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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
@ SOLICITUD DE:
LZI Patente de Invencién. [] Patente de Modelo de Utilidad.
Capitulo . O capitulo I,
@ Nombre: BIOTEST AG
Sociedad constituida y existente bajo las
SOLICITANTE leyes de Alemania. IDENTIFICACION
) c.C. L] NIT ]
Direccion: Landsteinerst. 5,
63303 Dreieich, CE. O Otro O
Alemania Cual
Domicilio: Dreieich, NUmero S
Alemania
Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 42, No. 72-35 C.C. [x] NIT |:|
Teléfono: 347 36 1
REPRESENTANTE| 511 86 50 C.E. O Otro ]
O APODERADO E-mail: clientes@cavelier.com Cual ____
Domigilio: Bogot4, Colombia. Numero 35.456.344 T.P 23.555
1. Frank OSTERROTH 2. Siike AIGNER
@ Konrad-Adenauer-Allee 22, An der kurzen Gewanne 24,
63128 Dietzenbach, 67227 Frankenthal,
INVENTOR (ES) Alemania Alemania
(72) 3. Christoph UHEREK 4. Andrea WARTENBERG-DEMAND
Lachenwoerthsweqg 6, Waldstrasse 68,
63500 Seligenstadt, 35440 Linden,
Alemania Alemania
5. Anatoly RUDNEV 6. Michael SOLDAN
Gluckensteinweg 52b, Lahnstrasse 2, 35216
61350 Bad Homburg, Biedenkopf,
Alemania Alemania
7. Christoph BRUECHER 8 Benjamin DAELKEN
Unter den Tannen 3a, Elecnore-Sterling-Strasse 40,
65760 Es chhorn, 60433 Frankfurt am Main,
Alemania Alemania
9. Cahntal ZUBER 10. Niklas CZELOTH
Schwarzwaldstr. 15, Pappelweg 9,
60528 Frankfurt am Main, 63303 Dreieich,
Alemania Alemania
11. Gregor SCHULZ
Rosenstrasse 13,
79224 Umkirch,
Alemania

PCT (86)

©]

Solicitud Internacional No. PCT/EP2009/061210
Publicacién Internacional No. WQ 2010/034590 A1

Fecha: 31 de agosto de 2009
Fecha: 01 de abril de 2010
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O,

Titulo (54)
COMPOSICION PARA TRATAR ENFERMEDAD

Clasificacion Internacional (51) A61K 039/395

©| O

® 000 0000 EO00F E HE e[

Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
siBd no[] GB 29 de septiembre de 2008 0817810.5
GB 29 de septiembre de 2008 0817811.3
GB 29 de septiembre de 2008 0817809.7
EP 10 de_ marzo de 2009 PCT/EP2009/052811
EP 10 de marzo de 2009 PCT/EP2009/052809
EP 10 de marzo de 2009 | PCT/EP2009/052810
@ Comprobante de pago No.: 11-0033678 Fecha: 12:de abril de 2011
Comprobante de pago No.: 11-0035361 Fecha: 15 de abril de 2011
Comprobante de pago No.: 11-0035420 Fecha: 15 de abril de 2011
Comprobante de pago No.: 11-0035421 Fecha: 15 de abril de 2011
Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 571.000.00.

Comprobante de pago por 73 reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacion
por $1.971.000.00.

Documento que acredita la existencia y representacion 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 ia solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

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

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.
Traduccion del examen preliminar efectuado por la |PEA.
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, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el
extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

L
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@ FIGURA CARACTERISTICA

@ Solicito la concesién de la patente,

NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
FIRMA : irm Clameit ASElE I e 2

F§\ C.C. 35.456.344 de Usaquen T.P. 23.555
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DOCUMENTOS ANEXOS

: @ Publicacién Internacional WO 2010/034590 A1

Descripcién:
Paginas 38 en espaiiol
Reivindicaciones: Numero (s) 83

Figuras: Numero (s} 8

. @ Forma PCT/ISA/210. Informe de Busqueda Internacionai.

: @ Listado de Secuencias.

(5]

Forma PCT/IB/306. Notificacion de la inscripcion del inventor NIKLAS CZELOTH.

[&]

Forma PCT/IB/306. Notificacion de la inscripcion del inventor GREGOR SCHULZ.

[l

Extracto de publicacién.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA FASE
INTERNACIONAL
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Represcntacién y Poder con autenticacion -notarial y Apostille
para patentes, modclos de utilidad, discfiod” industriales,
marcas de fabrica, nombres comerciales, ensefias, nombres
de dominio, lemas comerciales, Heencias.

Representation and Power-of- Attorney with  notarial
authentication and Apostille for patents, utility modcls,
industrial designs, trademarks, commercial names, irade
cmbliems, domain names, slogans, ficenses.

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY

Yo (nosotros), abajo firmado (5)/1 (we), the undersigned

o9
3 o%;

e O

BIOTEST AG

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

pur ¢l presentc nombramos s EMILIO FERRERO, tpa. 31929: LUZ
CLEMBNCIA DE PAEZ, ips. 23555 y DANIEL PENA, tpa. 65620,
domlciliades en la Carrern 4% W° 72-35, Bogoui. Colombia, en
obedecimiento & lo dispuesto en cl pardgrafo lo del Artlculo -543 del
Cédipo dc Cumertlo, el primero camo principel y los demds como
suplentes, en su orden, como mis (nucstros) represcntanics en todos los
asuntos dc propisdad Industial con facultad pam reciblr notificaciones y
ymbrar apoderados judiciales o extrajudiciales. El primer representante
suplenie reemplozara al principul en caso de ausencla o impedimento
temporel o definitivo de agquél. La mismu regia sc aplicard cuando ¢l
scgundo representante suplonte haya de rcomplazar a2l primero. o el
terecro al segundo, En toles casos, cl represéntante principal, o el
primero, o segundo suplentc, cn su cosn, o ambos, declarardn su
"ntencién de no gjercer lu  pepresentacién mediante  declaracion
sutenlicada por Notario Publico en Colombia, o por Notario u otro
Funclonario Péblico, o Cénsul de Colombila, en ¢l exirunjero; y si sc
mratare de impedimento, con cl certiflcado respeclivo, Sialgune de los
nombrados faltare definitivamente, el slguiente tomard sy lugar, Cuando
cesare la ausentia ¢ impedimenlo de) representante principal, o de su
primere o scgunde suplentes, &n su  case, podran ciercer la
representacion, n su orden, unc u utros septn el caso, nsumiéndola por
¢} solo hiecho de cjercerlu, ceésendo en ese momento el gjercicio de s
representacién por ¢l primeto, segunda o tercer suplentc €n sU cuso,

Ademaes, conficro (conferimos) peder a los abogados arriba nombrudos,
para obtener 1o proteccién de mi {nucstea} propledad industnul y contra
n competencla desleal, a cuyo efectn autorizo (umos) a los dichos
apoderados purs que me (nes) representen vrle cualesguiera cntidades o
personas, ejerzan o no jurisdicsidn, especlalmente mnle las del orden
administrative. conlzncioso.administrativo y judicial, asi como 1los
tribunales de arbitramento, en todo lo concemicnte u los sigulentes
asuntos: a) Obtencion de patentes de invencion, modelos de wilidad. y
discfios industriales; el registro dc marces de fibricm, colectivas,
defensivas, de serviclo, lemus comerclales, nambres comerciales,
gnsehas, nombres de dominio, veriedades vegetales y denominacioncs de
arigen; su renovacién, raspase, cambiv de nombre o domicilio,
cuncelacidn voluntaria; y ¢l regisiro de leenelas de uso de ¢s50s derechos;
b) Lus acciones de competencia destenl, proteccidn del consumidor,
oposiciones u wobservaciones, cancclacidn odminisrativa y judicial,
nolldad, medidas cautcleres, concesitn deo licencias, la rtcla, la
proteceion de secretos [nduswiales, y en pgencral los juisies civiles,
penales, administrulives o contenclose. adrninisirativos relaclonados con
cslos derechos; accionce  y procesos Jue promevimQs Q 5e nos

o CAVELLER ABOGADOS
FAXMAYO07 ID. 13

in due compliance with the terms of pamgraph Ust. of article 543 of the
Commercial Code, do hershy appolnt EMILIO FERRERO, tpa, 31929,
LUZ CLEMENCIA DE PAFZ, tpa. 23555 and DANIEL PERA, tpa.
€5620. domiciled ul Cncrera 4" W° 72-35, Bogotd, Colombis, the first as
principal and the others as alicmates, in the order ol thelr appointment, as
our Tepresenlstives for all industrial properiy maners with faculty to
receive notlfications and o eppeint allorneys In and out of Court. The
first aliernate shall replace the principal in esse of his absence or of
temparul or definitive impediment The same rule will apply when the
second aliernatc reprasentarive is lo replace the first one, or when the
third is to replece the first or second alternates in thelr wm, or both of
them, second. In such cises, the principal representative, or the first or
second alternates in their turn, or both of them, shall state their Intcntivn
not to et as representatives through a declaration given before a Nory
Public in Colombia, or before & Notary or another Public Officis! or a
Colomblan Consul abroud; and i casc of impediment, the uppropriate
certificate shall suflice. If any of \he uppointaes were to be definitely
absent, the fotlowing alternatc shull 1eke his place. When the abscnec or
impediment of the principel representative. or of the first or second
alternate in their lum ceases, the representatlon can be taken agaln In their
sequence, by the prineipal. the [imt or second shicrmule depending on cuse,
and the mere facl or its exercise will suflice. The cxcreise of the
represcntation by the firsy, second or third alternates in their rurn shall end
al such time.

