor (TNF = tumour:necrosis factor) o, se determinaron
utilizando el equipo de prueba OptEIA (BD biosciences) de
acuerdo con las instrucciones de 1los fabricantes. El
intervalo de 1las pruebas predeterminado por las normas
suministradas con los equipos se especificdé a 3.8 a
330 pg/ml para IFN-y, 6,3 a 616 pg/ml (para IL-4,. 5, 10 y
TNF), midiendo muestras sin diluir y 7.6 a 660 pg/ml para
IL-6 utilizando diluciones dobles de las muestras.

Dos determinaciones de citoquina (para cultivos
de monocito) u ocho (para cultivos PBMC) por ELISA, cada
una de micro-cultivos independientes, se incluyeron éen el
cdlculo de desviacidn esté&ndar y promedio. Titulos sobre
el intervalo superior de la prueba (por ejemplo 616 pg/ml
en el caso de TNF) se ajustaron a este valor para célculo.
El intervalo inferior de la prueba se substrajo de cada
valor promedio antes de calculo.

Resultados

BT061 (también denominado B-F5 humanizado, o
simplemente  hB-F5) es capaz de suprimir en forma
dependiente de dosis, la proliferacién de célula T

especifica de toxoide-tétanos; no ha habido efecto en el
nimero total de células T. Supresidn general de liberacién
de citoquina se ha demostrado.

La Tabla 2 siguiente muestra la influencia del
anti CD4 mAb BT061 en un ensayo de proliferacién de células
T especifico de toxoide tétanos medido en triplicado.

Se exhiben los promedios y SD de la incorporacién

el



*H-Tdr, medido en triplicado asi como el indice de estimulo
(SI, definido éomo CPMcompound  / cpm  pi1) para cada
concentracidn y el nivel de significancia en la prueba t de
dos lados no apareada contra el medio de control (n.s.: no

significante; * p< 0,05; **: p< 0,01; ***: p< 0,001).

Tabla 2

anti CD4 (BT061) |Toxoide Tétano

25 5 1
20 pg/ml - ng/ml  |[ug/ml [ug/ml [Nulo
Promedio {cpm) 5123 2426 2589 456
SD (cpm) 597 989 1069 363
Promedio (SI) 11.23 [5.32 5.67 1.00
SD (SI) | 10.24 [6.40 6.85 1.59
Prueba-t
(compuesto con-
tra nulo) p= 0.000 [0.032 [0.031

* % % * *

25 5 1
4 ng/ml ug/hl ng/ml |jug/ml [Nulo
Promedio (cpm) 6591 5005 2957 358
SD (cpm) 468 518 1333 57
Promedio (SI) 18.39 [13.97 (8.25 1.00
SD (SI) 4.21 3.65 5.02 0.32
Prueba-t
(compuesto con-
tra nulo) p= 0.000 [0.000 |0.028

* % % * k% *

25 5 1
0.8 ng/ml ng/ml jpug/ml |ljpg/ml [Nulo
Promedio (cpm) 8787 6748 3902 414

\o)
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SD (cpm) 1886 763 218 12
Promedio (SI) 21.24 |16.31 1{9.43 1.00
SD (SI) 5.18 2.32 0.80 0.06
Prueba-t
(compuesto con-
tra nulo) p= 0.002 [0.000 |0.000
25 5 1
Nulo ng/ml |jug/ml [ug/ml [Nulo
Promedio (cpm) 13783 (10244 1[6970 650
SD (cpm) 1826 758 1351 95
Promedio (SI) 21.22 |15.77 {10.73 |1.00
‘ SD (SI) 5.91 3.47 3.65 0.29
Prueba-t
(compuesto con-
tra nulo) p= 0.000 |0.000 |[0.001
* k% * %% * %
Viab-ctr ConA [Nulo
Promedio (cpm) 94473 (404
SD (cpm) 4200 239
. Promedio (SI) 233.94 |1.00
t\ SD (SI) 148.86 (1.18
Prueba-t
(compuesto con-
tra nulo) p= 0.000
* %k %
Tabla 3

Esta tabla muestra la influencia de anti CD 4 mab
BT061 en 1la produccidén de citoquina de cultivos PBMC de

5 toxoide-tétano. Promedio y SD de ocho micro cultivos



individuales se dan.

)

Tox.
BTO061 |Tet.
ug/ﬁl ng/ml |IL-1 pg/ml |IL-4 pg/ml |IL-5 pg/ml |[IL-6 pg/ml
Promedio|SD |[Promedio|SD |Promedio|SD Promedio|SD
20 25 0.0 0.0/0.0 0.0 ]26.3 10.1 (141.8 16.
4 25 0.0 0.0/0.0 0.0 1]53.0 20.4 |143.3 40.
0.8 25 0.0 0.01/0.0 0.01(83.7 41.8 |144.2 15.
0 25 0.1 0.21]0.2 0.6 |150.1 59.5|133.3 13.
25 0 0.5 0.01/0.0 0.01]0.0 0. 124 .8 16.
0 0 0.0 0.0(0.0 0.0(0.0 0. 123.7 14.
Tabla 3 (continda)
BTO61|IL-10
ng/mlpg/ml IFN y pg/ml |TGF Bl pg/ml TNF a‘pg/ml
Promedio|SD |PromediolSD |(Promedio|SD Promedio|SD
20 22.9 4.5(0.9 1.6 |35.5 46.1 2.2 3.1
4 20.9 5.313.3 3.6 [15.9 23.8 2.1 2.2
0.8 ([21.4 4.117.9 24.1(14.3 27.1 5.5 4.0
0 27.2 5.9141.0 34.8|12.4 27.6 8.5 5.5
25 8.7 2.510.0 0.0 (8.8 18.4 0.0 0.0
0 6.7 1.9/0.0 0.0 (5.4 13.1 0.0 0.0
Tabla 4

BT061 en la produccidédn de cultivos de monocitos estimulados

por LPS,

Esta tabla muestra la influencia de anti CD4 mAb

citoquinas inflamatorias.

Se dan Promedio y SD de
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dos micro cultivos individuales.

IL-1 pg/ml IL-6 pg/ml
BT061|LPS 1 ug/ml |nulo LPS 1 pg/ml [Nulo
Hug/mlPromedio|SD |Promedio|SD |Promedio|SD |Promedio|SD
20.0 |40 14.7|0 0 253 2.4 |121 12.2
4.0 |39 8.1 |0 0 256 14.9|135 8.9
0.8 |34 14.8/0.2 0.3 |257 - [16.6]128 5.9
0.0 |56 2.2 10 0 233 16.6j117 14.1
Tabla 4 (continda)
TNF o pg/ml
BT061|LPS 1 ug/ml Nulo
ng/mllPromedio|SD |PromediolSD
20.0 (609 0.0 |0.3 0.4
4.0 |[597 12.7/|0.0 0
0.8 |605 5.7 10.0 0
0.0 |600 3.2 |0.6 0.8
Los datos en 1las Tablas 2-4 demuestran 1lo
siguiente:
. Una supresidn dependiente de dosis de

proliferacién de células T inducidas por toxoide-tétanos

(respuesta de memoria) se ha demostradeo incluso a altas

dosis de BT061l, mostrando gque BT061 no abroga todas las

respuestas inmunes. Dosis empleadas aplican a una

aplicacidén de alta dosis correspondiente de hasta 60 mg en

pacientes.

. Supresidén general de liberacidn de citoquina

(reduccién dependiente de dosis de IFN-gamma, IL-5 y TNF-

alfa, sin cambio en IL-1, IL-4, IL-6, IL-10) y sin afectar

el balance Thl/Th2.

(5
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. Un aumento en liberacidén de TGF-beta
EJEMPLO 3 - Una prueba citométrica de flujo para

ADCC (citotoxicidad mediada por célula dependiente de

anticuerpo) inducida por BT061 (anti CD4 mAb)

Células diana HuT 78 se etiquetaron con BTO061

({hB-F5) e incubaron con células PBMC como efectores.

Células muertas pueden detectarse debido a la absorcidén del

colorante de ADN yoduro de propidio después de un tiempo de

incubacién de 30 minutos.

Los resultados se muestran en la

Tabla 5.
Tabla 5

Concen- [Tecelac/AT [Control Muerte
tracidén G) negative celular
[mg/ml] {(control intensidad |especifica

positivo) [(de fluo-|(ADCC) [%]

Intensidad [rescencia

de fluo-promedio

rescencia

promedio
75 31.78 11.96 19.82
37.05 25.09 12.70 12.39
18.75 22.25 10.59 11.66
9.38 14.95 10.63 4.32
Concen- hB-F5 Control Muerte
tracidn Intensidad negativo celular’
[ng/ml] [de fluo-lintensidad |especifica

rescencia |de - fluo-|(ADCC) [%]

promedio rescencia

romedio

S
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70.85 10.96 13.41 -2.45

35.43 11.06 14.05 -2.99
17.71 11.68 12.16 -0.48
8.86 10.54 10.23 0.31

Los datos en 1la tabla demuestran gque no hubo
induccién de ADCC por BT061 (hB-F5) incluso a altas
concentraciones
EJEMPLO 4 - Apoptosis

En una prueba citométrica de flujo para apoptosis
inducida por BT061 (anti CD4 mAb), PBMCs de sangre entera
se incubaron con BT061 o el control positivo.

Después de un tiempo de incubacién de 7 dias, la
deteccidn de células apoptbsicas se realizd al tefiir
células apoptdsicas con Anexina-V-Fluoresceina. Los

resultados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6
Estimulo
Experi-
mentos Control
de positivo (ATG/ BTO061
estimulo Tecelac)
7 d
Concen-
tracidén
_ Incremento de la proporcidn de
de anti-
células apoptdsicas [%]
cuerpo
[ug/ml]
400 0.8 -6.9
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200 13.6 -6.4
100 19.5 -0.7
50 17.3 -0.4
25 l18.3 -0.5
12.50 8.2 -0.1

apoptosis

EJEMPLO 5

factor de

BT061

(anti CD4 mAb),

Los datos demuestran que no hubo induccién de
incluso a altas concentraciones de BTO061.

- Enlace de complemento

En una prueba citométrica de flujo para ligar el

complemento C1gPBMCs se ha aislado e incubado con

seguido por una incubacién con Clg

recombinante purificado.

deteccidn

ATG

(Tecelac) sirvidé como el control positivo.

Se realizdé deteccidn con un anticuerpo de

etiquetado con FITC contra Clg. Resultados se

muestran en la Tabla 7 siguiente.

Tabla 7
Concentra-
anti CD4
cidédn de| Control
mAb
anticuerpo positivo
BTO61
[ng/ml]
Intensidad de
flourescencia
promedio
150 199 782
75.0 200 766
37.5 205 732
18.8 217 672
9.4 210 541
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4.7 198 491
2.3 199 371
1.2 193 302

Los datos muestran gue no puede verse enlace
complemento, incluso a altas concentraciones.
EJEMPLO 6 - Seguridad y tolerabilidad de dosis en escala de
BT061 l

Un estudio se

conduce ©para supervisar la

seguridad y tolerabilidad de BT061 wutilizando dosis

escaladas del anticuerpo en voluntarios masculinos Yy
femeninos sanos entre las edades de =218 a =< 75 afios.

Treinta voluntarios recibieron BT061 poxr
administracidén intravenosa en grupos de 10 dosis, con 3
voluntarios por grupo. Ademas, 15 voluntarios recibieron
BT061 por administracidén subcuténea en 5 grupos de dosis
también con 3 voluntarios por grupo. La administracidén de
BT061 en forma intravenosa se ilustra en la Tabla 8 a
continuacién:

TABLA 8 - Dosis intravenosa de BT061

Administracién de BT061
Dosis Volumen de Volumen |Volumen de
total de BT061- de BTO061-
BT061 mab 12.5 mg BTO061- 50 mg
25 mg

3.5 ug 0.28 nl — —

20 ng 1.6 nl - -

100 pg 8 ul - -

500 ng 40 ul — -

2.5 mg 0.2 ml — —
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5 mg 0.4 ml — -
10 mg 0.8 ml - —
20 mg .= 0.8 ml —
40 mg — — 0.8 ml
60 mg 0.8 ml - 1 ml

Cada dosis se diluye con 0.9% de inyeccidén de
cloruro de sodio al 0.9% hasta un volumen total de 20 ml.
La dosis se administra como wuna infusién intravenosa
continua sencilla durante 2 horas.

La administracién de BT061 subcutaneamente se
ilustra en la Tabla 9 siguiente:

TABLA 9 - Dosis subcutanea de BT061

Administracién de BTO061
Dosis Volumen de | Volumen |Volumen de
total de BT061- de BT061-
BT061 mab 12.5 mg BT061- 50 mg
25 mg
5 mg 0.4 ml - -
10 mg 0.8 ml - -
20 mg - 0.8 ml -
40 mg - - 0.8 ml
60 mg - - 1 ml + 0.2
ml

Cada dosis se inyecta como una inyeccidén de un
solo bolo.

Los voluntarios se estimaron sobre un periodo de
3 meses después de inyeccidn.

Para aplicacidén subcutdnea se tomaron muestras de
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plasma antes de administracidén y a 3, 6, 12, 24, 36, 48,
56, 72, 88, 96, 120, 144 vy 168 horas después de
administracién y en el dia 75.

Para aplicacién intravenosa, muestras de plasma
se tomaron antes de administracién y a 30 minutos, 1, 2, 3,
6, 12, 24, 36, 48, 72, 96, 120, 144 y 168 horas después de
administracién.

Las muestras de plasma se analizaron utilizando
metodologia ELISA estandar para .establecer niveles de
citoquina. Las citogquinas relevantes analizadas
incluyeron: IFN-y, TNF-«, IL-6 y IL-2.

Las muestras de plasma también se analizaron
utilizando métodos estédndar de citometria de flujb para
medir el namero de linfocitos CD4+.

Resultados

Se encontrd que las dosis intravenosas y
subcuténeas de hasta 60 mg en general fueron bien
toleradas.

Niveles de citoquina

Induccién de liberacién de citoguina es una
complicacién inmediata comin gque ocurre con el uso de
anticuerpos terapéuticos gque intefactﬁan con célula T,
tales como ATG, OKT3, CAMPATH-1H y anti-CD3 mAbs humanizado
(TRX4, Visilizumab Yy Teplizumab) . Los sintomas
primordialmente incluyen fiebre moderada, dolores de cabeza
y manifestaciones gastrointestinales auto-limitantes. Los
efectos laterales correlacionados con induccidén de
citoquina después de administracidén de anticuerpo requieren
la aplicacidén de farmacos adicionales tales como la
antihistamina hidrocloruro difenhidramina y/o el agente

anti-inflamatorio ibuprofen.

\ 7
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Con el uso de OKT3 (muromonab-CD3), un anticuerpo
monoclonal terapéutico especifico de CD3 murino, incluso se
han reportado muertes, y varios efectos secundarios limitan
el uso «clinico de este anticuerpo primordialmente a
pacientes inmunosuprimidos.

Aungue anticuerpos monoclonales especificos de
CD3 sin-enlace a FcR humanizados que actualmente se emplean
en la clinica para el tratamiento de enfermedad autoinmune
(Teplizumab y TRX4) exhiben reducidos efectos secundarios
inducidos por la activacién de célula T y/o por activacidn
de células que expresan receptor Fc después de la primera
dosis, en comparacién con anticuerpos especificos CD3 que
ligan FcR tales como OKT3, cierto grado de activacidn e
inactivacidén de células T de células que expresan receptor
Fc todavia se observa que lleva a liberacién de citoquina
generalmente conectada con efectos secundarios dependientes
de citoquina.

En el presente estudio, se encontrd de manera
sorprendente que la induccién de citoquina observada en
voluntarios sanos después de aplicacién intravenosa o
subcuténea de BT061 fue baja y transitoria en comparacidn
con anticuerpos anti-CD3. La induccidén de citoquina
generalmente aumenta al incrementar la dosis. Sin embargo,
incluso las més altas dosis de 40 a 60 mg la induccidn de
citoquina es mucho menor que la que se ve con otros
anticuerpos monoclonales gque interactan con célula T
(Figuras 72 y B).

Las concentraciones pico promedio para las

‘citoquinas observadas en cualgquier punto en tiempo dentro

de 96 horas después de administracidén utilizando las més

altas dosis (40 mg a 60 mg de BTO061l) se ilustran en las

)
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\
Figuras 7 y 8.

La concentracién pico promedio o mediana para
cada citoquina se calcula como sigue: la mediana de las
concentraciones de citoquina mas altas observadas después
de administracién del anticuerpo.

Las.Figuras 7A y B muestran que la liberacién de

TNFx y IL-6 observada en voluntarios sanos después de

administracidn intravenosa o subcuténea de BTO061 en

comparacidn con aquellas liberadas después de

administracidn de anticuerpos monoclonales anti-CD3,

Teplizumab y TRX4. Los valores normales de estas
citoquinas se tomaron de Straub et al., (2007, Arthr. &
Rheumat.). La Figura 8 muestra los niveles de plasma IL-2

y IFN-y después de administracidén de BT061 intravenoso y
subcutéaneo. Los niveles picos medianos o promedios se
calcularon de los grupos de dosis de 40 y 60 mg medido
dentro de 4 dias después de inyeccidén de anticuerpo. El
limite superior de lo normal (ULN) se calcula con base en
niveles de citoquina medidos en 39 sujetos sanos, en donde
ULN = valor promedio + 2 X desviacidédn estéandar.

En comparacién con Teplizumab y TRX4 (resultados
tomados de Herold et al., 2002, New Engl. J. Med, vy
Keymeulen et al., 2005 New Engl. J. Med, respectivamente),
BT061 induce solo liberacién de citoquina marginal vy
transitoria. Niveles de TNF-o0 y IL-6 se aumentaron
ligeramente. La Figura 7 muestra gque los valores pico
medianos de IL-6 y los niveles de citoquina TNFo detectados
en plasma después de aplicacidén de BT061 (40 y 60 mg) son
menores dgue agquellos vistos después de tratamiento con
anticuerpos terapéuticos especificos de CD3 Teplizumab y

TRX4 .

A
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Ademads, en contraste con los anti-CD3 mAbs, BT061
no lleva a niveles substancialmente incrementados de IFN-Y
y IL-2 (Figura 8) como se reportd para la aplicacidén de
TRX4 (Keymeulen et al. 2005).

Linfocitos CD4+

Ademés, la prueba también incluye un estudio de
los nlimeros de 1linfocitos CD4-positivos en muestras de
plasma recolectadas.

Los resultados de la administracién intravenosa
se muestran a continuacién en las Tablas 9, 10 y 11. La
Tabla 12 muestra los resultados de la prueba con
administracién subcuténea. Los resultados se ilusgtran
graficamente en las Figuras 9 y 10.

TABLA 9 Conteos celulares CD4+ en voluntarios
sanos individuales después de administracidén intravenosa de

3.5 pg a 2.5 mg de BTO061

TIEMPO DOSIS
3.5 | 3.5 | 3.5 20 20 20 100
ng ng ng ng Bng ng ng

Pre-dosis | 998 | 878 | 1025 | 955 | 1209 | 666 | 1164

3h 1098 | 746 | 1020 | 708 | 1121 | 642 452
6h 922 | 710 | 1063 | 746 | 1091 | 590 | 353
12h 898 | 1183 | 942 | 1016 | 1667 | 1055 | 465
24h 868 | 825 | 769 | 699 | 1043 | 517 399
36h 948 | 1035 | 1148 | 861 | 1549 | 836 559
48h 798 | 542 | 834 | 566 | 1119 | 711 384
72h 798 | 626 | 766 | 622 | 942 | 575 400
96h 469 | 715 | 838 | 583 | 978 | 531 475
120h 736 | 643 | 843 | 604 | 942 | 472 401
144h 663 | 593 | 766 | 635 | 1200 | 510 372

G2



168h 753 576 695 616 1012 505 348
Dia 14 716 615 625 696 867 645 400
Dia 21 941 378 707 637 971 633 391
Dia 28 821 569 840 652 863 649 497
Dia 42 922 442 784 676 1044 700 569
Dia 56 573 597 828 839 871 553 489
Dia 75 1821 512 692 659 1058 553 466
Dia 90
Recuento
celular

minimo (72
h a dia
75) 469 378 625 583 863 472 348
Reduccién
maxima de
célplas
CD4+ (%) 53.0 ] 56.9 ([ 39.0 | 39.0 | 28.6 | 29.1 70.1
Tabla 9 (continta)
TIEMPO DOSIS
100 100 500 500 500 2.5 2.5
g g ng g ng mg mg
Pre-dosgis 800 543 759 493 1240 891 7é2
3h 791 31¢° 777 566 1058 392 461
6h 627 314 805 381 1115 487 512

12h 1065 477 955 643 1505 669 881

24h 606 347 687 439 1017 521 701

36h 1016 485 869 688 1542 976 1207

48h 644 4i3 730 509 1108 574 815

72h 749 503 696 484 969 537 689

96h : 698 400 800 390 1026 499 785




120h 650 511 830 488 1168 501 782

144h 573 432 705 394 953 518 745
168h | 646 426 740 475 1073 568 773
dia 14 771 451 713 600 1398 663 883
dia 21. 805 404 651 533 1241 530 758
dia 28 775 503 | 752 445 1109 590 914
dia 42 758 455 700 617 1120 770 901
dia 56 607 441 674 616 1311 634 1017
dia 75 735 459 645 522 1026 731 1032
dia 90
Recuento
celular

minimo (72
h a dia

75) 573 400 645 390 953 499 689

Reduccidn
maxima de
t

células

CD4+ (%) 28.4 | 26.3 | 15.0 | 20.9 | 23.1 | 44.0 11.9

TABLA 10 Recuentos celulares CD4+ en voluntarios sanos
individuales después de administracién intravenosa 2.5 mg a

20 mg de BTO061

TIEMPO DOSIS

2.5 mg 5 mg 5 mg 5 mg

Pre-
dosis 1080 1116 623 1160
3h 488 313 108 111

6h 514 445 164 246




Tabla 10 (continia)

12h 699 763 346 573
24h 726 617 282 539
36h 985 1102 505 721
48h 738 807 390 687
72h 711 736 4l§ 700
96h 680 791 395 806
120h 649 669 438 750
144h 662 723 407 676
168h 579 777 309 652
Dia 14 726 692 354 475
Dia 21 601 811 480 514
Dia 28 874 681 338 602
Dia 42 923 843 300 694
Dia 56 847 450 571
Dia 75 1239 365 627
Dia 90 721
Recuento
celular
minimo (72
h a dia
75) 579 669 300 475
Reducéién
maxima de
células
CD4+ (%) 46.9 40.1 51.8 59.1
TIEMPO DOSIS
10 mg 10 mg | 10 mg | 20 mg
Pre- 840 835 1281 700




Dosgis
3h 104 143 132 63
6h 122 82 120 110
12h 297 285 366 199
24h 470 496 772 351
36h 414 985 1417 677
48h 388 794 942 493
72h 440 830 919 504.
96h 516 641 918 538
120h 543 674 1002 558
144h 448 549 942 579
168h 473 525 876 510
Dia 14 357 701 908 484
Dia 21 481 654 978 618
Dia 28 414 755 887 496
Dia 42 507 614 889 639
Dia 56 551 805 1006 420
Dia 75 685 853 1080 537
Dia 90
Recuento
célular
minimo (72
h a dia
75) 357 525 876 420
Reduccidn
maxima de
células
CD4+ (%) 57.5 37.1 31.6 40.0
En particular, 1la Figura 9 muestra

que

los
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recuentos de células CD4 (células por ml de plasma) en
voluntarios tratados con la dosis intravenosa sencilla de
BTO61. Los puntos de datos representan los valores
promedio de 3 pacientes en cada grupo de dosis. Lineas
punteadas indican el limite superior de lo normal (ULN) Y

el limite inferior de normal (LLN). ULN y LLN (valor

promedio + (o -) la desviacidn esténdar) se calcularon, con

base en recuentos celulares de voluntarios sanos, como 443

células CD4 por pl (limite inferior de normal; LLN) vy 1324
células CD4 por nl (limite superior de normal; ULN).