In additien, we gront 8 Power of Attomey in faver of the above_named
atiomeys-al-law so that thcy may obtain the protcclion of my (our)
industrial property and sgainst the unfair competition, for which purpose 1
{we) suthorize Lhe said arorneys lo reprosent me (us) belore any
authorities or persons, with or without jurisdiction, specially thosc
administrative, adminisiralive contentlous and judicial, ag wcll as before
Arbitration Court, in all matters concerning the following: o) Obtainment
af patents, utjlity models ond Induswrial designs: the registration of
- rrademarks, collective, defensive and service marks, slogans, commercial
nemes, lrade  emmblems, domain  names, vepelal  veriedes  and
denominatians of origin; its renewal, assipnment, change ‘of name or
domicile, voluntary cancellation; and the registrution of licenses of use of
the above dights; b) Acdons of unfair competition, proteclion ta the
consumer, oppositions or obscrvations, odminisoative or  Count
concellation, nullity, infringzmeny, granting of liecnses, the action for writ
mundamusg, the protcetion of tradc secrets, and in generel the clvil, penal,
and administreive suiws relating to those rights; actions und sults
instituted by me (us) or aguinst me (us). And that in all the above matiers

they muy substiwtc thl< Pow o comps &ﬁ*‘m
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, conciliets, admit
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van, Y para gue en todas los asuntos amba  derziminados,
:dan sustitulr efte mandulo, trinsigir, canciliar, admitir los hechos del

ceso. desistir, cancedar, reclblr,
ntes aficlosos,

the facts of Whe cuse, desisy, cancel, reccive. resign. and ratify acs donc by
representatives without a power of attorney.
renunclar, y rutificar los actosx de

Tando y firmado hoy/Given end signed this '25 . Mai 2007
enfin__Rreicich, ) Gernany

fcymearran 1111 FAY/ 1 e jﬁ,f,g&amw(

“EBWMONOTARIO SEXTO (ELDEL CIRCULO DE BOGQTA;
DLCTHAGOCONSYAR T ( {z )\ FOTACORIA COINSIDE]
;CDN%IEL GRIGIA L P E R TENET A LA VISTA:

S BnGoTs

m’//////// .
//.{/fasé ! " )

© CAVELIER ABOGADOS
FaXmAYe? (D, 13
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= < ' o UR.-Nr. 11172007 des idotars Wolfgang Knipp in Dreieich

t

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)

| mﬁb'scr' o Notarjo Certifica: Que la firma que snlccede de
r Pzter Pustoslemsek u, Ulrike Burkhard

NOTARIAL CERTIFICATION (COMPANY)

The undersigned Notary certifies: That the preceding signature of

s suténtica; que &) signatario desempefia actualmente el cargo
: Prokuristen
2 la compafila BIOTEST AG

Nr. Peter Pustnsl :
is authentic, that the signatory currently acts in the posirion of
Prokuristen
of the company BIOTEST AG

'
sciedud que actualmente existc y esta organizada de acuerdo a
is leyes de Alemanla

que !a dircecion ﬁe dicha compafila es Landstelnerstr. 5,

3303 Drcicich, Alemania

a company currently existing and organized under the laws of
Germarny

beim Amtsgericht. Offenhach HRB 42396 .
Lhat the address is Landsteinerstr. 5, 63303 Dreicich, Germany

que ¢l signatarlo tlene facultad para otorgar este documento.

“odos los hechos anteriorcs & constan por haber examinado los
locumentos respectivos y de Lodo ¢llo da fe.
dado y firmado en Dreieich

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

The Notary Public is aware and attests to Lhe abave facts upen
examination of the corresponding documents.
Given and signed in Oreieich

2| 25. Mai 2007 e | on /-~ 25 Mai 2007
7 " \
g e
W. Knipp "(_/,; v W. Knj y:é“ :
LEI‘ﬁota:z’o Publico - JThe Nofary PublIE >
{Firma-sello) (Siznature-scal)
APQSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. COUIIETY. 1eiiveiernevaeeeeoeeeerrebttrrssimases et e abe e srnce b rattestsssssabnnes’
This public document
has been SIgNed by ...oo.uu i e
3. acting in the capacity of ... .
bears the seal/stamp of ...
Certified
5. EN SRR G.the i e
7. 52 TR ERT RS
8. 2T T T
9. Scal/stemp 10. Signature
TS TT A BT (E] DELCIRCULO 0 BOACTA;
R Gt A FOTOCO COMCIDE
f'COH/’,?EKLY_\RE&EE{M:_"ﬂu‘f"f'HEf‘-"“inﬂz'ﬁA'
. ]
© CAVELIER ABOGADOS e

FAXMAYOTID. 13
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APOSTILLE T
(Convention de La Heye du 5 octobre 1961)

1. Land: Bundesrepublik Dewtschland
Diese Sf¥eatliche Urkuade

2. ist waterschrieben von wwe{%x{gé’ﬂwp

3.in seisver Eipeoscheft als ., Notr

4. sie ist versehon mit dem Siesal/Stempe! des . Notars

Wetfoaug. e in.. Dicieid...

Bestatigt .
5. in Darmetadt 6. am - B Juni 2007
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THRADUCCICON OFICIAL No. 07.06/07a realizada por Diege Vargas, Traductor
Oficial, Resolucidn No. 0001 de 1999 del Ministerio de Justicia,

registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia.

A continuacién se traducen los sellos vy legalizaciones de un
documento mediante el cual BIOTEST AG, domiciliado en Landsteinerstr.
5, 63303 Dreieich, Alemania, otorga derechos de representacidén vy
poder a los Doctores Emilio Ferrero,.tpa. 31.929; Luz Clemencia de
Pdez, tpa. 23.555 y Daniel Pefla, tpa. 65620, ‘domiciliados en la
Carrera 4a No. 72-35, Bogotd, Colombia. )

3

Pado y firmado el 25 de mayo de 2007 en Dreieich, Alemania,

L

e

Biotegt AG Firma Ilegible Firma Ilegible

UR.-Nr. 111/2007 del Notario Wolfgang Knipp de Dreieich
.g ]
CERTIFICACION NOTARIAL ({SOCIEDAD) por medio del @ual se certlflcan

__.f' ~~~ :
I

las firmas del Dr. Peter PustoslemseX vy Ulrlke Burkhard en el
anterior documento a nombre de BIOTEST AG vy adicionalmente se
certifica gue dicha sociedad estéd constituida de confermidad con las
leyes de Alemania, que su direccidén es Landsteinerstr. 5, 63303
Dreieich, Alemania Yy que los signatarios estdn debidamente

avtorizados para otorgar el presente poder.

cutuniﬁn A
r% TOCOPIA couﬁgmé
HE Veu 100 AL

ghiiédNotarial

?%%%%

@”ﬂ,wh_f_

Es traduccién fiel y completa de la cual se deja copid aﬁl

oficina para su confrontacidn. /// s /;ZZfT_dfnrgf

DVZ/ID-8975/WPCLO02G/COLO 05099-701-005-8 EGOF. VAREES 7.
TRADUCTOR £ INTERPRETE c:, CIAL
ESPANOL - INGLES = INGLES - Furammon

RES. Q0O DtENERC‘4iDEI ?
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TRADUCCION OFICIAL No. 13063
de un documento escrito en Alemén, efectuada por Luz Arriaga de Herber, resolucién
del Ministerio de Justicia 599 del 6 de marzo 1978.-

Traduccién de los sellos y autenticaciones en aleman que aparecen en el
documento de representacion y poder, escrito en espafiol e inglés, por medio del
cual BIOTEST AG, domiciliada en Landsteinerstr. 5, 63303 Dreieich, Alemania,
nombra como sus representantes a EMILIO FERRERO, fpa. 31929; 831; LUZ
CLEMENCIA DE PAEZ, tpa 23555 y DANIEL PENA, tpa 65620, domiciliados en la
Carrera 4 No. 72-35, Bogota, Coloribia. - Hay dos firmas ilegibles de los
representanies Iegale_s de. dicha compafia. Dado y firmado el 25 de mayo en
Drelelch Aiemanra - .

Sigue certificacion notarial de las firmas antecedentes en espafiol .e inglés y
certificacién de la existencia de la compafiia bajo HRB 42396 del Juzgado
Municipal de Offenbach el 25 de mayo .de 2005 por el notario de Dreieich,
Wolfgang Knipp. - s

B - APOSTILLE
“(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

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

wi -

o

Certificado

5. en Darmstadt 6. el 6 de junio de 2007
7. por el Presidente del Tribunal Regional L
8. bajo el No. 910 E 2/3 912/07 o

LI

9. Sello 10. Fima o
(sello redondo No. 3 —en tinta -) p.e. Fdo.: firma ilegible -~
E! Presidente del Tribunal Regionatl de Darmstadt Wellenreuther

Juez Presidente

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLEF -"ﬁ“&-"lﬁv B n los archivos de

TR an# FOTﬂc‘mh i
estas oficinas para su confrontacién.j %}}H e 2510 :n ;Ecemcmg_

Bogota, 06 de julio de 2007.

C. 1345 RATAGA DE HEHBER »

p2ANTERT AL oFicIALf .

i wsﬂcln



1
'

0010 P20

s

0B

JEFE OE LEGAL

TR

80GOTA DL

R S A S
XTo s iReUin e
WE LAGR

U &

C’-’\INC!DE{N) CON LA FIRN

A REGISTRADA POR

ELELLUS) EN ESTA NO~&RIA

SANTAFE DE ROGOTA,
. ' N

LU JLL an




10

CAVELIER
ABOGADOS
EDIFICIO S1SK!
WERB SITE: www.cavelier.com CARRERA 4 No. 72 - 35 TELEFONO: (571 (1) 347-3611
E-MAIL:  cavelier@cavelicr.com BOGOTA 8, COLOMBIA TELEFAX: (57) (1) 217-9211 (57) (1) 310-4995

Seficres
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y CCMERCIO
E. S. D.

Poderdante :+ BIOTEST AG

Poder conferido el : 25/05/2007

Yo, EMILIO FERRERQ, obrando como apoderado principal del
poderdante arriba mencionado, mediante el presente escrito
sustituyo el poder a mi otorgade a la doctora LUZ CLEMENCIA DE
PAEZ, identificada con cédula de ciudadania No. 35.456.344 vy
Tarjeta Profesional N°23.555, con tecdas las facultades que me

fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucién conforme ai articulo 66 del

Cédigo de Procedimiento Civil.

A

EMILIO FERRERO
T.P.A. N° 31.929

C.C. N°® 438.019 de Usaguén

" CURINOTARIO, aam {E)DEL'CIRCULO DE B
g é,” }meo :CONEY, % EAFUTOCOPIA' G S&E‘e
;C0K) /jEI. cmamn mu; e TENIDO A" -

Acepto:

54{ 0 é:f)/?é /’)O—( C5 \ﬁf\’é Q gz"glhlﬁh

LUz CLEMENCIA DE PAEZ
T.P.A. N° 23%555

Yt
%3 NOTARIA K ) %X
C.C. No. 35.455%344 de Usaquén -§§§§XLJ%%/‘ )
dSExTA 0L

“-—H

N 8060.047.367-3

et /



MOTARIA SEHTADE BOBOTA
LEOONOCREENTOY PRESF[T Cf\?ﬂ PERSOMAL
Deqats, DO
Ants mi AMPARO QUINTERD AXTURO, 0V20 03
NOTARIA SEXTA DEL CIRCULD DE
SOGOTA B.5.
Comperado{sron)

aron) Q :
an al prasents documenio es(son) le(s) suye{s)y
que el contenldo del miamo an clenio, :
£n conglancia se firma eeta difigancia,

MO ROTARIO SEXTOE
DICANAGD:ET!
CON))EL= ORI
/)ff%ﬁ“ o
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COMPOSICION PARA TRATAR ENFERMEDAD

La presente invencidén se refiere al tratamiento
de enfermedades reumdticas. La invencidén involucra una
composicién farmacéutica altamente efectiva, gue comprende
un agente capaz de activar c¢élulas T regulatorias
CD4+CD25+, tales como un anticuerpo monoclonal humanizado,
y el farmacc metotrexato. La composicién y equipes de la
invencién son particularmente efectivos en el tratamiento
de artritis reumatoide. La invencién prevé composiciones
farmacéuticas o© quipos que comprenden ei agente vy
metotrexato, asi como uscs y métodos de tratamiento gque
emplean las composiciones y equipos.