La Figura 10 muestra los recuentos celulares CD4
(células por ml de plasma) en voluntarios tratados con 1la
dosis subcuténea sencilla de BT061. Como con la Figura 9,
los puntos de datos representan los valores promedio de 3
pacientes en cada grupo de dosis. Lineas punteadas indican
el limite superior de lo normal (ULN) y el limite inferior
de lo normal (LLN).
TABLA 11 Recuentos celulares CD4+ en voluntarios sanos
individuales después de administracién intravenosa 20 mg a

60 mg de BT061

TIEMPO DOSIS
20 mg | 20 mg | 40 mg | 40 mg
Pre-dosis 843 1233 1152 789
3h 69 186 72 137
6h 83 245 87 147
12h 214 469 262 ‘221
24h 266 490 208 222
36h 562 1019 489 475
48h 359 792 460 455
72h 392 | 909 591 545




96h 468 755 567 545
120h 391 795 578 517
144h 347 897 548 523
168h 331 853 630 577
dia 14 334 899 683 495
dia 21 396 1077 744 487
- dia 28 579 1030 637 458
dia 42 346 847 439 472
dia 56 337 947 556 557
dia 75 597 824 986 440
dia 90
Recuento
celular
minimo (72
h a dia 75) 331 755 439 440
Reduccién
maxima de
células
CD4+ (%) 60.7 38.8 61.9 44 .2
Tabla 11 (continta)
TIEMPO DOSIS
40 mg | 60 mg | 60 mg | 60 mg
Pre-dosis 976 900 989 2539
3h 48 63 55 71
6h 69 81 78 109
12h 212 360 276 182
24h 292 315 285 313
36h 707 561 569
48h 703 413 500 565




72h 625 709 688 806
96h 733 717 737 774
120h ‘ 636 718 685 646
144h 760 714 732 606
168h 720 656 822 | 662
dia 14 675 851 | 546 423
dia 21 711 627 639 867
dia 28 582 466 757 1376
dia 42 619 1179 814 1607
dia 56 570 686 686 1298
dia 75 813 648 748 1199
dia 90
Recuento
celular
minimo (72
h a dia 75) 570 466 546 423
Reduccidn
maxima de
células
CD4+ (%) 41.6 48.2 44 .8 83.3

TABLA 12 Recuentos celulares CD4+ en voluntarios

sanog individuales después de aplicacidn subcutanea de

BT061
TIEMPO DOSIS
10 10
5mg|5mg |5 mg mg mg
Pre-
dosis 1053 | 553 663 962 697
24h 858 402 707 640 623

P



36h 1131 916 946 1232 955
48h 625 526 550 610 757
72h 814 661 580 589 709
96h 799 582 694 666 732
120h 823 566 712 653 673
144h 890 543 809 744 767
168h 894 | 450 | 437 | 686 655
dia 10 951 | 606 690 1213 724
dia 14 719 647 948 969 724
dia 21 859 552 750 655 708
dia 28 894 546 758 778 653
dia 42 854 461 1009 | 1235 805
dia 56 806 560 958 977 665
dia 75 852 592 772 1268 679
Recuento
celular
minimo
(72 h a
dia 75) 719 450 437 589 653
Reduc-
cidn
maxima
‘de
células
CD4+ (%) | 31.7 | 18.6 | 34.1| 38.8 6.3
Tabla 12 (continGa)
TIEMPO DOSIS
10 20 20 20 40 mg




mg mg mg mg
Pre-
dosis 891 863 692 621 689
24h 615 537 535 500 177
36h 1019 | 762 666 944 268
48h 537 628 599 587 354
72h 610 700 587 596 299
96h 579 643 665 589 283
120h 659 642, 528 633 323
144h 784 603 620 627 239
168h 516 620 550 581 262
dia 10 928 683 616 778 354
dia 14 859 843 642 1033 307
dia 21 685 904 605 752 293
dia 28 766 757 680 768 298
dia 42 785 775 469 634 308
dia 56 753 801 589 531 342
dia 75 906 714 688 551 340
Recuento
celular
minimo
(72 h a
dia 75) 516 603 469 531 239
Reduc-
cién
méxima
de
células
CD4+ (%) | 42.1(30.1]32.2]|14.5 65.3
Tabla 12 (continta)



TIEMPO DOSIS
40 40 60 60
mg mg mg mg 60 mg
Pre-
dosis 946 840 1114 719 1345
24h 326 | 379 | 580 | 470 | 333
36h 463 870 503 527 487
48h 586 686 739 735 551
72h 719 734 860 813 539
96h 605 653 852 743 608
120h 835 629 873 639 555
144h 626 568 801 924 591
168h 515 569 1010 843 820
dia 10 715 809 757 1123 836
dia 14 705 541 1198 | 1359 527
dia 21 1097 630 1074 901 750
dia 28 861 667 880 578
dia 42 678 709 568 1149 854
dia 56 541 948 1126 945 505
dia 75 551 | 659
Recuento
celular
minimo
(72 h a
dia 75) 515 541 568 639 505
Reduc-
cién
maxima
de 45.6 | 35.6 | 45.0 | 11.1 62.5
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Muchos anticuerpos monoclonales especificos de
CD4 conocidos en la técnica (tales como aquellos revisados
por Strand et al., 2007) lograron inmuno-supresidén mediante
agotamiento de 1infocitos positivos CD4. La desventaja de
estos anticuerpos es gque los 1individuos tratados se
volvieron inmuno-comprometidos y son susceptibles a btras
infecciones.

En contraste, este estudio mostrd que BT061 no
induce agotamiento de larga duracidn masivo de células CD4-
positivas. Sin embargo, un declive transitorio de
linfocitos CD4-positivos se observa con una recuperacidn a
los valores normales en la sangre periférica dentro de 72 h
después de administracidén del anticuerpo.

En el punto en tiempo de 72 h después de
aplicacién de BT061, recuentos de células CD4 en cuatro
voluntarios de los grupos de dosis intravenosas mostraron
niveles CD4 que fueron inferiores a estos valores de norma
como sigue: 1 voluntario de la dosis intravenosa de 100 ug:
400 células CD4 por ul; 1 voluntario del grupo 5 mg: 419
células CD4 por ul; 1 voluntario del grupo 10 mg: 440
células CD4 por ul; y 1 voluntario del grupo 20 mg: 392
células CD4 por ul.

Sin embargo, estos valores solo fueron
ligeramente por debajo de valor de norma. Recuentos

celulares CD4 en los 26 voluntarios restantes de los grupos

de dosis intravenosas, estuvieron dentro de los valores de

norma 72 horas después de administracidén de BTO061.
En los grupos de dosis subcuténeos, después de 72

horas, solco uno de 15 voluntarios mostrd recuentds de

B
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células CD4 por debajo de los valores de norma.

En conclusidn, en contraste a agotar mAbs
especificos de CD4, incluso a altas dosis de BT061 solo
inducen un declive transitorio de células CD4-positivas
seguido por una recuperacidén general. Del declive
transitorio y recuperacidn general répida’ a valores de
norma se concluye que una redistribucidn transitoria de las
células CD4-positivas se ha llevado a cabo, en vez del
agotamiento de estas células.

EJEMPLO 7 - Prueba c¢linica de BT061 en pacientes con
psoriasis moderada a crénica severa

La capacidad de hB-F5 BT061 para tratar una
enfermedad autoinmune se prueba en 56 pacientes que sufren
de psoriasis moderada a crdénica severa. La prueba
comprende un estudio de escala de dosis sencilla para
estimar la seguridad y eficacia de hB-F5.

Las condiciones de la prueba son como sigue:

Los 56 pacientes se dividen en siete grupos de
dosis, cada grupo comprende ocho individuos. Cinco grupos
de dosis (grupos de dosis I a V) wvan a recibir el
anticuerpo o placebo por administracidén intravenosa y dos
grupos de dosis (grupos de dogis VI y VII) van a recibir el
anticuerpo o placebo por administracidn subcuténea. Dos
pacientes en cada grupo de dosis reciben un placebo,
mientras que los seis pacientes restantes en cada grupo de
dosis reciben una dosis de BT061l. En el grupo de dosis I,
los seis pacientes recibieron 0.5 mg de BT061 intravenoso.
En los grupos de dosis II a V, los seis pacientes
recibieron 2.5 mg, 5 mg, 10 mg, o 20 mg de BTO061,
respectivamente. En los grupos de dosis VI y VII en donde

la administracidén es subcutanea, los seis pacilentes
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recibieron 12.5 mg o 25 mg de BT061, respectivamente.

Para administracidén intravenosa, el
anticuerpo/placebo se va a someter a infusidén en la vena
del ante-brazo de acuerdo con procedimientos médicamente
aceptados. En el caso presente, el wvolumen total se
administra como una infusidén intravenosa continua sencilla
sobre un periodo de 2 horas mediante una bomba de infusidén
(perfusor) (Fresenius Pilot C, Fresenius AG, Alemania).
Cada dosis del anticuerpo se diluye con una inyeccidén de
cloruro de sodio a 0.9% (B. Braun Melsungen AG, Alemania)
hasta un volumen total de 20 ml.

Para administracidén subcutdnea, el anticuerpo se
va a administrar como una inyeccidn subcuténea sencilla.
El mismo procedimiento aplica para el placebo.

El nivel de psoriasis exhibida por cada paciente

se registra utilizando la calificacién de Area de Psoriasis

e Indice de Severidad (PASI). Como se describid
anteriormente, calificaciones superiores de PASI
corresponden a un nivel superior de psoriasis. Pacientes

que participan en la prueba tienen psoriasis moderada a
crénica severa, es decir una calificacidén PASI de 10 o
superior.

La calificacidén PASI del paciente se estima antes
de la prueba para proporcionar un valor de "linea base" el
dia 0, y repetidamente durante la prueba en los dias 5, 7,
14, 21, 28, 42, 56 y 75.

Grupo de Dosis I

Seis pacientes del grupo de dosis I recibieron
una aplicacidén intravenosa sencilla de 0.5 mg de BTO061,
mientras que dos pacientes del grupo de dosis I recibieron

el placebo. La dosis por peso y 1la dosis por A&rea
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superficial del cuerpo (BSA) por cada paciente se ilustran
en la Tabla 13. El &rea superficial del cuerpo se calculd
de acuerdo con la férmula Mosteller descrita aqui.

Las calificaciones PASI para los pacientes en el
grupo de dosis I se muestran en la Tabla 13 junto con la
mejora en por ciento en la calificacidén PASI de linea base.

Grupo de Dosis IT

Seis pacientes del grupo de dosis II recibieron:

una sola inyeccidén intravenosa de 2.5 mg de BT061 mientras
que dos pacientes del grupo de dosis II recibieron el
placebo. La dosis por peso y la dosis por area superficial
del cuerpo (BSA) para cada paciente se ilustran en la Tabla
14.

Las calificaciones PASI para los pacientes en el
grupo de dosis II se ilustran en la Tabla 14 junto con la
mejora porcentual en la calificacidén PASI de linea base.
Grupo de Dosis IIT

Seis pacientes del grupo de dosis III recibieron
una sola inyeccidn intravenosa de 5.0 mg de BT061, mientras
que dos pacientes del grupo de dosis III recibieron el
placebo. La dosis por peso y la dosis por area superficial
del cuerpo (BSA) por cada paciente se ilustran en la Tabla
14B.

Las calificaciones PASI de los pacientes en el
grupo de dosis III se ilustran en la Tabla 14B junto con el
por ciento de mejora en la calificacién PASI de linea base.
Grupo de Dosis IV

éeis pacientes del grupo de dosis IV reciben una
sola inyeccidén intravenosa de 10.0 mg de BT061 mientras que
dos pacientes del grupo de dosis IV reciben el placebo. La

dosis por peso y la dosis por A&area superficial de cuerpo



(BSA) para los pacientes se ilustran en la Tabla 14C.

Las calificaciones PASI para los pacientes en el

grupo de dosis IV se ilustran en la Tabla 14C junto con el

por ciento de mejora en la calificacidén PASI de linea base.

TABLA 13 - Calificaciones PASI para los pacientes

en el grupo de dosis I (dosis intravenosa 0.5 mg) sobre el
curso de la prueba
Paciente 1 2 3 4
Dosis Rel.
5.9 /| 4.6 /|5.3/
[ug/kgl/ 5.2 / 0.23
0.25 0.22 0.24
[mg/m?]