Enfermedades reuméticas son un grupo de
enfermedades que afectan el tejido conectivo, en especial
las articulaciones y estructuras relacionadas, y se
caracterizan por inflamacidén, degeneracidén o alteracidn
metabdlica. Ejemplos de enfermedades reumaticas son
artritis reumatoide, artritis psoriasica, artritis
reumatoide juvenil y espondilitis angquilosante.

La artritis reumatoide es una enfermedad auto-
inmune que provoca inflamacién crénica de las
articulaciones y tejidos circundantes, y también puede
afectar otros tejidos y o6rganos del cuerpo. La enfermedad
ocurre cuando células T, gue normalmente son tolerantes

respecte a tejide autdlogo, reconocen y reaccionan con
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moléculas "propias", esto es moléculas producidas por las
células del huésped u hospedero. La activacidén de células
T "aute-reactivas" por presentacién de auto-antigenos
procesados por células que presentan antigence (APC =
Antigen Presenting Cells) 1lleva a su expansidn clonal vy
migracién a los tejidos especificos, en donde inducen
inflamacién y destruccidon de tejido.

Hay un gran intervalo de tratamientecs para
artritis reumatoide gue estédn actualmente disponibles,
incluyendo drogas o farmacos de primer linea para controlar
el dolor e inflamacidén clasificados como férmacos anti-
inflamatorios no-esteroidales = AINEs (NSAIDs = Non-
Stercidal Anti-Inflammatory Drugs), por ejemplo, aspirina,
ibuprofeno, naproxeno, etc. El tratamiento secundario de
artritis incluye corticoesteroides (por ejemplo prednisona
y dexametosona), gue son versiones sintéticas de la hormona
cortisona del cuerpo, farmacos antirreumAticos de acciédn
lenta (SAARDs = Slow Acting Antirheumatic Drugs) o férmacos
anti-reumdticos que modifican la enfermedad (DMARDs =
Disease-Modifying  Anti-Rheumatic Drugs), por ejemplo
hidroxicleroguina, sulfasalazina, metotrexato,
penicilinamina, ciclofosfamida, sales de oro, azotipoprina,
leflunomida, etc.

Muchos pacientes con RA recientemente

diagnosticada empiezan con DMARD, tal como metotrexato
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(MTX) . MTX ({acido 4-amino-N1l0-metilpteroil glutdmico) es
un analoge de acido félico, gue se conoce obstruye la
produccidén de una forma de acido félico importante para
células de crecimiento activo tales come  aguellas
encontradas en la piel, sangre, tejidos gastrointestinales
y aquellas involucradas en el sistema inmune. No es
completamente claro come MTX disminuye la severidad de RA,
sin embargo, se considera que juega un papel en la accidn
anti-inflamatoria y se han propuesto una variedad de
mecanismos farmacoldgicos para su  accidn, incluyendo
inhibicidén de sintesis de purina, promocidén de liberacidn
de adenosina, inhibicidén de produccién de citocinas pro-
inflamatorias, y medulacién de inflamacidn (Swierkot et
al., 2006). MTX también se concce que inhibe, por ejemplo,
la actividad de una enzima denominada dihidrofolato
reductasa (DHFR), y también interfiere con otras varias
enzimas.

Otrc grupe de farmacos o drogas para el
tratamiento de RA se denominan modificadores de respuesta
biologica (BRMs = Biological-Response Modifiers), gue
incluyen anticuerpos monoclonales. Ejemplos de estos son
antagonistas a facteor alfa de necrosis de tumor (TNF-alfa),
tales como adalimumab, infliximab, y etanercept, due
trabajan a través de enlace al receptor TNF-alfa o

directamente enlace a la propla proteina TNF-alfa. Varios
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inhibidores TNF-alfa se han aprobado por la FDA para
tratamiento de artritis reumatcide, incluyendo adalimumab
{Humira®), Infliiximabk (Remicade®) vy Etanercept (Enbrel®).
TNF-alfa representa un mediador clave en artritis
reumatoide, y primordialmente se prcoduce por macrdfagos
activados dentro del sinovic de pacientes de RA. Actuando
como una citocina pro-inflamatoria, TNF alfa esté
abundantemente presente en el tejido sinovial de pacientes
de RA. Induce la produccién y liberacidén de guimiocinas
que atraen leucocitos de la sangre en el tejido inflamado
(Tracey et al., 2008). Ademds la mediacidén de inflamacién
sinovial, TNF alfa estd involucrado en destruccién de
articulaciones y degradacidén de cartilago. Adicionalmente,

es capaz de inhibir la actividad supresiva de células T

reguladores de CD4+CD25+ (Andersson et al., 2008).

En algunos casos, los pacientes de RA se tratan
con una combinacién de los farmacos discutidos
anteriormente. En particular, DMARDs frecuentemente se
emplean como un primer tratamiente. Sin embargo, puede ser
conveniente en pacientes en donde no se logra el control de
la enfermedad, el utilizarlos en comkzinacidn con
tratamientos que han sido aprobados mas recientemente,
tales como agentes bioldégicos, por ejemplo antagonistas
TNF-alfa. Se ha reportado que una combinacidén de MTX con

algunos anticuerpos moncclonales (etanercept, infliximab,

/5
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adalimumab vy anakirina) lleva a una mejor eficacia
terapéutica en comparacidédn con terapia MTX sola (Swierkot
et al., 2006}. Sin embargo, MTX ejerce una variedad de
acciones farmacoldgicas y sus efectos clinicos pueden ser
atribuides a miltiples objetives (Wessels et al., 2008}).
De acuerdo con esto, no puede pronosticarse facilmente cdmo
MTX afectara la actividad terapéutica y por lo tanto la
eficacia de un farmaco o drcga gue es efectivo como un sole
agente.

A pesar del intervalo de farmacos actualmente
dispenibles, no todos los pacientes responden bkien a 1los
tratamientos anteriores y hay una cantidad de efectos
secundarios adversos. Por ejemplo, el tratamiento de TNF-
alfa regula por disminucidn al sistema inmune haciendc a
los pacientes tratados, mas susceptibles a infecciones vy
enfermedad. De acuerdo con esto, todavia hay necesidad que
se desarrollen terapias alternas.

En general se estd de acuerdo en que las células
T CD4" juegan una parte principal en inicico y mantenimiento
de auto-inmunidad. De acuerde con esto, se ha propuesto el
utilizar mAbs contra meoléculas de superficie de célula T
CD4" 'y en particular anti-CD4  mAbs, como agentes
inmunosupresivos en el tratamientc de enfermedades tales
como artritis reumateide.

Un ejemple bajo adicional investigacién es el
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anticuerpo anti-CD4 B-F5 (CD4 anti-humano IgGl murino), gque
se ha probado en diferentes enfermedades auto-inmunes. En
pacientes de artritis reumatoide, los resultados observados
en una prueba controlada por placebo con una desis diaria
de B-F5, no indican una mejora significante (Wendling et
al., J Rheumatol; 25(8):1457-61, 1998). Sin embargo, en WO
2004/083247, se desarrclld un anticuerpo B-F5 humanizado ({(a
continuacién referido como hB-F5 o BT06l) que tiene
propiedades de enlace CD4 similares al B-F5 de ratén
precursor. Una evaluacién preliminar del efecto de la
versién humanizada del anticuerpo B-F5 de ratdn en
pacientes que también reciben la droga anti-inflamatoria no
esteroidal Diclofenac, proporciona una indicacidén de 1la
imunosupresién efectiva, reflejada por un efecto clinico
positive en los pacientes cuande se utiliza en un
tratamiento de 10 dias.

El estudio también se describidé por Wijdenes et
al., en un extracto y un cartel presentade en la
conferencia EULAR, Jjunio 2005. Describe el tratamiento de
11 pacientes gque sufren de artritis reumatoide con 6§
infusiones intravenosas de 5 mg de hB-F5 cada dia salteado
con tratamiente c¢oncomitante ceon 150 mg de Diclefenac
(Wijdenes et al., Abstract and poster, EULAR conference,
June 2Q005).

En WO 2004/083247 se anctd que el anticuerpo fue
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capaz de activar un sub-conjunto particular de célula T
Ch4+, es decir células T regulatorias CD4+CD253+ (Tregs).
Estas c¢élulas constituyen 5-10% de las células T CD4+
periféricas, y una vez estimuladas, son competentes para
suprimir la respuesta de células T CD4+ y células T CD8+
asi como inhibir la activacién de célula B y expansidn
clonal. De esta manera, estas células representan un nivel
importante de control en el sistema inmune. En particular,
células CD4*'CD25'Treg estan involucradas en mantener
homeostasis inmune de la periferia y regular auto-inmunidad
e inmuno-respuestas patogénicas.

El tratamiento de artritis reumatoide mediante un
mecanismo que activa las células T regulatorias CD4+CD25+
representa una avenida de investigacidn importante y el uso
de agente hB-F5 en pruebas clinicas fase Il en pacientes
que sufren de artritis reumatoide, se discute en las
Solicitudes de Patentes Internacionales numeros
PCT/EP2009/052809, PCT/EP2009/052811 y PCT/EP2009/052810.

Sin embargo, no puede pronosticarse féAcilmente si
cualquier tratamiento nuevo pueda ser combinado
exitosamente con los actuales tratamientos para dar un
efecto terapéutico benéfico. Como se menciond
anteriormente, estc es el casoc particular con MTX.

Varios estudios han reportado hallazgos que

sugieren que MTX tiene un efecto negativo en células T
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regulatorias y por lo tanto es probable que eviten que se
utilice MTX en terapia de combinacidén con un agente gue se
basa en la activacidén de células T regulatorias CD4+CD25+
por su mecanisme terapéutico. Wascher et al., (1994) vy
Herman et al., (2005} reportan hallazgos que sugieren due
MTX puede reducir el nimero de linfocitos T disponibles.
Wascher et al., reporta que la administracién de MTX en
alta dosis suministrado intravenosamente a 12 semanas
reduce en forma significante (P < 0.01) los linfeccitos en
sangre periférica total y lleva a wuna redistribucién
pronunciada de sub-conjuntos de linfocitos con un efecto
reductivo preferido en linfocitos B (P < 0.005) Y
linfocitos T (P < 0.05). Herman et al., 2005 reportd un
efecto que induce apoptosis de MTX en linfocitos T in
vitro, a concentraciones que reflejan una terapia de baja
dosis en pacientes de RA (7.5 mg).