Calificacién PASI

(cambio relativo

/ mejora a linea base)

Linea base 12.2 13.5 12.1 14.0

12.0 12.1 9.1

Dia 5 12.2 (13%)
(2%) (10%) (25%)
12.0 10.7 7.7

Dia 7 11.6 (17%)
(0%) (21%) (36%)
11.8 9.5 5.7

Dia 14 9.6 (31%)
(3%) (30%) (53%)
11.6 10.0 5.1

Dia 21 7.2 (49%)
(5%) (26%) (58%)
10.4 4.8

Dia 28 - 8.4 (40%)
(23%) (60%)
11.4 11.2 5.1

Dia 42 8.4 (40%)
(7%) (17%) (58%)
11.4 10.1 4.2

Dia 56 9.2 (34%)
(7%) (25%) (65%)

Dia 75 11.6 7.7 5.1 9.8 (30%)




(5%) (43%) (58%)
Paciente 5 6 7 8
Dosis Rel.
4.8 / 8.5 / 4.7 /
[ng/kgl/ 7.0 / 0.28
0.22 0.31 0.21
[mg/m?]
Calificacién PASI (cambio relativo /
mejora de linea base)
Linea base 12.1 12.6 12.1 15.2
10.9 11.8 9.4
Dia 5 10.2 (33%)
(10%) (6%) - (22%) '
10.7 9.3
Dia 7 11.2 (7%) 9.0 (41%)
(15%) (23%)
10.4 7.8
Dia 14 8.7 (28%) 7.2 (53%)
(17%) (36%)
8.0 6.0
Dia 21 8.0 (34%) 6.5 (57%)
(37%) (50%)
6.5 6.4
Dia 28 8.2 (32%) 6.4 (58%)
(48%) (47%)
6.1 5.5
Dia 42 7.9 (35%) 5.5 (55%)
(52%) (55%)
5.7 5.3
Dia 56 7.9 (35%) 5.3 (56%)
(55%) (56%)
5.1 5.4
Dia 75 9.6 (21%) 7.8 (49%)
(60%) (55%)

TABLA 14A - Calificaciones PASI para los
pacientes en el grupo de dosis II (2.5 mg de dosis

intravenosa) sobre el curso de la prueba

A



Paciente 1 2 3 4
Dosis Rel.
27.8 / |31.6 /|31.8 /| 23.6 /
[ug/kgl/
1.20 1.30 1.28 1.08
[mg/m?]
Calificacidén PASI (cambio

relativo / mejora de linea

base)
Linea base 17.1 13.8 10.9 18.6
14.5 15.5 6.8
Dia 5 17.6 (5)
(15%) (+12%) | (38%)
12.3 13.6 5.2 19.7
Dia 7
(28%) (1%) (52%) (+6%)
10.8 15.5 3.9 11.1
Dia 14
(37%) | (+12%) | (64%) (40%)
9.7 12.2 3.9 13.7
Dia 21
(43%) (12%) (64%) (26%)
8.6 9.4 1.5 7.6
Dia 28
(50%) (32%) (86%) (59%)
8.8 8.5 1.3 10.2
Dia 42
(49%) (38%) (88%) (45%)
| 6.3 8.3 1.3
Dia 56 -
(63%) (40%) | (88%)
6.0 5.6 1.9 9.2
Dia 75
(65%) (59%) | (83%) (51%)
Tabla 14A (continuna)
Paciente 5 6 7 8
Dosis Rel. 28.4 / | 39.4 / |26.5 /




[ng/kgl/ 1.19 1.49 1.17 | 28.4 /
[mg/m?] 1.19
Calificacidn PASI (cambio
relativo / mejora de linea
base)
Linea base 15.0 12.6 13.9 13.5
12.1 12.6 |-19.5 15.6
Dia 5
(19%) (0%) (+40%) | (+16%)
14.0 13.0 17.0 14.8
Dia 7
(7%) (+3%) (+22%) | (+10%)
11.8 16.6 11.4 8.0
Dia 14 :
(21%) (+32%) | (18%) (41%)
: 12.4 11.4 7.9 7.1
Dia 21
(17%) (10%) (43%) (47%)
12.2 12.8 8.2 6.5
Dia 28
(19%) (+2%) (41%) (52%)
12.2 11.0 7.8 9.0
Dia 42
(19%) (13%) (44%) (33%)
14.2 9.7 8.2 7.8
Dia 56
(5%) (23%) (41%) (42%)
14 .7 10.4 10.2 8.1
Dia 75
(2%) (17%) (27%) (40%)

TABLA 14B - calificaciones PASI para los pacientes en el

grupo de dosis III (5.0 mg dosis intravenosa) sobre el

curso de la prueba

Paciente 1 2 4
Dogis |70.4 /| 57.5 /
43.9 / 59.5 /
Rel. 2.73 2.40




Tabla

[ng/kgl/
[mg/m?]
Calificacidén PASI (cambio relativo
/ mejora de linea base)
Linea
15.8 14.1 17.4 12.4
base
13.0 27.2 17.7
Dia 5 12.0 (3%)
(18%) (+93%) (+2%)
14.3 18.9 15.6 11.1
Dia 7
(9%) (+34%) (10%) (10%)
13.5 30.3 14.0
Dia 14 9.3 (25%)
(15%) (+115%) (20%)
10.1 23.1 14 .4
Dia 21 9.2 (26%)
(36%) (+64%) (17%)
9.6 23.1 13.4 10.2
Dia 28
(39%) (+64%) (23%) (18%)
9.2 20.1 14 .4 10.2
Dia 42
(42%) (+43%) (17%) (18%)
10.0 20.1
Dia 56 15.8 (9%) -
(37%) (+43%)
12.8 22.5
Dia 75 16.0 (8%)1(9.0 (27%)
(19%) (+60%)
14B (continda)
Paciente 5 6 7 8
Dosis Rel.
lug/kgl/ 52.4 / | 56.8 / 71.4 / 66.2 /
[mg/m?]
Calificacién PASI (cambio relativo /

-



AS

mejora de linea base)
Linea base 17.3 12.4 13.5 10.
. 16.8 10.6
Dia 5 - -
(3%) (15%)
, 17.6 11.4 8.2
Dia 7 11.0 (19%)
(+2%) (8%) (21%)
14 .4 13.0 . 7.6
Dia 14 9.4 (30%)
(17%) (+5%) (27%)
14.7 11.6
Dia 21 9.4 (30%) -
(15%) (6%)
13.8 11.2 8.6
Dia 28 ‘ 8.3 (39%)
(20%) (10%) (17%)
13.2 12.6
Dia 42 8.3 (39%) -
(24%) (+2%)
13.2 10.6
Dia 56 9.6 (20%) -
(24%) (15%)
13.2 13.2
Dia 75 13.4 (1%) (9.6 (8%
(24%) (+6%)
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TABLA 14C - Calificaciones PASI para los pacientes en el

Tabla 14C

grupo de dosis IV (10.0 mg dosis intravenosa) sobre el
curso de la prueba
Paciente 1 2 3 4
Dosis .
Rel.
173.0 /| 142.9 / 102.8 / 115.6 /
[ng/kgl/
[mg/m?]
Calificacidén PASI (cambio relativo
/ mejora de linea base)
Linea
14 .6 11.0 21.6 22.
base .
12.8 11.0 16.
Dia 5 21.6 (0%)
(12%) (0%) ' (24%)
12.8 11.0 16.
Dia 7 21.6 (0%)
(12%) (0%) (24%)
11.4 11.0 18.
Dia 14 21.6 (0%)
(22%) (0%) (18%)
11.4 11.0 22.5 19.
Dia 21
(22%) (0%) (+4%) (14%)
11.4 8.9 17.
Dia 28 22.0 (7%)
(22%) (19%) (20%)
11.0 9.4 22.6 18.
Dia 42
(25%) (15%) (+5%) (15%)
11.4 9.8
Dia 56
1 (22%) (11%)
Dia 75
(continta)

i
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Paciente 5 6 7 8
Dosis Rel.
lug/kgl/ 119.6/ |108.8/| 75.9/ 106.6/
[mg/m?]
Calificacién PASI (cambio relativo
/ mejora de linea base)
Linea base 19.0 11.6 14.0 12.4
11.2 14.2 11.4
Dia 5 18.8 (1%)
(3%) (+1%) (8%)
11.2 14.2 8.4
Dia 7 18.2 (4%)
(3%) A{+1%) (32%)
16.7
Dia 14
(12%)

Dia 21 17.3 (9%)

Dia 28

Dia 42

Dia 56

Ademéds, las calificaciones PASI contra el tiempo
para pacientes individuales, se ilustran en la forma de
grafica en las Figuras 11A a 11H y en las Figuras 12A a
12H. Las gpéficas ilustradas en las Figuras 11A a 11H
representan calificaciones PASI para pacientes del grupo de
dosis I, mientras que las gréficas mostradas en las Figuras
12A a 12H representan calificaciones PASI para pacientes
del grupo de dosis II.

Como puede verse de ios resultados mostrados en
las Tablas 13 y 14, 75% de todos los pacientes del grupo de

dosis I y el grupo de dosis II muestran una clara mejora en
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sus calificaciones PASI, es decir al menos 40% de mejora
sobre el valor de linea base, después de una sola dosis.
Habréd de notarse que 25% de los pacientes en el grupo de
dosis I y el grupo de dosis II recibiexon un placebo.

De hecho, en ambos grupos de dosis, 50% de los
pacientes mostraron al menos 50%' de mejora en sus
calificaciones PASI, con solo un paciente en el grupo de
dosis II que muestra una mejora del 88% en la calificacién
PASI al dia 56, (es decir, el paciente 3 en la Tabla 14).
Ademéds, el efecto terapéutico es de larga duracidén incluso
a éstas bajas dosis, con las mejoras que ain se ven en
muchos pacientes al final de la prueba, 75 dias después de
administracidn.

Pacientes en el grupo de dosis III también
mostraron una mejora en su calificacidén PASI, con seis de
ocho pacientes gue muestran una mejora mayor al 20% y dos
de estos seis que muestran una mejora mayor al 30%, después
de tratamiento. Sin embargo, la mejora no fue tan
significante como la que se ve en pacientes del grupo de
dosis I y el grupo de dosis II que reciben una menor dosis
del anticuerpo. Cierta eficacia también se ve en los
pacientes del grupo de dosis IV. En particular los
pacientes 1, 4, 5 y 8 en este grupo de dosis (como se
ilustra en la Tabla 14C) muestran una clara mejora en sus
célificaciones' PASI, aunque esto esta limitado en
comparacién con los pacientes de los grupos de dosis I a
ITT.

El nimero de pacientes que muestran al menos 40%,
50%, 60% y 75% de mejora en calificacidén PASI, se ilustra
en la Tabla 15.

TABLA 15 - Resumen de Resultados de los Grupos de
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Dosis I a III
Grupo de Grupo de Grupo de
dosis I* dosis II* |dosis III*
0.5 mg BT-|2.5 mg BT- 5.0 mg
061 061 BT061
Mejora 2 6/8 6/8 1/8
40% pacientes | pacientes | pacientes
Mejora 2 4/8 4/8 0/8
50% pacientes | pacientes | pacientes
Mejora 2 1/8 2/8 0/8
60% pacientes | pacientes | pacientes
Mejora 2 0/8 1/8 0.8
75% pacientes pacienﬁes pacientes

por grupo de dosis: 75% de pacientes recibieron BTO061,

25% de pacientes recibieron placebo

Las Figuras 13A y 13B proporcionan evidencia

fotografica de la mejora en el nivel de psoriasis antes vy

después de tratamiento. La Figura 13A muestra un &area de

psoriasis en la piel de un paciente en el grupo de dosis II

antes de administracién. La Figura 13B muestra la misma

drea de psoriasis 28 dias después de administracidn. Las

dreas de mejora estdn marcadas en la Figura 13B con

casillas negras.
De estos resultados, puede verse claramente gue

BT061 proporciona tratamiento efectivo de psoriasis

moderada y severa crdnica.
Los resultados de este estudio, en combinacidn

con aquellos anteriormente descritos en el Ejemplo 6 gque

muestran que altas dosis del anticuerpo de la invencidén en
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general son bien toleradas en humanos, demuestran la
capacidad de las composiciones farmacéuticas de la
invencién para proporcionar tratamiento efectivo de
enfermedades autoinmunes a las dosié aqui descritas.
EJEMPLO 8 - Prueba c¢linica de BT061 en pacientes con
artritis reumaﬁoide |

La capacidad de BT061 en tratar artritis

reumatoide se prueba en pacientes que sufren de esta

enfermedad. La prueba comprende un estudio de dosis

maltiple que involucra 96 pacientes, divididos en 12
grupos. En cada grupo, dos pacientes reciben un placebo
mientras que 6 pacientes reciben BTO061. Los pacientes se

dosifican una vez a la semana por un periodo de 6 semanas.

Los pacientes se dividen en aquellos que reciben
el anticuerpo en forma subcuténea y aquellos qué reciben el
anticuerpo en forma intravenosa. Los grupos de dosis
subcutédneas son: 1.25 mg, 6.25 mg, 12.5 mg, 25 mg, 50 mg,
75 mg y 100 mg. Los grupos de dosis intravenosas son: 0.5
mg, 2 mg, 6.25 mg, 12.5 mg y 25 mg.

En el grupo de dosis subcutaneas de 1.25 mg, los
pacientes son numerados 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107 y
108. En el grupo de dosis subcuténeas de 6.25 mg, los
pacientes son numerados 201-208. En el grupo de dosis

subcuténeas de 12.5 mg, los pacientes son numerados 301-

308. En el grupo de dosis subcuténeas de 25 mg, los
pacientes se numeran 401-408. En el grupo de dosis
subcuténeas de 50 mg, los pacientes se numeran 501-508. En

el grupo de dosis intravenosas de 6.25 mg, los pacientes
son numerados 601-608.
El procedimiento de administracidén intravenosa y

subcutédnea fue el mismo que el descrito en el Ejemplo 7
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para la prueba de psoriasis.

El nivel de artritis reumatoide se registra
semanalmente al estimar los parametros ACR y en particular
estudiar el nimero de articulaéiones sensibles e hinchadas
y seguir los niveles de proteina reactiva C (CRP) y la
velocidad de sedimentacidén de eritrocitos (ESR). Estos
parametros se estiman antes de la prueba para proporcionar
un valor de "linea base" o de referencia en el dia 0, vy
repetidamente durante el periodo de prueba y posteriormente
a 8, 22 y 43 dias después qué el periodo de administracidn
se termina (es decir seguimiento (FU = follow up) dia FU 8,
dia FU 22 y dia FU 43).

Las Tablas siguientes proporcionan 1los datos
obtenidos de la prueba. Especificamente, las Tablas 16 a
21 proporcionan el nimero de articulaciones sensibles e
hinchadas durante el curso de la prueba.

Tabla 16 - Recuentos de articulaciones sensibles e

hinchadas del grupo de dosis subcutédneas de 1.25 mg.

Visitas
Pacientes Articu- Dia . |Dia Dia Dia
- 1.25 mg' | lacio- Vigi- |1 8 15 22
grupo de nes ta de | Se- Se- Se- Se-
dosis SC (no.) Criba | mana | mana | mana | mana
1 2 3 4
Sensible 34 34 32 - -
101
Hinchada 10 10 18 - -
sensible 25 26 22 16 16
102
hinchada 12 13 9 10 9
sensible 11 12 12 9 8
103
hinchada 7 8 8 6 6

Jay
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sensible 17 10 4 3 20
104
hinchada 8 6 0 0 0
sensible 24 23 22 23 35
105
hinchada 14 14 14 17 18
sensible 20 21 20 13 8
106
hinchada 9 12 9 10 5
sensible 14 14 11 10 16
107
hinchada 8 9 8 8 5
sensible 11 12 10 10 7
108 , ‘
hinchada 10 11 7 11 10
(continta)
Visitas
Pacientes - Dia
1.25 mg Dia 36 Dia FU Dia FU |Dia FU
grupo de 29 Se- 43 57 78
dosis SC Sema- | mana | Semana Semana Semana
na 5 |6 7 9 12
- - - - 0
101
- - - - 0
24 24 30 28 29
102
15 12 9 18 15
7 7 30 28 3
103
6 6 9 18 2
17 9 5 5 0
104
8 2 0 0 0
32 35 32 34 33
105
18 19 19 20 20
9 13 12 11 11
106
5 6 5 5 7
107 14 14 14 11 11




Tabla 17

62
5 5 6 6
4 8 2 13
108
9 11 6 8
17 - Recuentos de articulaciones sensibles
hinchadas del grupo de dosis subcutéaneas de 6.25 mg.
Visitas
Pacientes | Arti- Dia |Dia |Dia |Dia
- 6.25 mg | cula- Visi- 1 8 15 22
grupo de ciones ta de Se- Se- Se- Se-
dosis SC (no.) Criba | mana | mana | mana | mana
1 2 3 4
sensible 16 17 15 14 12
201 :
: hinchada 9 10 7 6 6
sensible 14 10 10 10 8
202
hinchada 10 8 6 6 4
sensible 15 14 10 8 10
203
hinchada 11 11 10 9 9
sensible 19 22 16 0 0
204
hinchada 10 10 5 0 0
sensible 21 21 0 0 14
205
hinchada 9 9 0 0 14
sensible 16 16 15 13 13
206
hinchada 10 12 12 10 14
sensible 17 28 28 11 9
207
hinchada 11 12 13 7 10
sensible 13 12 9 8 9
208
hinchada 10 10 9 9 10
(continta)
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Vigitas
Pacientes Dia Dia
- 6.25 mg 29 36 Dia FU |Dia FU |Dia FU
grupo de Se- Se- 43 57 78
dosis SC mana | mana | Sema- Sema- Semana
5 6 na 7 na 9 12
15 13 11 9 9
201
5 6 5 6 6
8 8 8 9 13
202
4 4 4 4 6
10 8 7 5 5
203
10 7 7 6 7
10 2 10 11 0
204
4 0 0 10 0
30 10 37 - 12
205
16 6 25 - 8
17 19 - - 5
206
11 11 - - 4
15 17 14 18 22
207
11 8 10 11 10
11 10 - - 12
208
10 9 - - 8
Tabla 18 - Recuentos de articulaciones sensibles

e hinchadas del grupo de dosis subcuténeas de 12.5 mg.

Visitas
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Pacientes
- 12..5 Arti- Dia Dia Dia Dia
mg grupo ‘- | cula- Vigi- |1 8 15 22
de dosis ciones ta de | Se- Se- Se- Se-
sC (no.) Criba | mana | mana | mana | mana
1 2 3 4
sensible 18 18 16 16 16
301
hinchada 8 8 8 8 8
sensible 36 36 34 35 31
302
hinchada 20 20 19 19 17
, sensible 20 19 19 16 15
303
hinchada 10 11 12 13 13
sensible 10 10 10 10 10
304
hinchada 6 6 6 6 6
sensible 16 16 14 14 13
305 K
hinchada 8 8 8 8 6
sensible 27 27 18 18 12
- 306
hinchada 14 14 20 11 16
sensible 25 23 23 17 17
307
hinchada 8 8 8 8 8
sensible 20 20 18. 8 8
308
hinchada 12 12 8 6 6
Tabla 18 (continua)
Visitas
Pacientes - Dia
12..5 mg 36 Dia FU Dia FU
grupo de Dia 29 | Se- 43 Dia FU 78
dosis SC Semana mana | Semana 57 Semana
5 6 7 Semana 9 |12
301 16 16 20 14 14
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8 8 6 6 6

- - - - 30
302

- - - - 18

14 16 - 18 - 19
303

14 13 14 - 14

10 10 10 10 8
304

6 6 6 6 4

13 13 12 10 10
305

6 6 6 4 4

23 28 - - 29
306

13 17 - - 24

17 17 15 13 11
307

8 8 6 6 4

8 8 8 8 4
308

5 6 6 6 4

Tabla 19 - Recuentos de articulaciones sensibles

e hinchadas del grupo de dosis subcuténeas de 25 mg.

Visitas
Pacientes | Arti- Cri- Dia | Dia Dia Dia
- 25 mg cula- ba de |1 8 15 22
grupo de ciones Visi- Se- | Se- Se- Se-
dosis SC (no.) ta man | mana | mana mana
al|2 3 4
sensible 16 17 19 22 13
401
hinchada 10 11 8 9 12
sensible 23 21 10 10 10
402
hinchada 8 11 5 6 6
sensible 10 10 10 8 8
403
hinchada 8 8 8 6 5
404 sensible 17 16 15 15 13

NOT
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hinchada 9 11 10 6 7
sensible 10 10 8 8 8
405 -
hinchada 6 6 4 4 4
sensible 11 11 11 11 11
406
hinchada 6 6 6 6 5
sensible 13 20 16 18 4
407
hinchada 7 10 6 8 0
sensible 11 11 8 8 7
408
hinchada 9 9 5 5 4
(continta)
Visitas
Pacientes | Dia Dia
- 25 mg 29 |36 Dia FU
grupo de Se- Se- Dia FU Dia FU 78
dosis SC mana | mana | 43 57 Semana
5 6 Semana 7 | Semana 9 | 12
13 12 11 S 6
401
11 8 5 8 5
9 8 7 6 7
402
5 4 3 3 3
10 10 7 6 8
403
5 5 5 5 5
14 14 16
404
7 7 7
8 8 10 - 10
405
4 4 6 - 6
12 8 8 6 8
406
5 3 3 2 4
2 0 4 14
407
0 0 0 8
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5 4 4 - 8
408
6 6 3 - 6
Tabla 20 - Recuentos de articulaciones sensibles

e hinchadas del grupo de dosis subcutdnea de 50 mg.

Vigitas
Pacientes | Arti- Cri-
- 50 mg cula- ba Dia Dia Dia
grupo de ciones de 1 Dia 8 |15 22
dosis SC (no.) Vi- Se- Se- Se- Se-
sita | mana | mana mana |mana
1 2 3 4
sensible 10 10 12 15 12
501
hinchada 10 10 10 10 10
sensible 14 15 11 16 12
502
hinchada 5 9 10 10 7
sensible 13 13 11 7 7
503
hinchada 8 8 8 ) 6
sensible 11 12 10 8 7
504
hinchada 8 8 8 6 7
sensible 12 13 8 2 1
505
hinchada 7 7 5 0 0
sensible 36 48 32
506
hinchada 8 8 4
sensible
507
hinchada
sensible
508
hinchada

Tabla 20 (continua)

Visitas
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Pacientes - Dia
50 mg grupo Dia 36 Dia FU |Dia FU
de dosis SC 29 Se- Dia FU 57 78
Sema- mana 43 Semana Semana
na 5 6 Semana 7 | 9 12
15 16 - - 15
501
13 13 - - 13
7 8
502
4 5
6 6 5 5
503
3 3 2 3
11 11 13
504
7 7 8
505
506
507
508
Tabla 21 - Recuentos de articulaciones sensibles
e hinchadas del grupo de dosis intravenosas de 6.25 mg.
Visitas
Pacientes | Arti- Cri- Dia Dia Dia Dia
~ 6.25 mg | cula- ba de |1 8 15 22
grupo de ciones Vigi- | Se- Se- Se- Se-
dosis IV (no.) ta mana | mana |mana mana
1 2 3 4
601 sensible 23 20 24 39 33
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hinchada 13 15 15 25 26
sensible 41 43 33 15 12
602
hinchada 13 12 8 10 10
sensible 26 22 28 22 24
603
hinchada 10 4 8 4 4
sensible 28 26 31 27 14
604 i ' ‘
hinchada 8 8 8 10 6
sensible 34 38 38 36
605
hinchada 22 18 22 20
sensible 12 14
606
hinchada 8 9
sensible 27 27
607
hinchada 17 19
sensible
608
hinchada
Tabla 21 (continta)
Visitas
Pacientes - Dia Dia
6.25 mg grupo 29 36 Dia FU |Dia FU |Dia FU
de dosis IV Se- Se- 43 57 a 78
mana | mana | Semana Semana Semana
5 6 7 9 12
26 31
601
20 21
30 17 19 14
602
6 5 5 7
24
603
6
10 11 7 9
604
2 2 3 1
605

l@?
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606

607

608

La Figura 14 muestra el por ciento de pacientes
de los grupos de dosis que reciben 1.25 mg, 6.25 mg, 12.5
mg y 25 mg subcuténeos de BT061 logrando cuando menos un
20% de mejora de parametrogs ACR relevantes durante el curso
de la prueba, y el por ciento de pacientes que logran al
menos una respuesta ACR20 en la semana 7.