Ademds, un estudio in vitrce realizado por Porter
et al., 2006 reportd una influencia de MTX en la viabilidad
de células T regulatorias. A concentraciones in vitro de
50 nM (mas alta concentracién analizada), 1la actividad
supresora de células Treg se redujo significativamente de
94% a 88% (p<0.05). Esto sugiere que la presencia de MTX
puede inhibir la supresién de Treg.

AGn mas, Yamaguchi et al., 2007 reportd que

células Treg naturales expresan en forma constitutiva altas
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cantidades de receptor folato 4 (FR4). Ya gque MTX es un
andalogo de folato, se sugiere gue MTX también puede ser
absorbido por las células Tregs. Esta absorcidn
probablemente resultard en interferencia con el metabolismo
dentro de esta poblacién celular.

AUn mas, se conoce gue la actividad terapéutica
de muchos anticuerpos se influencia por receptores Fc en
células que expresan receptor Fc. Algunos anticuerpos
incluso requieren ligar a receptores Fc en celulas gue
expresan receptor Fc para ser activas. Sin embargo, la
terapia MTX se conoce due resulta en una disminucidn de
expresién de Fc gamma Rl en monocitos (Wijngaarden et al.,
2004, 2005} in wvivo. La influencia reductiva de MTX en
expresién de receptor Fc en meonocitos también se ha
demostrado en pacientes gque se trataron con MTX y el
anticuerpo anti-TNF-alfa terapeutico Infliximab
(Wijngaarden et al., 2008). Comc resultado, en general se
considera que MTX influencia en forma negativa la actividad
de anticuerpos de enlace receptor Fc. De acuerdo con esto,
se espera que MTX influencie en forma negativa la capacidad
de un anticuerpo para activar Tregs.

Dado l¢ anterior, se espera que MTX tendra un
impacto negativo en la capacidad terapéutica de un agente
que trabaja mediante la activacidn de células T

regulatorias CD4+CD25+, tal come hB-F5. Como tal, puede
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verse que el resultado de los enfoques de tratamiento en
ccmbinacidn no puede pronosticarse.

Consigderando la técnica previa anteriormente
descrita, el objetive de la presente invencidén es
desarrollar adicionales y mejoradas composiciones
farmacéuticas para el tratamiento de artritis reumatoide.

De acuerdo con esto, la presente invencidn
proporciona una composicién farmacéutica que comprende un
agente capaz de activar células T regulatorias CD4+CD25+ y
metotrexato. La presente invencidén ademas proporciona un
equipo que comprende por separadc un agente capaz de
activar células T regulatorias CD4+CD25+ y metotrexato.

Los presentes inventores han encontrado en forma
inesperada que una combinacién de un agente capaz de
activar células T regulatorias CD4+CD25+ con metotrexato
tiene un efecto terapéutico, y es5 sorprendentemente
ventajoso en relacién al numero reducido de efectos
secundarios relacionados a anticuerpo. La combinacidn
también es sorprendentemente ventajosa en relacidn a la
velocidad en la cual se alcanza un efecto terapéutico de
alto nivel.

De acuerdo con esto, la presente invencidn
también proporciona un método para tratar una enfermedad
reumdtica en un paciente, que comprende una etapa de (a) de

administrar un agente capaz de activar células T
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regulatorias CD4+CD25+ y una etapa (b) de administrar
metotrexato, en donde la etapa (a) y la etapa (b) pueden
realizarse en forma simulténea, separada o secuencial y en
cualquier orden.

Ademés, la presente invencidn proporciona un
método para tratar una enfermedad reumdtica en un paciente
que se somete al tratamiento de metotrexato gque comprende
una etapa de administrar un agente capaz de activar células
T regulatorias CD4+CD25+. En forma alterna, la presente
invencién proporciona un métcdo para tratar una enfermedad
reumdtica en un paciente gue se somete al tratamiente con
un agente capaz de activar células T regulatorias
CD4+CD25+, que comprende una etapa de administrar
metotrexato.

Aun mAs, la presente invencldn proporciona un
método para tratar artritis reumatoide en un paciente
quien no responde a tratamiento con un farmaco anti-
reumdtico que modifica enfermedad (DMARD), gque comprende
una etapa (a}) de administrar un agente capaz de activar
células T regulatorias CD44CD25+ y una etapa (b) de
administrar metotrexato, en donde la etapa (a) y la etapa
(b} pueden realizarse en forma simultanea, separada o
secuencial y en cualquier orden.

Ademéds, la presente invencidn proporciona un

agente capaz de activar células T regulatorias CD4+CD25+ y

22
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metotrexate como una preparacién combinada para  uso
simultaneo, separadc o secuencial en medicina. En un
aspecto, la presente invencidén proporciona un agente capaz
de activar las «células T regulatorias CD4+CD25+ vy
metotrexato como una preparacidén combinada para uso
simulténeo, separade o secuencial en el tratamiento de una
enfermedad reumatica. En un aspecto alterno, la presente
invencién proporciona un agente capaz de activar células T
regulatorias CD4+CD25+ para utilizar en el tratamiento de
una enfermedad reumdtica en un paciente, en donde el
paciente se somete a tratamiento con metotrexato. En un
aspecto alterno adicional, la presente invencidn
proporciona una composicidén gque comprende metotrexato para
uso en el tratamiento de una enfermedad reumdtica en un
paciente, en donde el paciente se somete a tratamiento con
un agente capaz de activar células T regulatorias
CD4+CD25+.

En un aspecto aun adicional, la presente
invencién proporciona un agente capaz de activar células T
regulatorias CD4+CD25+ y metotrexato como una preparaciodn
combinada para uso simultédneo, separado o secuencial en el
tratamiento de una enfermedad reumdtica en un paciente que
no responde a tratamiento con un farmaco anti-reumdtico que
modifica enfermedad (DMARD).

La invencidén se ilustrard a manera de ejemplo

25
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solamente, c¢on referencia a las siguientes Figuras, en
donde:

La Figura 1 muestra los resultades de un ensayo
de proliferacién in vitro realizado con <c¢élulas T
regulatorias CD4+CD25+ gue se toma de dos donadeores (Exp. 1
y Exp. 2) en el Ejemplo 1.

Las Figuras 2A y 2B muestran graficas del % de
pacientes que logran al menos una calificacién ACR 20 sobre
el curso de la prueba clinica descrita en el Ejemplo 2 en
comparacién con pacientes en los grupos de dosis mas
efectivos repeortades en pruebas fase III publicado por
Keystone et al., (2004) y (20C09). La grafica en la Figura
2B es corregida por placebo.

Las Figuras 32 y 3B muestran grédficas del % de
pacientes gque logran al menos una calificacién de ACR 50
sobre el curso de la prueba clinica descrita en el Ejemplo
2 en comparacién con pacientes en el grupo de dosis més
efectivas reportado en pruebas fase III publicado por
Keystone et al., (2004) y (2009). La grafica en la Figura
3B es corregida por placebo.

Las Figuras 4A y 4B muestran graficas del % de
pacientes que logran al mences una calificacién de ACR 70
sobre el curso de la prueba clinica descrita en el Ejemplo
2 en comparacién con pacientes en el grupo de dosis mas

efectivas reportado en pruebas fase III publicado por
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Keystcone et al., (2004) y (2009). La grafica en la Figura
4B es corregida por placebo.

La Figura 5 muestra la secuencia de nucledtidos
(SEQ ID No: 3) de un fragmento del plasmido que codifica la
regién Vy de B-F5 humanizado. La secuencia que codifica la
regiébn V estd subrayada y la secuencia de polipéptidos
correspondiente (SEQ ID ©No: 15) indica abajo de 1la
secuencia de nucleétidos;

La Figura 6 muestra la secuencia de nucledtido
(SEQ ID No: 4) de un fragmento del plésmido gue codifica
las regiones Vg de B-F5> humanizado. La secuencla gque
codifica la regién V estéd subrayada y la secuencia de
polipéptidos correspondiente (SEQ ID No: 2) se indica abajo
de la secuencia de nucledtidos;

La Figura 7 muestra el alineamientc de las
secuencias polipéptido de B-F5 Vg murince (SEQ ID No: &),
FK-001 (SEQ ID Nes: 7, 8 9 y 10), L4L (SEQ ID No: 16), vy
L4M (SEQ ID No: 2} en el disefic de la forma humanizada de
B-F5 (i.e. BTCOeg1l).

La Figura 8 muestra el alineamientoc de las
secuencias de polipéptidos de B-IF5 Vi murino (SEQ ID No:
5y, M26 {SEQ ID Nos: 11, 12, 13 y 14}, H37L (SEQ ID No: 1)
y H37V (SEQ ID No: 15) en el disefioc de la forma humanizada
de B-F'5.

Como se describid anteriormente, la presente

25
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invencién proporciona una composicidén farmacéutica gue
comprende un agente capaz de activar células T regulatorias
CP4+CD25+ y metotrexato. La presente 1lnvencidén ademas
proporciona un equipo que comprende por separado un agente
capaz de activar células T regulatorias CD4+CD25+ vy
metotrexato.

El agente capaz de activar células T regulatorias
CD4+CD25+ y metotrexato puede estar en una sola formulacioén
o en formulaciones separadas. Las formulaciones pueden
consistir del agente y/¢ metotrexato. En forma alterna,
las formulaciones pueden comprender el agente y/o el
metotrexato y ademds comprender componentes farmacéuticos
aceptables, tales como portadores ¢ excipientes.

En un aspecto de la invencidén, el agente y/o
metotrexato se adaptan para administracién parenteral, de
preferencia administracién intramuscular, intravenosa o
subcutanea. Se prefiere més que el agente y/o metotrexato
sean adecuados para administracién subcutanea.

En una modalidad de este aspecto de la invencién,
el agente y/o metotrexato se adaptan para administracién
intravenosa y se proporcionan en un volumen de dosis de 0.5
a 500 ml o en una forma de dilucién al volumen de dosis de
0.5 a 500 ml. En una medalidad alterna, la composicidn es
adecuada para administracién subcuténea o intramuscular y

se proporciona en un volumen de dosis de 0.1 a 3 ml. En

26
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forma alterna, el agente y/o metotrexato scon adecuados para
proporcionar un volumen de dosis de 0.5 a 1.5 ml ¢ 15 a 25
ml.

En un aspecto alternc, el metotrexato se adapta
para administracidén oral y puede estar en la forma de
tabletas.

En aspectos adicionales de la invencién, la
composicidén o equipo pueden ser adecuados para utilizar
como una sola dosis o adecuado para uso como parte de una
pluralidad de dosis, en particular, en donde la dosis se va
a administrar en forma semanal, una vez cada dos semanas,
una vez cada cuatro semanas, una vez cada sels semanas o
una vez cada ocho semanas.