En particular, puede verse que el 50% de los
pacientes en el grupo de dosis subcutdneas de 25 mg (es
decir 4 de los 8 pacientes en donde 2 de los pacientes
reciben un placebo) logrando al menos un 20% de mejora de
parametros ACR relevantes en la semana 6. Estas cifras
aumentan a 5 de los 8 pacientes en la semana 7, es decir 5
de 8 pacientes lograron al menos ACR20. Un paciente en
este grupo de dosis logrd una mejora del mds del 50% de
paradmetros ACR relevantes en la semana 5 y 6 (conjunto
complete de datos no mostrado).

Resultados positivoé también se obtuvieron por
pacientes en otros grupos de dosis. Un paciente en el
grupo de dosis subcutdneas de 6.25 mg, logrd al menos un
50% de mejora de parametros ACR relevantes en la semana 4,
mientras que otro logré al menos un 70% de mejora de
parametros ACR relevantes en la semana 3 (conjunto de datos
completo no se muestra).

Las Figuras 15A y 15B muestran resultados para el
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nimero de articulaciones sensibles e hinchadas que exhiben
pacientes del grupo de dosis subcuténeas BT061 de 25 mg
durante un periodo de seis semanas. Varios pacientes
exhibieron una reduccién en el nGmero de articulaciones
sensibles e hinchadas sobre un periodo del tratamiento.
Los resgultados de un paciehte que responde o respondiente y
un paciente no respondiente de este grupo de dosis se
muestra en las Figuras 16A y 16B, respeétivamente. El
respondiente muestra una mejora significante en el nlGmero
de articulaciones sensibles e hinchadas y en niveles de
dolor.

Una reduccién en los nlGmeros de articulaciones
sensibles e hinchadas también se ve en pacientes de los
otros grupos de dosis. Las Figuras 17A, 17B, 18A y 18B
muestran los nUGmeros de articulaciones sensibles en 1los
grupos de dosis subcutédneas de 1.25 mg, 6.25 mg
subcuténeas, 50 mg subcutdneas y 6.25 mg intravenosa
respectivamente, sobre el curso de la prueba y en las
semanas posteriores.

Estos resultados demuestran la eficacia del
agente de la presente invencién en el tratamiento de
artritis reumatoide dentro de los intervalos de dosis aqui

descritos.
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REIVINDICACIONES

1. TUna composicidén farmacéutica para tratar una
enfermedad autoinmune, caracterizada porque comprende un
portador farmacéutico aceptable‘ y un agente capaz de
activar células T regulatorias CD4+CD25+, en donde la
composicién se va a administrar a un sujeto en una dosis
del agente de 10 mg a 200 mg.

2. Una composicidén farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidén 1, caracterizada porquevel agente se
va a administrar a un sujeto en una dosis del agente de 15
mg a 80 mg.

3. Una composicidén farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidén 2, caracterizada porgque el agente se
va a administrar a un sujeto en una dosis del agente de 20
mg a 60 mg.

4. Una composicidn farmacéutica para tratar una
enfermedad autoihmune, caracterizada porque comprende un
portador farmacéutico aceptable y un agente capaz de
activar células T regulatorias CD4+CD25+, en donde la
composicidén se va a administrar a un sujeto en una dosis
del agente de 5 a 60 mg/m®> de &rea superficial del cuerpo
del sujeto.

5. Una composicidén farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidn 4, caracterizada porque la
composicién se va a administrar a un sujeto en una dosis
del agente de 6 a 50 mg/m?.

6. Una composicién farmacéutica de conformidad
con la reivindicacién 5, caracterizada porque la
composicidn se va a administrar a un sujeto en una dosis
del agente de 8 a 40 mg/m?.

7. Una composicidn farmacéutica para tratar una

LN
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enfermedad autoinmune, caracterizada porque comprende un
portador farmacéutico aceptable y un agente capaz de
activar células T regulatorias CD4+CD25+, en donde la
composicién se va a administrar a un sujeto en una dosis
del agente de 0.1 a 2 mg/kg.

8. Una composicién farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidén 7, caracterizada porque la
composicién se va a administrar a un sujeto en una dosis
del agente de 0.15 a 1.5 mg/kg.

9. Una composicién farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidn 8, caracterizada porque la
composicidén se va a administrar a un sujeto en una dosis
del égente de 0.2 a 1 mg/kg.

10. Una composicidén farmacéutica de conformidad
con cualquier reivindicacidén precedente, caracterizada
porque la enfermedad autoinmune se elige de psoriasis,
artritis reumatoide, esclerosis maltiple, diabetés tipo-1,
enfermedades inflamatorias intestinales, enfermedad de
Crohn, tireoiditis autoinmune, miastenia gravis autoinmune,
lupus sistémico eritematoso y enfermedades relacionadas a
transplante tales como de injerto-contra-hospedero o
aspectos de tolerancia general de 6rganos.

11. Una composicidén farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidn 10, caracterizada porque la
enfermedad es psoriasis.

12. Una composicidén farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidn 11, caracterizada  porque la
composicidédn es capaz de tratar psoriasis al proporcionar al
menos una mejora del 40% en la calificacién de Area de
psoriasis e Indice de Severidad (PASI) del paciente.

13. Una composicién farmacéutica de conformidad



10

15

20

25

30

71

con la reivindicacidén 12, caracterizada  porque la
composicidén es capaz de tratar psoriasis al proporcionar al
menos un 50% de mejora en la calificacién de Area de
Psoriasis e Indice de Severidad (PASI) del paciente.

14. TUna composicidn farmacéutica de conformidad
con la . reivindicacidén 10, caracterizada  porque la
enfermedad es artritis reumatoide.

15. Una composicién farmacéutica de conformidad
con cualquier reivindicacidén precedente, caracterizada

porque la composicidén es para administracidn parenteral.

16. Una composicién farmacéutica de conformidad
con la reivindicacién 15, caracterizada  porque la
composicidn es para administracién intramuscular,

administracién intravenosa o administracién subcutéanea.

17. Una composicién farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidn 16, caracterizada poxrgue la
composicién es para administracidn intravenosa y se
proporciona en un volumen de dosis de 0.5 a 500 ml o en una
forma para dilucidn al volumen de dosis de 0.5 a 500 ml.

18. Una composicidén farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidén 17, caracterizada porgue el volumen
de dosis es 15 a 25 ml.

19. Una composicidn farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidén 16, caracterizada  porque la
composicidén es para administracidén subcutédnea y se
proporciona en un volumen de dosis de 0.1 a 3 ml.

20. Una composicidén farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidén 19, caracterizada porgque el volumen
de dosis es 0.5 a 1.5 ml.

21. Una composicidén farmacéutica de conformidad

con la reivindicacidén 16, caracterizada porgque la
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composicién es ”para administracién intramuscular y. se
proporciona en un volumen de dosis de 0.1 a 3 ml.

22. Una composicidén farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidén 21, caracterizada porque el volumen
de dosis es 0.5 a 1.5 ml.

23. Una composiciédn farmacéutica de conformidad
con cualquier reivindicacidén precedente, que es para
utilizar como una sola dosis o como parte de una plﬁralidad
de dosis.

24. Una composicidédn farmacéutica de conformidad
con la reivindicacién 21, caracterizada  porque la
composicién es parte de una pluralidad de dosis y cada
dosis se va a administrar en forma diaria, cada dos dias,
semanal, cada dos semanas, cada cuatro semanas, cada seis
semanas, cada doce semanas, cada veinticuatro semanas, cada
cuarenta y ocho semanas, cada seis meses o cada afo.

25. Una composicién farmacéutica de conformidad
con la reivindicacién 24, caracterizada  porque la
enfermedad autoinmune es psoriasis y la dosis se va a
administrar una vez cada dos semanas.

26. Una composicidédn farmacéutica de conformidad
con la reivindicacién 24, caracterizada  porque la
enfermedad autoinmune es psoriasis y la dosis se va a
administrar una vez cada cuatro semanas.

27. Una composicidén farmacéutica de conformidad
con la reivindicacién 24, caracterizada  porque la
enfermedad autoinmune es artritis reumatoide y la dosis se
va a administrar una vez cada dos semanas.

28. Una composicién farmacéutica de conformidad
con la reivindicacién 24, caracterizada  porque la

enfermedad autoinmune es artritis reumatoide y la dosis se
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va a administrar una vez cada cuatro semanas.

29. Una composicidén farmacéutica gque comprende
un portador farmacéutico aceptable y un agente capaz de
activar células T regulatorias CD4+4CD25+, en donde el
agente estd presente en una concentracién de 10 a 150
mg/ml.

30. Una composicidén farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidén 29, caracterizada porque el agente
estd presente en una concentracién de 15 a 75 mg/ml.

31. Una composicién farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidén 30, caracterizada porque el agente
estd presente en una concentracién de 20 a 60 mg/ml.

32. Una composicidén farmacéutica de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 29 a 31,
caracterizada porque el volumen de la composiciédn es de 0.5
a 500 ml.

33. Una composicidn farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidn 32, caracterizada porque el volumen
de la compogicién es de 15 a 25 ml.

34. Una composicidén farmacéutica de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 29 a 31,
caracterizada porque el volumen de la composicidén es 0.5 a
3 ml.

35. Una composicidén farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidén 34, caracterizada porque el volumen
de la composicidén es 1 a 1.5 ml.

36. Una composicidn farmacéutica de conformidad
con cualquier reivindicacidén precedente, <caracterizada
porque dentro del periodo de 10 minutos después del inicio
de administracidn a 96 horas después de completar la

administracién, el nivel de una citoquina en el plasma de

NS



10

15

20

25

30

74

gsangre del sujeto es menor a un aumento de 20 veces del
nivel inmediatamente antes de administracidn, y en donde la
citoguina se elige de IFN-y, TNF-«, IL-6 y IL-2.

37. Una composicidn farmacéutica de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35,
caracterizada porque dentro del periodo de 10 minutos
después del inicio de administracidén a 96 horas después de
completar la administracidén, el nivel de una citoquina en
el plasmas de sangre de un sujeto es menor a un aumento de
20 veces del valor limite superior de lo normal (ULN), en
donde la citoquina se elige de IFN-y, TNF-«, IL-6 y IL-2, vy
en donde el valor ULN es 3.8, 2.8, 4.4 y 19.4 pg/ml
respectivamente.

38. Una composicidén de conformidad con cualquier
reivindicacidén precedente, caracterizada porque dentro del
periodo de 72 a 96 horas désbués de administracidén el
conteo celular de linfocitos CD4+ en el plasma de sangre
del sujeto es cuando menos 200 células/ul.

39. Una composicidn farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidén 38, caracterizada porque el conteo
celular es al menos 250 células/ul.

40. Una composicidn farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidén 38 & 39, caracterizada porque el
agente se administra subcutdneamente y la dosis del agente
es hasta 39.5 mg.

41. TUna composicién farmacéutica de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 37,
caracterizada porque el agente se administra en forma
subcutdnea y la dosis del agente es hasta 39.5 mg, y en
donde durante el periodo de 0 a 72 horas después de

administracidén, el recuento celular de linfocitos CD4+ en

rﬁ\\o
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el plasma de sangre del sujeto es al menos 300 células/ul.

42, Una composicidén farmacéutica de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 37,
caracterizada porque durante el periodo de 72 horas a 30
dias después de administracidén, el recuento celular de
linfocitos CD4+ en el plasma sanguinea del sujeto es al
menos 300 células/ul.

43. Una composicidén farmacéutica de conformidad
con cualquier reivindicacidén precedente, caracterizada
porque el agente es un anticuerpo monoclonal humanizado o
su fragmento o derivado.

44. Una composicién farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidn 43, caracterizada porgque el agente es
un anticuerpo anti-CD4 o su fragmento o derivado.