En una modalidad de este aspecto, el equipoc de la
invencién comprende una pluralidad de dosis separadas del
agente y el metotrexato. En una modalidad adicional, un
empaque de dosis se proporciona que comprende una
pluralidad de dosis empacadas  por separado de la
composicidn farmacéutica.

En una modalidad aspecifica, el agente,
opcionalmente con el metotrexato, es adecuado para
administracién subcutdnea y se proporciocna en una forma
lista para administraciédn que no requiere dilucidén de
manera tal que pueda administrarse facilmente por personal

no médico.
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Los agentes que son adecuados para utilizar en la
presente invencién son aquellos que son capaces de activar
células T regulatorias CD4+CD25+. El1l agente puede ser un
polipéptido, wuna proteina o un anticuerpo. Cuando el
agente es un anticuerpo, puede S&r un anticuerpo
monoclonal. De preferencia, el anticuerpo es un anticuerpo
anti-CD4 monoclonal. E1l anticuerpo también de preferencia
puede ser un anticuerpo IgGl y puede ser un anticuerpo IgGl
no modificado.

Los anticuerpos gque son mas adecuades para
utilizar en la presente invencidén son anticuerpos anti-CD4
humanizados, o sus fragmentos o derivados, dque son capaces
de activar células T regulatocrias CD4+CD25+. Ejemplos de
anticuerpos que son capaces de activar ceélulas T
regulatorias CD4+CD25+, se discuten per Becker et al.,
(European Journal of TImmunology (2007), Vol. 37: pags.
1217-1223) y se describen en WO 2004/083247.

En general, el anticuerpc empleadc en la presente
invencién comprende uno o mas dominios variables dgue son
capaces de ligar a CD4. El anticuerpo puede comprender una
regidén constante humana (Fc¢). Esta regidén constante puede
seleccionarse entre dominios constantes de cualquier clase
de inmunoglcbulinas, incluyendo IgM, IgG, IgD, Igh y IgE, ¥
cualguier isotipo, incluyendo IgGl, IgGz, IgG3 y IgG4.

Regiones constantes preferidas se eligen entre dominios

¥



10

15

20

25

18

constantes de IgG, en particular IgGl.

La presente invencién también incluye cualquier
fragmento del anticuerpo. Fragmentos de preferencia
comprenden las regiones V o de enlace antigeno del
anticuerpo y en particular son los fragmentos Fab, Fab',
F(ab)';, Fv y sclv.

En un aspecto particularmente preferido de 1la
presente invencién, el anticuerpo es un anticuerpo anti-CD4
humanizado ¢ fragmento o derivado del mismo, derivado del
anticuerpo anti-CD4 monoclonal de ratdn B-F5S. El
anticuerpo puede ser un anticuerpo anti-CD4 humanizado que
comprende una secuencia gue comprende las regiones gue
determinan complementariedad {CDRs} del anticuerpo
moncclonal de ratén B-F5, opcionalmente con variaciones en
la secuencia gue no afectan substancialmente la
especificidad de anticuerpo y/o su afinidad.

Ejemplos de anticuerpos se proporcionan en WO
2004/083247, en donde se describe la prcduccidén de varias
versiones humanizadas del anticuerpo B-F5 de ratédn. En
particular, WO 2004/083247 describe la produccidén de un
anticuerpo humanizado BT061 (hB-F5) que tiene dominios V
definidos por las siguientes secuencias peolipéptido:

dominio V cadena H:
EEQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGESEFSDCRMYWLRQA

PGKGLEWIGVISVKSENYGANYAESVRGRETISRDDSKNTVYLOMNSLKTEDTAVYYCS
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AS YYRYDVGAWFAYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 1)

- dominio V cadena L:
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSTSGYSYIYWYQQ
KPGQPPKLLIYLASILESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQOHSRELPWT
FG QGTKVEIK (SEQ ID NO: 2).

Derivados de este anticuerpo también son
adecuados para utilizar en la presente invencidn.
Derivados incluyen aquellos con dominios V definidos por
las secuencias polipéptido que tienen al meneos 80%, de
preferencia al menos 9%0%, mads preferiblemente al menos 95%
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2.

Anticuerpos particularmente preferidos son
agquellos que comprenden las regiones de determinacién de
complementariedad (CDRs) del B-F5 mAb de ratdn, y retienen
la capacidad de hB-F5 para activar células T regulatorias
CD4+ CD25+. La ubicacidén de las CDRs dentro de los
dominios Vy vy Vkx se muestran en las Figuras 7 y 8. Estos
anticuerpos opcionalmente tienen variaciones en la
secuencia de CDRs gque no afectan substancialmente la
especificidad y/o afinidad de enlace.

En general, el anticuerpo empleado en la
invencién ademads comprende una regidédn constante humana
(Fc) . Esta regidn constante puede seleccionarse de entre
los dominios constantes indicados anteriormente.

La presente invencidén también incluye cualquier
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fragmento del anticuerpo hB-F5 o su derivado que comprende
sus regiones V. Esto comprende en particular los
fragmentos Fab, Fak', F(ab)'z, Fv y scFv.

A fin de preparar el anticuerpo hB-F3, un
polinucledtido gue codifica el dominio V de la cadena H o
de la cadena L de un anticuerpo BT061 puede fusionarse con
un pelinucledtido que cocdifica 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 gque codifica un péptido de sefial que permite la
secrecibn de la proteina, también puede agregarse.

El polinucleétido como se describe anteriormente
se enlaza dentro de un vector de expresién con secuencias
de control apropiadas gque permiten la regulacién de su
transcripcién y traduccién en una célula hospedera selecta.
Estas construcciones de ADN recombinantes pueden obtenerse
e introducirse en células hospederas por las técnicas bien
conocidas de ADN recombinante e ingenieria genética.

Células hospederas 0Otiles pueden ser células
procariéticas o eucaridticas. Entre células eucaridticas
convenientes, se mencionara a manera de ejemplo, celulas de
plantas, células de levadura tales come Saccharomyces,
células de insectos tales como Drosophila o Spodoptera, y
células de mamifero tales comoc Hela, CHO, 3T3, Cl27, BHK,

CoSs, etc.
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El anticuerpo BT061 (hB-F5) wutilizade en la
invencién puede obtenerse al cultivar una célula hospedera
gue contiene un vector de expresidédn gque comprende una
secuencia de Acido nucleicc gque codifica el anticuerpo,
bajo condiciones adecuadas para su expresidn, y recuperar
el anticuerpo del cultivo de célula huésped.

Un aspecto adicional de la invencidn es un método
que comprende preparar un equipo o una composicidn
farmacéutica que comprende el agente y el metotrexatoc.

Como se indicdé  anteriormente, la presente
invencidén ademé&s proporciona usos médicos y métedos para
tratamiento de pacientes que sufren de, © son susceptibles
a enfermedades reumdticas. En particular, en un aspecto,
se proporciona un método para tratar una enfermedad
reumadtica en un paciente, gque comprende una etapa (a) de
administrar un agente capaz de activar células T
regulatorias CD4+CD25+ y wuna etapa (b) de administrar
metotrexate, en donde la etapa (a) y la etapa (b) pueden
realizarse en forma simultanea, separada o secuencial y en
cualquier orden. En una modalidad de este aspecto, 1la
etapa {a) y la etapa (k) se realizan el mismo dia. En una
modalidad alterna de este aspecto, la etapa (a) y la etapa
{b) se realizan dentro de la misma semana.

En aspectos alternos, la presente invenciédn

proporciona un método para tratar una enfermedad reumatica
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en un paciente que se somete a tratamiento de metotrexato
que comprende una etapa de administrar un agente capaz de
activar células T regulatorias CD4+CD25+ y un método para
tratar una enfermedad reumdtica en un paciente gque se
somete a tratamiento con un agente capaz de activar células
T regulatorias CD4+CD25+ gque comprende una etapa de
administrar metctrexato.

Las enfermedades reumdticas se definen como
enfermedades que afectan el tejido conectivo, en especial
las articulaciones Y estructuras relacionadas, en
particular caracterizadas por inflamacién, degeneracidn o
alteracidén metabdlica. En un aspecto preferide de la
invencién, la enfermedad reumatica es artritis reumatoide,
artritis psoridsica, artritis reumatoide juvenil o
espondilitis angquilosante.

El tratamiento de artritis reumatoide se
prefiere. Con artritis reumatoide la eficacia clinica del
tratamiento puede estimarse utilizando la calificacidn ACR.

La calificacién ACR es un método para estimar la
artritis reumatoide exhibida por un paciente tratado, que
se establece por el Colegio Americano de Reumatologia (ACR
= American College of Rheumatology) y funciona a través de
la medida de un conjuntc nucleco de parametros (Felson et
al., Arthritis & Rheumatism, 1%95, 38(6), 727-735). Este

sistema define un valor de ACR 20 como una mejora de al

35
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mencs 20% en recuentos de articulaciones sensibles e
hinchadas y al menos una mejora del 20% en 3 de 5 medidas
del conjunto de calificaciones ACR restantes: evaluaciones
globables del paciente y del médico, incapacidad y un
reactivo de fase aguda, tal como una proteina C-reactiva
(CRP} o Velocidad de Sedimentacién de Eritrocitos (ESR =
Erythrocyte Sedimentation Rate)} . Similarmente, las
calificaciones ACR 50 y ACR 70 definen al menos 50% y al
menos 70% de mejora, respectivamente.

En un aspecto adicional de la invencidn, -el
tratamiento puede administrarse a un paciente gue no
responde a tratamiento con un farmaco o droga anti-
reumatica que modifica enfermedad (DMARD). Una persona que
no responde es un paciente gque muestra una respuesta
inadecuada a tratamiento con una DMARD. En particular, un
paciente muestra una respuesta inadecua si tiene artritis
reumatoide clinicamente activa continua, por ejemplo si el
farmaco no logra ACR20 en el paciente © no logra una
inhibicidn de avance de dano estructural en las
articulaciones o si se pierde una respuesta inicial al
farmaco con el tiempc durante el tratamiento.

Ejemplos de DMARDSs s0on hidroxiclorogquina,
sulfasalazina, metotrexato, penicilinamina, ciclofosfamida,
sales de oro, azotipeprina, lefluncmida, etc.

Come se indicd anteriormente, el agente y el
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metotrexato pueden administrarse al paciente en cualquier
forma conveniente. En particular, pueden administrarse en

forma parenteral, por ejemplc por inyeccidn intravenosa,

intramuscular o© subcutanea. Para administracién del
agente, administracién intravenosa o) subcutanea se
prefieren en particular. Ademéas, el metotrexato puede

administrarse en forma oral.