45. Una composicidédn farmacéutica de conformidad
con cualquier reivindicacién precedente, caracterizada
porque el agente es un anticuerpo anti-CD4 humanizado, o su
fragmento o derivado que tiene dominios V definidos por las
siguientes secuencias polipéptido:

- dominio V cadena H:
EEQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFSFSDCRMYWLRQAPGKGLEWIGVISVKSENYG
ANYAESVRGRFTISRDDSKNTVYLOMNSLKTEDTAVYYCSASYYRYDVGAWFAYWGQGT
LVIVSS (SEQ ID NO: 1)

- dominio V cadena L:
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSTSGYSYIYWYQQKPGQPPKLLIYLASILE
SGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQHSRELPWTFGQGTKVEIK (SEQ
ID NO: 2).

o dominios V que comprenden secuencias de polipéptidos que
tiene al menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID NO:
1 y SEQ ID NO: 2.

46. Una composicidén farmacéutica de conformidad

7\?
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con cualquier reivindicacidén precedente, caracterizada
porque el agente es un anticuerpo anti-Cb4 humanizado
derivado del anticuerpo B-F5 anti-CD4 monoclonal de ratédn.

47. Un método para tratamiento de una enfermedad
autoinmune, este método comprende administrar una
composicidén farmacéutica a un sujeto, en donde 1la
composicidn comprende un agente capaz de activar células T
regulatorias CD4+CD25+, y en donde el agente se administra
al sujeto en una dosis como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9.

48. Un método de tratamiento de conformidad con
la reivindicacién 47, caracterizado porque la enfermedad
autoinmune es como se define en la reivindicacidn 10,
reivindicacién 11 o reivindicacién 14.

49. Un método de tratamiento de conformidad con
la reivindicacidén 47 o 48, caracterizado porque el agente
es un anticuerpo anti-CD4 humanizado o su fragmento o
derivado, derivado del anticuerpo B-F5 anti-CD4 monoclonal
de ratén.

50. Un método para tratamiento de conformidad

.con la reivindicacién 47 o la reivindicacién 48,

caracterizado porque el agente es un anticuerpo anti-CD4
humanizado o su fragmento o derivado que tiene dominios V
definidos por las siguientes secuencias de péptidos:

- dominio V cadena H:
EEQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFSFSDCRMYWLRQAPGKGLEWIGVISVKSENYG
ANYAESVRGRFTISRDDSKNTVYLOMNSLKTEDTAVYYCSASYYRYDVGAWFAYWGQGT
LVTVSS (SEQ ID NO: 1)

- dominio V cadena L:
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSTSGYSYIYWYQOKPGQPPKLLIYLASILE

SGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQHSRELPWTFGQGTKVEIK (SEQ
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ID NO: 2).

o dominios V que comprenden secuencias de polipéptidos que
tienen al menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID
NO: 1 y SEQ ID NO: 2.

51. Una composicién farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidédn 24, . caracterizada porque la
enfermedad autoinmune es psoriasis y la dosis se va a
administrar una vez cada semana.

52. Una composicién farmacéutica de conformidad
con la reivindicacién 24, caracterizada porque la
enfermedad autoinmune es artritis reumatoide y la dosis se
va a administrar una vez cada semana.

53. Una composicién farmacéutica de conformidad
con cualquier reivindicacidén precedente, caracterizada
porque dentro del periodo de 3 a 6 horas después de

administracién, el recuento celular de linfocitos CD4+ en

el plasma sanguineo del sujeto es inferior a 250

células/nul.

54. Una composicidn farmacéutica de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 52,
caracterizada porque dentro del periodo de 72 a 96 horas
después de administracién, el recuento celular de
linfocitos CD4+ en el plasma sanguineo del sujeto es igual
a o superior gque 50% del recuento celular del sujeto
inmediatamente antes de administracién.

55. Una composicidn farmacéutica de conformidad
con la reivindicacidén 12 o) la reivindicacién 13,
caracterizada porque la mejora se ve a 56 dias después de
administracién de .una sola dosis de la composicidn.

56. Una composicidén farmacéutica de conformidad

con la reivindicacién 12 o) la reivindicacidén 13,

N
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caracterizada porque la mejora se ve a 75 dias después de

administracién de una sola dosis de la composicidn.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona una composicidn
farmacéutica para tratar una enfermedad autoimmune, gue
comprende un portador farmacéutico aceptable y un agente

5 capaz de activar células T regulatorias CD4+CD25+, en donde
la composicidén se va a administrar a un sujeto en una dosis

del agente de 10 mg a 200 mg.
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indice de Estimulo

Efecto de BT061 en cultivo de sangre entera humana
en sintesis de citoquina activada por diferentes estimulantes

3.00
2.50
2.00
1.50
1.00+ g‘m! ‘Z/ n
0.50
0.00
o.5| 2 | 5 lzolsol o.s} 2 ] 5 |2o|50| 0.5| 2 |‘5 |2o|50
Donador AD ’ Donador Jl. Donador KB
Conc. BT061 (ug/mt)
Donadores

—e—TGFb SI (CD3) —=— |L2 SI (SEB)

-%—TNFa S| (LPS) —a— {L1b S! (LPS)

—=—[FNg SI (SEB) ~—— |L13 81 (PHA)

--o- Sp.AIL10 S| {CD3) -~ Sp.AIL10 SI{LPS)

—e- |15 Sl (PHA) --m- |4 SI (PHA)

FIG. 1



2/36

Z 'Ol

(838) 21 —— (g39) BNJl—e— (VHd) G =« (SdNai—— (£Q0) 491~

ay JopeuoQg 0g iopeuoq
(jwyr) 19014 "ou0D (i) 19019 "ouod
| 06 ] 0 | § | ¢ | S0 _ | 06 | 02 | §

_

14

_ S0

sajuRNLSS Sejuslalp Jod epealoe euinboyo ap
sisajuls ua (aplojeWnal s UOS SI0PBUOP)
euewNy B19)U3 a1BuUes ap SOARIND US L901g @p 0109)3

000
050
004
0si
007¢
0sc
goe
0s¢

00’y

onwys3 ep 8d1pu|




WO 2009/124815 PCT/EP2009/052811
3/36

mB-F5 Vy

CAG GAA TAC CTIT GTG GAG ACC GGG GGA GGC TTG GTG AGG CCT GGA AAT TCT CTG AAA

CTC TCC TGT GTC ACC TCG GGT TTC AGT TTC AGT GAC TGC CGG ATG TAC TGG CTT CGC

CAG CCT CCA GGG ARG GGG CTG GAG TGG ATT GGT GTG ATT TCA GTC AAA TCT GAG AAT

TAT GGA GCA AAT TAT GCA GAG TCT GTG AGG GGC AGA TTC ACT ATT TCA AGA GAT GAT

TCA AAA AGC AGT GTC TAT CTG CAG ATG AGC AGA TTG AGA GAG GAA GAC ACT GCC ACT

TAT TAT TGT AGT GCC TCC TAT TAT AGG TAC GAC GTG GGG GCC TGG TTT GCT TAC TGG

GGC CARA GGG ACT CTG GTC ACT GTC TCT GCA

FIGURE 3
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Paciente 1: 0.5mg o placebo
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Paciente 2: 0.5mg o placebo
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FIGURA 11B
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Paciente 3: 0.5mg o placebo
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Paciente 4: 0.5mg o placebo
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FIGURA 11D
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Paciente 5: 0.5mg o placebo
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FIGURA 11E
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Paciente 6: 0.5mg o placebo
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Paciente 7: 0.5mg o placebo
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Paciente 8: 0.5mg o placebo
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Paciente 2: 2.5mg o placebo
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Paciente 3: 2.5mg o placebo

12-

10-

linea base 5 7 14 21 28 42 56 75
dias después de inyeccién

FIGURA 12C
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Paciente 4: 2.5mg o placebo
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Paciente 5: 2.5mg o placebo
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FIGURA12E
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Paciente 6: 2.5mg o placebo
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Paciente 7: 2.5mg o placebo
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6 pacientes que reciben 25 mg de BT061SC y 2 pacientes
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6 pacientes que reciben 1.25 mg de BT061SC y 2 pacientes
que reciben placebo una vez a la semana por 6 semanas
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110>

<120>

<130>

<160>

<170>

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>
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PatentIn version 3.3

1

124

PRT

Secuencia Artificial

dominio V de

1

Glu Glu Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu

Arg Met

Gly Val

50

Ser Val

65

Val Tyr

20

Tyr Trp

35

Ile Ser

Arg Gly

Leu Gln

Val

Ser

Leu

Val

Arg

Met

85

cadena H de

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Thr

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Glu

Ile

Leu

anticuerpo humanizado hB-FSH37L

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Lys

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Thr

90

Leu

Phe

Lys

Gly

Asp

75

Glu

vVal

Ser

Gly

Ala

60

Asp

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Tyx

Lys

Ala

Gly

15

Asp

Trp

Ala

Asn

Val

95

Gly

Cys

Ile

Glu

Thr

80

Tyr
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Tyr Cys Ser Ala Ser Tyr Tyr Arg Tyr Asp Val Gly Ala Trp Phe Ala

100

105

Tyr Trp Gly Gln Gly‘Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 2
<211> 111
<212> PRT
<213>
<220>
<223> dominio V de
<400> 2

Asp Ile Val Met

1

Glu Arg Ala Thr

20

Gly Tyr Ser Tyr

35

Lys Leu Leu Ile

50

Arg Phe Ser Gly

65

Ser Leu Gln Ala

Thr

Ile

Ile

Tyr

Ser

Glu

85

Secuencia Artificial

120

cadena H de

Gln

Asn

Tyr

Leu

Gly

70

Asp

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Val

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

110

anticuerpo humanizado hB-F5L4M

Asp

Ala

25

Gln

Ile

Thr

Val

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Leu

Lys

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Ser

Ser

30

Gln

Val

Thr

His

Leu

15

Thr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Gly

Ser

Pro

Asp

Ser

80

Arg
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Glu Leu Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

<210> 3
<211> 550
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

anticuerpo humanizado hB-F5

<400> 3

gaggagctcc
gggcctcecccea
tggggtcagt
aggggtgtte
cactttgctg
gtggagtctg
ggggaggctt
tcgggtttcea
gtttcagtga
ctggagtgga
ttggtgtgat
tctgtgaggg
gcagattcac
atgaacagct
tgaagaccga
tacgacgtgg
gggcctggtt
ggtaagaatg

gccaagcttg

100

Secuencia Artificial

agacaatgtc
60
gtcagggaga
120
tttecttttyg
180
ggtgaaaccc
240
ctgccggatyg
300
ttcagtcaaa
360
tatttcaaga
420
agacactgcc
480
tgcttactgg

540

105

tgtctectte

tgcegtattce

tctccaggtyg

ggaggttctc

tactgggttc

tctgagaatt

gatgattcaa

gtttattatt

ggccaaggga

ctcatcttcecc

acagcagcat

tcctgtcaga

tgaggctctc

gccaggctcec

atggagcaaa

aaaacacggt

gtagtgcctce

ctctggteac

110

Parte de pléasmido que codifica dominio V de cadena H de

tgccegtget

tcacagactg

ggaacagctt

ctgtgcagcc

agggaagggg

ttatgcagag

ctatctgcag

ctattatagg

tgtctettea
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550
<210> 4
<211> 498

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

anticuerpo humanizado hB-F5

<400> 4

ggaggatcca
aatgacatat
ttcaattata
attcctgact
acaggtgcect
tgtgtctctg
ggcgagagggd
tggctacagt
tatatatatt
ttaécttgca
tccatcctag
gacagatttc
actctcacca
tcagcacagt
agggaacttc
tgagtagaat
ttaaatttta

498

<210> 5

<21l> 372

Secuencia Artificial

attatctgct
60
tctgagacag
120
acggggacat
180
ccaccatcaa
240
ggtaccagca
300
aatctggggt
360
tcagcagccet
420
cgtggacgtt

480

gacttataat

cgtgtataag

cgtgatgacc

ctgcagggcc

gaaaccagga

ccctgaccga

gcaggctgaa

cggccaaggg

actactagaa

tttatgtata

cagtctccag

agcaaaagtg

cagcctccta

ttcagtggca

gatgtggcag

accaaggtgg

e\

Parte de plédsmido que codifica dominio V de cadena K de

agcaaattta

atcattgtcc

actccctggce

tcagtacatc

agctgctcat

gcgggtctgg

tttattactg

aaatcaaacg

agcttett
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<212> ADN
<213> Mus
<400> 5

caggaatacc
tctgaaactc
tcctgtgtca
tecgecagect
ccagggéagg
ttatggagca
aattatgcag
aaaaagcagt
gtctatctgc
ttgtagtgcce
tcctattata
gactctggte
actgtctctg