El volumen en el que el agente y/o metotrexato se
dosifican variaran dependiendo del método de
administracién. Cuando la dosis se va a administrar por
infusién intravenosa, el volumen de dosis puede ser de 0.1
& 0.5 ml hasta 500 ml, de preferencia entre 15 y 250 ml, vy
tipicamente aproximadamente 20 ml. Cuando la dosis se va a
administrar por inyeccidén subcutdnea o intramuscular, el
volumen de dosis puede estar entre 0.1 a 3 ml, de
preferencia entre 0.5 Y 1.5 ml, Y tipicamente
aproximadamente 1 ml.

La frecuencia de administracidén no se limita en
especial, siempre gque no interfiera con la efectividad del
tratamiento. El tratamiento puede comprender una sola
dosis ¢ una pluralidad de dosis. Se prefiere que la
pluralidad de dosis se administren en al menos las
siguientes bases: semanal, cada dos semanas, cada 4
semanas, cada © semanas, cada 12 semanas, cada 24 semanas,

cada mes calendaric, cada 6 meses calendario o anualmente.



10

15

20

25

25

De esta manera, la dosis puede estar separada por al menos
una semana, o al menos dos semanas, al menos un mes o al
menos 3 meses o por al menos 6 meses ¢ al menos un afio (lo
gque significa que las dosis se toman cada semana, cada dos
semanas, ¢ cada mes o cada 6 meses o cada afio). En
particular se prefiere gque las dosis se administren al
mencos cada dos a tres semanas.

La duracién del tratamiento no se limita en
especial, Yy  como es tipice en el tratamiento de
enfermedades autcoinmunes, el tratamiento procede en forma
indefinida, o hasta que los sintomas se reducern a un nivel
manejable para el paciente. En general, el tratamiento se
administra al sujetc por al menos 1 mes.

Se entendera gque el agente y el metotrexato se
van a administrar en cantidades terapéuticas efectivas, es
decir en cantidades gque son efectivasgs para mejorar, evitar
0 tratar la enfermedad reumatica.

En particular cuando la enfermedad es artritis
reumatoide, el agente y el metotrexato de preferencia se
administran en una cantidad que es efectiva para
proporcionar una respuesta ACR50, mas preferiblemente una
respuesta ACR7T0.

En un aspecto de la invencidn, el agente se va a
administrar a un sujeto en una dosis desde 0.2 a 10 mg, y

mas preferible en una dosis de 0.2 a 6.25 mg, y mas
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preferible en una dosis de (.2 a 3 mg. Estas dosis se
prefieren particularmente cuando la dosis se administra en
forma intravenosa.

Cuando el agente es anticuerpo humanizado BTO061,
los inventores han encontrado de manera scorprendente due
los valores Cmax efectivos del anticuerpo que circula en el
plasma de voluntarios sanos, 3 horas después del fin de la
infusién intravenosa, son mucho menores gue los esperados,
comoe se muestra en la Tabla 1, a continuacién. Esto se

considera que refleja una mas rédpida eliminacidn mediada de

objetivo.
Nivel de plasma (pg/ml)

cmax efectiva| cone. 3 h

{posterior al|posterior al
Dosis cmax fin de fin de

{mg) tedrico infusidn) infusidén
2.5 0.71 0.06 - 0.14 0
5 1.43] 0.32 - 0.44] 0.09 - 0.16
10 2.86 .8 - 2.0 0.46 - 1.4
20 5.71 2.3 - 4.1 1.7 - 3.3
40 11.43 5.2 - 6.5 4,4 - 6.1
60 17.14 8.9 - 15.1 7.7 - 11.08
Tabla 1 - 1los niveles en plasma esperados Yy

efectivos de BT061 después de administracién intravenosa.

3T
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El intervalo de niveles de plasma medide en 3 voluntarios
diferentes por grupo de dosis, se indica.

De acuerdo con esto, en una modalidad preferida
de la invencidén 0.2 a 10 mg del agente se administra en
forma intravenosa y la concentracién maxima del agente en
el plasma del paciente 3 horas después de la
administracién, es menor a 2.5pg/ml. De preferencia, 0.2 a
5 mg del agente se administra en forma intravenosa y la
concentracién maxima del agente en el plasma del paciente a
3 horas después de la administracién es menor a 0.3 pg/ml.
AGn mas preferible, 0.5 a 3 mg del agente se administra en
forma intravenosa y la concentracidn maxima del agente en
el plasma del paciente 3 horas después de administracién,
es menor a 0.lpg/ml. Estos valores se obtienen después de
cualquier administracién y/o después de la primer y/o
segunda administraciones del agente.

La dosis también puede calcularse en base al area
superficial del cuerpo (BSA= Body Surface Area) del sujeto.
El é&rea superficial del cuerpo (BSA) puede calcularse de
acuerdo con cualquier método conocido. Ejemplos de métodos
de célculo BSA son: la férmula de Mosteller (BSA (m?) =
({Altura(cm) x Peso(kg)]/ 3600 )" (Mosteller RD., N Engl J
Med 1987 Oct 22;317(17):1098); 1la férmula de DuBois vy
DuBois de BSA (m?) = 0.20247 x Altura(m)®7’®® x Peso(kg)®*®®

{DuBois D; DuBois EF., Arch Int Med 1916 17:863-71):; la
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férmula Haycock de BSA (m2?) = 0.024265 x Altura(cm)? ?%®

0-337%  (Haycock G.B., et al., The Journal of

Peso (kqg)
Pediatrics 1978 93:1:62-66); la férmula Gehan y George de
BSA (m?) = 0.0235 x Altura{cm)®%??¢ x Ppeso(kg)®®*® (Gehan
EA, and George SL, Cancer Chemother Rep 1970 54:225-35); vy
la férmula Boyd: BSA (m?) = 0.0003207 x Altura(cm)®’ x Peso
(gramos) (07285 - ( 0.0188 x L0G{gramos) ).

De acuerdo con esto, el agente puede
administrarse a un sujetc en una dosis desde 0.1 a 5 mg /m?
de Area superficial de cuerpo del paciente, de preferencia
de 0.1 a 2.5 mg/m* y mas preferiblemente de 0.25 a 1.5
mg/mz. En forma alterna, la dcsis puede calcularse con base
en el peso corporal del sujeto, de manera tal gque en un
aspecto adicional de la invencién, el agente se va a
administrar a un sujeto en una dosis desde 2 a 150 ug/kg,
de preferencia de 2 a 75 pg/kg, mas preferible de 5 a 45
wg/kg. Como con anterioridad, es particularmente preferido
que estas dosis se utilicen cuando el agente se administre
en forma intravenosa.

Como se indicé anteriormente, en un aspecto de la
invencidén, el agente y/o metotrexato se administran en
forma subcutanea. En general, como se conoce en la
técnica, dosis subcuténeas requieren ser mas grandes gque
las dosis intravenosas para lograr el efecte terapéutico

equivalente. Los presentes inventcres han demostrade en
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pruebas de moncterapia gque  pacientes con artritis
reumatoide con el anticuerpo BTO061 que el efecto
terapéutico logrado después de administracidédn intravenosa
de 2 mg es aproximadamente equivalente a la que se logra
después de una administracién subcutdnea de 50 mg. Estos

resultados se representan a continuacidédn en la Tabla 2.

PCR20 ACRS0 ACR70
Semana 7 [(%) (%) (%)
2mg i.v 50 25 12.5
50 mg s.c. 50 25 12.5
Tabla 2 - porcentaje de pacientes con artritis

reumatoide que muestran mejoras en ACR en la semana 7
después de ser tratados con deosis una vez a la semana de
BT061 (2 mg intravenosos o 50 mg subcutaneos) para un
periode de tratamiento tectal de seis semanas. Los
resultados representan datos ciegos de 8 individuos, 2 que
reciben placebo y 6 gue reciben BTO061.

De acuerdo con esto, en un aspecto preferido
adicional de 1la invencidén, el agente se administra al
paciente en forma subcutdnea o intramuscular en una dosis
de 20 mg a 80 mg, y mas preferible de 30 mg a 70 mg. En
forma alterna, el agente puede ser administrade en una

dosis de 8 a 50 mg/m® o de 0.2 a 1.5 mg/kg. En este

(O
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aspecto de la invencidén, se prefiere particularmente gque la
administracidén sea cuando més aproximadamente una vez cada
dos semanas. Se nota que los aspectos de la invencidn
descritos en este parrafo pueden combinarse con o0Otros
aspectos vy caracteristicas preferidas de la invenciédn
establecidas en esta solicitud.

De acuerdo con la presente invencidn, la
composicidn farmacéutica o© equipo ademas comprenden
metotrexato (MTX}. El tratamiento con MTX de RA es bien
conocido en la técnica y se prevé dque en la presente
invencién MTX se va a administrar en las dosis previamente
descritas. En particular, en la invencidén MTX usualmente se
administra en una dosis entre 5 a 30 mg, de preferencia
entre 7.5 mg y 30 mg y mads preferible entre 10 a 25 mg. En
algunos cascs, la dosis dependerd del pre-tratamiento del
paciente con MTX o tolerancia a esta droga.

En otro aspecto, el método de la invencioén
incluye una etapa adicional de administrar un agente
terapéutico adicional adecuvado para tratar la enfermedad
reumatica. Agentes terapéuticos adicionales comprenden uno
o mas de los siguientes agentes: un farmaco o droga anti
inflamatoria no estercidal, un esteroide antiinflamatorio,
un compuesto de oro, un farmaco anti-malaria, &acido félico,
ciclcsporina, leflunomida, azatioprina, sulfasalazina, d-

penicilamina, ciclofosfamida, micofenoato, minociclina vy
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clorambucil. Estos agentes terapéuticos adicionales pueden
administrarse por separado, en forma simultidnea o
secuencial con el agente capaz de activar c¢é&lulas T
regulatorias CD4+CD25+ y MTX.

Como se menciond anteriormente, los presentes
inventores han mostradoe de manera sorprendente gque la
composicién farmacéutica y el equipe de la presente
invencién son capaces de tratar enfermedades reumaticas. En
particular, como se muestra a continuacién en el Ejemplo 2,
el tratamiento de artritis reumatoide resulta en una mejora
significante en la enfermedad. De acuerdo con esto, en un
aspecte aun adicional de la invencidén, en donde la
enfermedad es artritis reunatoide, el tratamiento
proporciona una mejora de la enfermedad en el paciente de
al menos ACR20, de preferencia al menos ACR 50, y mas
preferiblemente al menos ACR 70, de acuerdo con el sistema
de calificacién del Colegio Americano de Reumatclogia. En
otras palabras, el tratamiento proporciona una mejora del
paciente de al menos 20%, de preferencia al menos 50% y mas
preferiblemente al menos 70% de los parametros de la
enfermedad de acuerde con la calificacién del Colegio
Americano de Reumatologia (ACR).

Mas preferible, el tratamiento proporciona cuando
menos una respuesta de ACR 70 en el paciente entre 6 a 8

semanas después del inicio del tratamiento.