372

<210> 6

<211> 383
<212> ADN
<213> Mus
<400> 6

gacattgtgc
gagggccacc
atctcatgea
atattggtac
caacagatcc
cctagaatcet

ggggtccctg

caacatccat

musculus

ttgtggagac
60
cctegggttt
120
ggctggagtg
180
agtctgtgag
240
agatgagcag
300
ggtacgacgt

360

musculus

tgacacagtc
60

gggccagcaa
120

caggacagcc
180

gcaggttcag

240

¢cgggggaggc

cagtttcagt

gattggtgtg

gggcagattc

attgagagag

gggggcctgg

tcecttettece

aagtgtcagt

acccaaactce

tggcagtggg

ttggtgaggce

gactgcecgga

atttcagtca

actatttcaa

gaagacactg

tttgcttact

ttagttgtat

acatctggct

ctcatctatc

tctgggacag

7;@%

: ctggaaattc

tgtactggcet

aatctgagaa

gagatgattc

ccacttatta

ggggccaagg

ca

ctctggggca

acagttatat

ttgcatccat

acttcaccct



6 (‘)/f
cctgtggagg aggaggatgc tgcaacctat tactgtcagc acagtaggga

acttcecgtgg 300

acgttcggtg gaggcaccaa gctggagatc aaacgggctg atgctgcacc

aactgtatcc 360

atcttcccac catccagtga gca
383

<210> 7

<211> 124

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 7
Gln Glu Tyr Leu Val Glu Thr Gly Gly Gly Leu Val Arg Pro Gly Asn

1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Val Thr Ser Gly Phe Ser Phe Ser Asp Cys

20 25 30

Arg Met Tyr Trp Leu Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

35 40 45

Gly Val Ile Ser Val Lys Ser Glu Asn Tyr Gly Ala Asn Tyr Ala Glu

50 55 60

Ser Val Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Ser

65 70 75 80

Val Tyr Leu Gln Met Ser Arg Leu Arg Glu Glu Asp Thr Ala Thr Tyr

85 90 95

Tyr Cys Ser Ala Ser Tyr Tyr Arg Tyr Asp Val Gly Ala Trp Phe Ala
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100

105

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp Ile

1

Gln Arg

Gly Tyr

Lys Leu

50

Arg Phe

65

Pro Val

Glu Leu

115

8

111

PRT

Mus musculus

8

Val

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

Leu

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Glu

Trp

100

Thr

Ile

Ile

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Gln

Ser

Tyr

Leu

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Ala

Gly

120

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Ser

Ala

25

Gln

Ile

Thr

Thr

Gly

105

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Leu

Lys

Ile

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Val

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Val

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

110

Ser

Ser

30

Gln

Val

Asn

His

Ile

110

Leu

15

Thr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Ser

Pro

Gly

His

80

Arg
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<210> 9
<211> 23
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 9
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys

20

<210> 10
<211l> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 10

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

1 5 10 15
<210> 11

<211l> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 11
Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys

20 25 30

<210> 12
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<211>

<212>

<213>

<400>

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

1

<210>
€211>
<212>
<213>

<400>

10
PRT
Homo sapiens

12

5

13

30

PRT

Homo sapiens

13

P

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Gly

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

5

20 25

14

14

PRT

Homo sapiens

14

5

15

32

PRT

Homo sapiens

15

30
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10

v

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln

1

5

10

15

Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Thr Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

20

16

11

PRT

Homo sapiens

16

25

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

5

17

124

PRT

Secuencia Artificial

dominio V de

17

Glu Glu Gln Leu Val

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser

20

Arg Met Tyr Trp Val

35

Gly Val Ile Ser Val

cadena H de

Glu Ser Gly

Cys Ala Ala

Arg Gln Ala

40

Lys Ser Glu

10

30

anticuerpo humanizado hB-FS5H37V

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Gly Leu Val Lys

10

Gly Phe Ser Phe

Gly Lys Gly Leu

45

Tyr Gly Ala Asn

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Gly Gly

15

Asp Cys

Trp Ile

Ala Glu
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50

Ser Val Arg Gly Arg Phe

65 70

Val Tyr Leu Gln Met Asn

85

Tyr Cys Ser Ala Ser Tyr

100

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
115

<210> 18

<211> 111

<212> PRT

11

55

Thr Ile

Ser Leu

Tyr Arg

Leu Val

120

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> dominioc V de cadena K de

<400> 18
Asp Ile Val Leu Thr Gln

1 5

Glu Arg Ala Thr Ile Asn

20

Gly Tyr Ser Tyr Ile Tyr

35

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu

Ser Pro

Cys Arg

Trp Tyr

40

Ala Ser

Vo b

60

Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr

75 . 80

Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr

90 95

Tyr Asp Val Gly Ala Trp Phe Ala

105 110

Thr Val Ser Ser

anticuerpo humanizado hB-FSL4L

Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

10 15

Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Ser

25 30 9

Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro

45

Ile Leu Glu Ser Gly Val Pro Asp
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50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser

65 70 75 _ 80

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Ser Arg

85 90 95

Glu Leu Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105 110
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

(21) N° de solicitud:
22) Fecha de solicitud:
(30) Prioridad  (31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais

0804684.9 13/03/2008 GB
0817810.5 29/09/2008 GB

(51) Int Cl: C07K 016/028

(71)Solicitante(s) ~ BIOTEST AG

(72) Inventor(es)  MATTHIAS GERMEN

Y OTROS

(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  13/10/2010

(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT
Fecha de presentacién de la solicitud: ~ 10/03/2009
No. de solicitud PCT/EP2009/052811

(87)  Publicacién internacional

Fecha: 15/10/2009
N° publicacién: WO 2009/124815 A1

(54) Titulo:  AGENTE PARA TRATAR ENFERMEDAD

Reivindicacién(es):

1. Una composicidn farmacéutica para tratar una enfermedad
autoinmune, caracterizada porque comprende un portador
farmacéutico aceptable y un agente capaz de activar células T
regulatorias CD4+CD25+, en donde la composicién se va a
administrar a un sujeto en una dosis del agente de 10 mg a
200 mg.

2. Una composicién farmacéutica de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizada porque el agente se va a
administrar a un sujeto en una dosis del agente de 15 mg a 80
mg.

3. Una composicién farmacéutica de conformidad con la
reivindicacién 2, caracterizada porque el agente se va a
administrar a un sujeto en una dosis del agente de 20 mg a 60
mg.

4. Una composicion farmacéutica para tratar una enfermedad
autoinmune, caracterizada porque comprende un portador
farmacéutico aceptable y un agente capaz de activar células T
regulatorias CD4+CD25+, en donde la composicién se va a
administrar a un sujeto en una dosis del agente de 5 a 60
mg/m?2 de 4rea superficial del cuerpo del sujeto.

5. Una composicién farmacéutica de conformidad con la
reivindicacion 4, caracterizada porque la composicién se va a
administrar a un sujeto en una dosis del agente de 6 a 50
mg/me,

6.. Una composicidn farmacéutica de conformidad con
la reivindicacion 5, caracterizada porque la composicion se va
a administrar a un sujeto en una dosis del agente de 8 a 40
mg/m2,

7. Una composicion farmacéutica para tratar una enfermedad
autoinmune, caracterizada porque comprende un portador
farmacéutico aceptable y un agente capaz de activar células T
regulatorias CD4+CD25+, en donde la composicion se va a
administrar & un sujeto en una dosis del agente de 0.1 a 2
mg/kg.

8. Una composicién farmacéutica de conformidad con
la reivindicacién 7, caracterizada porque la composicion se va

a administrar a un sujeto en una dosis del agente de 0.15 a
1.5 mg/kg.

9. Una composicidon farmacéutica de conformidad con la
reivindicacion 8, caracterizada porque la composicion se va a
administrar a un sujeto en una dosis del agente de 0.2 a 1
mg/kg.

10.  Una composicién farmacéutica de conformidad con
cualquier reivindicacién precedente, caracterizada porque la
enfermedad autoinmune se elige de psoriasis, artritis
reumatoide, esclerosis mltiple, diabetes tipo-1, enfermedades
inflamatorias intestinales, enfermedad de Crohn, tireoiditis
autoinmune, miastenia gravis autoinmune, lupus sistémico
eritematoso y enfermedades relacionadas a transplante tales
como de injerto-contra-hospedero o aspectos de tolerancia
general de drganos.

11. Una composicién farmacéutica de conformidad con la
reivindicacion 10, caracterizada porque la enfermedad es
psoriasis.

12. Una composicién farmacéutica de conformidad con la
reivindicacion 11, caracterizada porque la composicién es
capaz de tratar psoriasis al proporcionar al menos una mejora
del 40% en fa calificacion de Area de psoriasis e indice de
Severidad (PASI) del paciente.

13. Una composicién farmacéutica de conformidad con la
reivindicacién 12, caracterizada porque la composicidn es
capaz de tratar psoriasis al proporcionar al menos un 50% de
mejora en la calificacion de Area de Psoriasis e indice de
Severidad (PASI) del paciente.

14. Una composicién farmacéutica de conformidad con la
reivindicacion 10, caracterizada porque la enfermedad es
artritis reumatoide.

15.  Una composicién farmacéutica de conformidad con
cualquier reivindicacion precedente, caracterizada porque la
compasicidn es para administracidn parenteral.
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Industria y Comercio . ADMISION A TRAMITE — NUEVAS CREACIONES

BUPERINTENDENCGCITA

PATENTE DE INVENCION [3\ MODELO DE UTILIDAD [ ] Art 33 Declsion 486/00

Lf_, Indicacion que se solicita una patente. _

Z Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

[/ Descripcién de Ia invencién ;

[Z]/ Dibujos de"serr'eStos pertinentes

IZ/ Comproba.nte'de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)
Completa D Incompleta D _

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

Indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen) L
Dibujos dé ser estos pertinentes

[
HiBRNEN

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

Completa I:I Incompleta [:J

DISENO INDUSTRIAL D | (Art. 119 Decision 486/00)
L_J Indicacion gue se solicita Disefio industrial
D Datos de identificacion del salicitante o de la persona que presenta la s'.bllcitud
D Representacién'gréﬁca y fotogréfica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio
D Comprobante de pago de las tasas establecidas
Completa [:] Incompleta [:]

@ Esauema e TRAZADO [ ] - (Art. 92 Decision 486/00)

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

Comprobante:de pago de las tasas establecidas

Completa D incompleta D

s[alsls

PINZ-FNA 120N0-11-1R)
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Bogota D.C.,

2020

Doctor(a)

SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA
Apoderado(a) y/o Representante de
BIOTEST AG

REFERENCIA Radicacién No. 10 127112
Solicitud internacional PCT/EP2009/052811
Fecha inicio fase nacional 13/10/2010

Tramite 11

Evento 378

Actuacion 430

Oficio No. lgam] 3

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisién 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. El solicitante debe presentar un nuevo titulo que permita identificar la materia de la cual trata la solicitud, ya
que el titulo relacionado no se encuentra con la precisién necesaria para identificar claramente el objeto de la
solicitud de patente. (Regla 4.3 PCT, Art 26-27 D-486, Circular Unica 5.2.9)

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesién del derecho a la patente del inventor al
solicitante 0 a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decision 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Cédigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacion en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerara abandonada y
perdera su prelacion.

Continua en la pagina siguiente...

Al contestar favor indique el nimero de Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacién que se encuentra a continuacién Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int, 2 Tel; 5880070
Call Conter 6513240. Linea 01800-910165
Web: www sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogotéa D.C. - Colombia



Continuacién radicado No: 10 127112 . e
Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Notifiquese el presente oficio conformeg a lo dispuesto en el numeral 5.2, literat e), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.10 de/2001.

/ '/

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Directora de Nuevas Cyeaciones (c)

fimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha__ 7 ? ”mf 217]0

El anterior requ

adpal1
Al contestar favor Indique el nimero de Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, §, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacién que se encuentra a continuacién Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 5880070

Call Center 6513240, Linea 01800-810165
Web: www.slc.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogoté D.C. - Colombia