N2
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Como también puede vwverse del Ejemple 2 y 1las
Figuras relacionadas, el tratamiento de la presente
invencién  tiene ia capacidad por mejorar artritis
reumatoide en una cantidad de pacientes. De acuerdo con
esto, el métode de tratamiento de la presente invencién es
capaz de tratar artritis reumatoide al proporcionar al
menos una mejora de la condicidén de enfermedad de ACR 20 a
cuando menos 20% de los pacientes. Ademds, el método de
tratamiento de la presente invencidn es capaz de tratar
artritis reumatoide al proporcioconar al menos una mejora de
la condicidn de la enfermedad de ACR 50, mas
preferiblemente ACR 70 a cuando mencs 10% de los pacientes.

La invencidén ahora se describird adicicnalmente
con los siguientes ejemplos.

EJEMPLO 1 Ensayo de proliferacién in vitro con
el anticuerpc BT061 utilizande células T regulatorias
CD4+CD25+ recientemente aisladas.

Método

Aislamiento de c¢élulas T regulatorias CD4+CD25+

humanas

50 ml de especimenes de sangre de EDTA se
obtuvieron de donadores de contrel sanocs. Células
moncnucleares de sangre periférica (PBMCs), células T

regulatorias (Tregs) y células auxiliares T como celulas de

respuesta T (Tresps), se aislaron de muestras de sangre
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periférica como se describié previamente (Haas et al.,
2007) .

Ensayos de proliferacidédn in vitro

Tregs recientemente aisladas fueron pre-incubadas
por 48 horas con 1 pg/ml de anticuerpo ligado a placa
(BT061), 1 pug/ml de BT061 scluble o Medio.

Tregs recientemente aisladas (2.5x10% donador A)

obtenidas de 2 donadores (Exp. 1 y Exp. 2) se pre-incubaron

por 48 horas, ya sea con 1 pg/ml de BT061 soluble o ligado

a placa. Para lograr estimulo alogengice, las 2.5x10" Tregs
pre-incubadas después se transfirieron a 1x10° células T
como células de respuesta (Tresps) de un segundo donador
(donador B) en la presencia de 2x10° células T PBMCs
(donador A) agotadas e irradiadas (30 Gray). Después de 4
dias de estimule 1 pCi [3H] de timidina por pozo se
agregaron y la proliferacidén se midid después de 16 horas
adicionales.

Resultados

El porcentaje de inhibicién mediada por Treg de
prcliferacién de Tresp se muestra en la Figura 1 como el
por ciente de supresién de proliferacién de Tresps
incubadas con PBMC en la ausencia de Tregs. Se muestran
resultados para las Tregs que se obtienen de dos donadores
(Exp. 1 y Exp. 2). Las barras rayadas representan los

resultados que se obtienen con células Treg pre-incubadas

4
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con anticuerpo soluble, mientras gue las barras rellenas
representan los resultados que se obtienen con células Treg
pre-incubadas con anticuerpo ligade a placa. Como un
contrel, se muestra la actividad supresora de Tregs
tratadas con medio (barras abiertas). Numeros sobre las
barras representan el por ciento de inhibicidn de
proliferacidon de Tresp.

Como muestra la Figura 1, Tregs pre-incubadas con
anticuerpo soluble o 1ligado a placa fueron capaces de
reducir respuestas proliferativas promedio de Tresps
estimuladas alogenéicas en contraste con Tregs incubadas
con medio solo. Ademas, la supresién obtenida con
anticuerpo ligado a placa fue més fuerte en comparacidn con
supresidén gque se obtiene con anticuerpc soluble.

Bajo condiciones fisioldgicas in vivo BT061 como
anticuerpo IgGl se espera que ligue a receptores Fc en
células que expresan receptor Fc. Esta interaccidén llevaré
a reclutamiento de BT061 distribuidas homogéneamente
(ligadas a CD4) en el sitio de interaccién local de células
objetivo y células que expresan receptor Fc, llevande a un
entrelazamientc de BT061 vy de esta manera CD4. Se espera
que la interaccidn de BT061 con células que expresan
receptor Fc confiere una sefial similar a células de blanco
Treg como se observa con el anticuerpc ligado a placa ya

que ambos mecanismos reclutan varias moléculas objetivo
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{CD4) en proximidad inmediata en la superficie celular.

EJEMPLO 2 - Prueba <c¢linica en pacientes con
artritis reumatoide

La capacidad de composiciones farmacéuticas vy
equipos de la presente invencidn para proporcionar
tratamiento eficaz de RA, se demostrd en pacientes que
sufren de RA.

La prueba en combinacién en donde BT061 se
estudia en combinacién con MTX comprende un estudio fase II
doble ciego contrelado por placebo aleatorio, conducidec en
pacientes con RA moderada a severa. Todos los pacientes han
tomado dosis estables de MTX por al menos 3 meses antes del
iniciec de la prueba, estas dosis se continuaron en todos
los pacientes al intervalo de 15 a 20 mg por semana durante
el cursc de la prueba administrada en forma oral o
intramuscular.

Los pacientes fueron dividides en tres grupos.
Los pacientes en el grupo I (14 pacientes) recibieron una
dosis intravencsa de 0.5 mg de BT061l y una dosis de MIX en
el intervalo de 15 a 20 mg. Los pacientes en el grupo II
(42 pacientes) recibieron una dosis intravenosa de 2.0 mg
de BT061 y una dosis de MTX en el intervalo de 15 a 20 mg.
Los pacientes en el grupo III (14 pacientes) recibieron una
dosis de MTX en el intervalo de 15 a 20 mg. Los pacientes

fueron dosificados una vez a la semana sobre un periodo de
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ocho semanas.

Para administraciédn intravenosa, el agente se va
a someter a infusidén en la vena del antebrazo de acuerdo
con procedimientos médicamente aceptados.

La eficacia del tratamiento se evalua
semanalmente durante el periodo de dosificacidn, y por una
cantidad de semanas después de que se completara la dosis,
por evaluacidén de los parametros ACR (American Socliety of
Rheumatology pagina principal ACR) y en particular
estudiando el numeroe de articulaciones sensibles e
hinchadas y siguiendo los niveles de proteina C reactiva
(CRP) y la velocidad de sedimentacidn de eritrocitos (ESR).
Estos parametros también se estimaron antes de la prueba
para proporcionar un valor de “linea base o de referencia”
en el dia 0. |

Los resultados de la prueba se muestran en las
Figuras 2 a 4, en donde datos obtenidos de pacientes en el
grupo de dosis II, que reciben dosis de 2 mg de BTO061 +
MTX, se comparan con los grupos de dosis mds efectivos que
se obtienen en dos ©pruebas fase III publicadas que
invelucran les anticuerpes anti-TNF alfa, Humira
(adalimumab) por Keystone et al., (2004 - trial DEO19) ¥y
Simponi (golimumab) por Keystone et al., (2009 - Go-Forward
trial). Los grupos de dosis mas efectivos se muestran para

todos los estudios. Habré de notarse que
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resultados de la técnica previa incluidos para propdsitos
comparativos son pruebas fase III en donde la dosis de las
composiciones farmacéuticas se han optimizado.

En particular, la Figura 2 muestra el por ciento
de pacientes del grupo de dosis de 2 mg que logran una
calificacidén ACR20, mientras que las Figuras 3 y 4 muestran
los porcentajes de pacientes del grupo de dosis de 2 mg que
logran una calificacidn ACR50 y una ACR 70,
respectivamente.

Como puede verse en las Figuras, en las pruebkas
clinicas con los anticuerpos anti-TNF-alfa terapéuticos,
actividad terapéutica pico comoc se mide por mejora de las
calificaciones ACR usualmente requiere varios meses. En
general, el por ciento de pacientes gue muestran una
respuesta a ACR20 es maximo y alcanza una meseta después de
3 meses. Para ACR50, la meseta se alcanza después de {4
meses y para ACR70, la meseta se alcanza después de 6
meses.

Sin embargo, los resultados de la terapia
combinada de la presente invencién muestran una cantidad de
diferencias. En particular, en las Figuras que muestran los
resultados corregidos por placebo puede verse que el inicio
del efecto terapéutico se retrasa; el por clento de
pacientes gque logran una calificacidédn ACR (20) no aumenta

sobre 5% hasta la semana 8. Sin embargo, después del inicio
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el efecto terapéutico aumenta rapidamente tal que en la
semana 9 el'por ciento de pacientes gque logran ACRS0 es
comparable con el logrado en las pruebas III con los
anticuerpos TNF-alfa, Humira y Simponi. El porcentaje de
pacientes gque alcanzan ACR 20, ACR 50 y ACR70 aumenta
rapidamente entre las semanas 7 a 9 de manera tal que a 1la
semana 9, el por ciento de pacientes de ACR20, ACRS0 vy
ACR70 es aproximadamente 25%, 18% y 17%, respectivamente.
Se nota gque este porcentaje de pacientes ACR70 no se
alcanza en las pruebas con Humira y Simponi hasta 24 a 26
semanas después del inicio del tratamiento.

Ademas, los presentes inventores han notado que
la cantidad de efectos secundarics adversos vistos con la
terapia de combinacién de BT061 y MTX es menor que los que
se ven en las pruebas realizadas utilizando BT061 solo, ¥
por lo tanto MTX tiene la capacidad en reducir los efectos
secundarios de anticuerpecs terapéuticos gue activan células
T regulatorias de CD4+CD25+.

Estos resultados demuestran la eficacia y ventaja
sorprendentes de la combinacién de un agente capaz de
activar células T regulatorias CD4+CD25+ y MTX de la
presente invencién en el tratamiento de enfermedad

reumatica.
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REIVINDICACIONES
1. Una composiciédn farmacéutica que comprende

un agente capaz de activar células T regulatorias CD4+CD25+
y metotrexato.

2. Un equipo que comprende separadamente un
agente capaz de activar células T regulatorias CD4+CD25+ vy
metotrexato.

3. Una composicién farmacéutica o equipo de
conformidad con 1la reivindicacidén 1 o reivindicacién 2,
caracterizados porgue el agente es adecuado para
administracidén parenteral.

4. Una composicidédn farmacéutica o equipo de
conformidad con la reivindicacidén 3, caracterizados porgque
el agente es adecuado para administracién intramuscular,
intravenosa o subcuténea.

5. Una composicién farmacéutica o equipo de
conformidad con cualquier reivindicacién precedente en
donde el metotrexato es adecuado para administracidn oral,
intramuscular, intravenosa o subcutanea.

6. Una composicién farmacéutica o equipo de
conformidad con cualguier reivindicacién precedente en
donde el agente capaz de activar células T regulatorias
CD4+CD25+ es un anticuerpo o su fragmentc o derivado.

7. Una composicién farmacéutica o equipo de

conformidad con la reivindicacién 6, caracterizados porgue

SO
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el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal humanizado.

8. Una composicidén farmacéutica o equipo de
conformidad con la reivindicacidén 6 o reivindicacidén 7,
caracterizados porque el agente es un anticuerpo anti-CD4 o
fragmento ¢ derivade del mismo.

9. Una composicidén farmacéutica o© equipo de
conformidad con la reivindicacidén 8, caracterizados porgue
el agente es un anticuerpo anti-CD4 humanizado que
comprende una secuencia gque comprende las regiones de
determinacién de complementariedad (CDRs) del anticuerpo
monoclonal de ratdén B-F5, opcionalmente con variaciocones en
la secuencia que no afectan sustancialmente la
especificidad y/o unidades de su anticuerpo.

10. Una composicidén farmacéutica o equipo de
conformidad con la reivindicacidén 8, caracterizados porque
el agente es un anticuerpo anti-CD4 humanizado que tiene
dominios V definidos por las siguientes secuencias de
polipéptido:

- cadena H dominioc V:
EEQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFSFSDCRMYWLRQAPGKGLEWIGVISVKSENYG
ANYAESVRGREFTISRDDSKNTVYLQMNSLKTEDTAVYYCSASYYRYDVGAWFAYWGQGT
LVTVSS (SEQ ID NO: 1}

- cadena L dominio V:
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSTSGYSYIYWYQOKPGQPPKLLIYLASILE

SGVPDRFSGSGSGTDETLTISSLOARDVAVYYCQHSRELPWTFGQGTKVEIK {SEQ
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ID NO: 2).

o dominics V gue comprenden secuencilias polipéptido que
tienen al menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID
NO: 1 y SEQ ID NO: 2.

11. Una composicidén farmacéutica o equipo de
conformidad con cualguier reivindicacidn precedente, en
donde el agente capaz de activar células T regulatorias
CD4+CD25+ se va a administrar a un sujete en una dosis
desde 0.2 mg a 10 mg.

12. Una composicién farmacéutica o equipo de
conformidad con la reivindicacién 11, caracterizados porgque
el agente capaz de activar células T regulatorias CD4+CDZ25+
se va a administrar a un sujeto en una dosis desde 0.2 mg a
5 mg.

13. Una composicién farmacéutica o equipo de
conformidad con la reivindicacidn 12, caracterizados porque
el agente capaz de activar células T regulatorias CD4+CD25+
se va a administrar a un sujeto en una dosis desde 0.5 mg a
3 mg.

14. Una composicién farmacéutica de conformidad
con cualquier reivindicacidn ©precedente, caracterizada
porque la composicidén © agente es para administracidn
intravenosa y se proporciona en un volumen de dosis de 0.5
a 500 ml o en une forma para divisién al volumen de dosis

de ¢.5 a 500 ml.
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15. Una composicidon farmacéutica de conformidad
con cualguiera de las reivindicaciones 1 a 13,
caracterizada porque la composicidén © agente es adecuada
para proporcionar ¢ se proporciona en un volumen de dosis
de 0.5 a 1.5 ml.

16. Una composicién farmacéutica de conformidad
con cualquiera de las reivindicacicnes 1 a 13,
caracterizada porque la composicidén o agente es adecuada
para proporcicnar o se proporciona en un volumen de dosis
de 15 a 25 ml.

17. Una composicidédn farmacéutica de conformidad
con cualguiera de las reivindicaciones 1 a 13,
caracterizada porgue la composicién es adecuada para
administracién subcutédnea o intramuscular y se proporciona
en un volumen de dosis de 0.1 a 3 ml.

18. Una composicién farmacéutica de conformidad
con cualquier reivindicacién precedente, caracterizada
porque la composicidén ¢ agente es adecuada para utilizar
como una sola dosis.

19. Una composicién farmacéutica de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17,
caracterizada porque la composicién o agente es adecuada
para utilizar como parte de una pluralidad de dosis.

20. Una composicidn farmacéutica de conformidad

con la reivindicacidén 20, caracterizada porque cada dosis

S
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de la pluralidad de dosis se va a administrar semanalmente.

21. Un método para tratar una enfermedad
reumatica en un paciente, que comprende una etapa (a) de
administrar un agente <capaz de activar células T
regulatorias CD4+CD25+ y wuna etapa (b) de administrar
metotrexato, en donde la etapa (a) y la etapa (b) pueden
conducirse en forma simultanea, separada o secuencial y en
cualguier orden.

22. Un método para tratar una  enfermedad
reumatica en wun paciente que se somete a tratamiento con
metotrexato que comprende una etapa de administrar un
agente capaz de activar células T regulatorias CD4+CD25+.

23. Un método para tratar una enfermedad
reumdtica en un paciente gque se somete a tratamiento con un
agente capaz de activar c¢élulas T regulatorias CD4+CD25+
que comprende una etapa de administrar metotrexato.

24. Un métodec para tratar una enfermedad
reumatica en un paciente de confecrmidad con cualquiera de
las reivindicaciones 21 a 23, caracterizado porque la
enfermedad reumdtica se elige de artritis reumatoide,
artritis  soriésica, artritis  reumatoide  juvenil @y
espondilitis anquilosante.

25. Un mnmétodo para tratar una enfermedad
reumdtica en un paciente de conformidad con la

reivindicacién 24, caracterizado porque la enfermedad
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reumatica es artritis reumatoide.

26. Un método para tratar artritis reumatoide en
un paciente que no responde a tratamiento con una droga
anti reumadtica que modifica la enfermedad (DMARD = Disease-
Modifying Anti-Rheumatic Drug), que comprende una etapa (a)
de administrar un agente capaz de activar células T
regulatorias CD4+CD25+ y una etapa (b} de administrar
metotrexate, en donde la etapa (a) y la etapa (b) pueden
realizarse en forma simulténea, separada o secuencial y en
cualguier orden.

27. Un método para tratar artritis reumatoide en
un paciente de conformidad con la reivindicacidn 26,
caracterizado porque el DMARD es metotrexato.

28. Un método para tratar una enfermedad
reumdtica en un paciente de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 21 a 27, caracterizado porque el
agente se administra parenteralmente.

29. Un métedo para tratar una enfermedad

reumatica en un paciente de conformidad cen la

reivindicacidén 28, caracterizado porque el agente se
administra en forma intramuscular, intravenosa o
subcutanea.

30. Un método para tratar una enfermedad
reumdtica en un paciente de conformidad con cualquiera de

las reivindicaciones 21 a 29, caracterizado porque el

S5
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metotrexate se administra en forma oral, intramuscular,
intravenosa o subcutanea.

31. Un método para tratar una enfermedad
reumatica en un paciente de conformidad con cualquiera de
las reivindicacicnes 21 a 30, caracterizado porque el
agente se administra al paciente en una cantidad desde 0.2
a 10 mg.

32. Un método para tratar una enfermedad
reumatica en un paciente de conformidad con la
reivindicacién 31, —caracterizado porgque el agente se
administra al paciente en una cantidad desde 0.2 a 5 mg.

33. Un método  para tratar una enfermedad
reumatica en un paciente de cenformidad caon la
reivindicacidén 32, caracterizado porgque el agente se
administra al paciente en una cantidad desde 0.5 a 3 mg.

34. Un método para tratamiente de conformidad
con la reivindicacidn 31, caracterizado porque el agente se
administra en forma intravenosa y en donde la concentraciédn
maxima del agente en el plasma del paciente, 3 horas
después del fin de la administracién, es menor a 2.5 pg/ml.

35. Un método para tratamiento de conformidad
con la reivindicacidén 322, caracterizado porque el agente se
administra en forma intravenosa y en donde la concentracién
maxima del agente en el plasma del paciente, 3 horas

después del fin de la administracidén, es menor a 0.3 pg/ml.

56
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36. Un método para tratamiento de conformidad
con la reivindicacién 33, caracterizado porgque el agente se
administra en forma intravenosa y en donde la concentracién
maxima del agente en el plasma del paciente, 3 horas
después del fin de la administracién, es menor a 0.1 pg/ml.

37. Un método para tratamiento de conformidad
con la reivindicacién 31, caracterizado porque el agente se
administra en forma intravencsa y una vez cada Ssemana y en
donde la concentracién maxima del agente en el plasma del
paciente, 3 horas después del fin de la segunda
administracién, es menor a 2.5 pg/ml.

38. Un método para tratamiento de conformidad
con la reivindicacién 32, caracterizado poxrque el agente se
administra en forma intravenosa y una vez cada semana y en
donde la concentracidén maxima del agente en el plasma del
paciente, 3 horas después del fin de la segunda
administracién, es menor a 0.3 pg/ml.

39, Un método para tratamiento de conformidad
con la reivindicacidn 33, caracterizado pordque el agente se
administra en forma intravenosa una vez cada semana y en
donde la concentracién maxima del agente en el plasma del
paciente, 3 horas después del fin de la segunda
administracién, es menor a 0.1 pg/ml.

40. Un método para tratamiento de conformidad

con la reivindicacidn 31, caracterizado porgque el agente se



10

15

20

25

47

administra en forma intravencsa una vez cada semana y €n
donde la concentracidén maxima del agente en el plasma del
paciente, 3 horas después del fin de cualquier
administracién, es menor a 2.5 pug/ml.

41. Un método para <ratamiento de conformidad
con la reivindicacién 32, caracterizado porque el agente se
administra en forma intravencsa una vez cada semana y en
donde la concentracién méxima del agente en el plasma del
paciente, 3 horas después del fin de cualquiex
administracién, es menor a 0.3 pg/ml.

42, Un método para tratamiento de conformidad
con la reivindicacién 33, caracterizado porgue el agente se
administra en forma intravenosa una vez cada semana ¥y en
donde la concentracién maxima del agente en el plasma del
paclente, 3 horas después del fin de cualquier
administracidén, es menor a 0.1 pg/ml.

43. Un método para tratar una enfermedad
reumdtica en un paciente de conformidad con cualgquiera de
las reivindicaciones 21 a 30, caracterizade porgue el
agente se administra al paciente en una cantidad desde 2 a
150 pg/kg.

44, Un método para tratar una enfermedad
reumatica en un paciente de conformidad con la
reivindicacién 43, caracterizado porgque el agente se

administra al paciente en una cantidad desde 2 a 75 pg/kg.
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45. Un método para tratar una enfermedad
reumdtica en un paciente de conformidad con la
reivindicacidén 44, caracterizado ©porque el agente se
administra al paciente en una cantidad desde 5 a 45 pg/kg.

46. Un métode  para tratar una enfermedad
reumatica en un paciente de conformidad con cualguiera de
las reivindicaciones 21 a 30, <caracterizado porque el
agente se administra al paciente en una cantidad desde 0.1
a 5 mg/m? del area superficial corporal del paciente.

47, Un método para tratar una enfermedad
reumatica en url paciente de conformidad con la
reivindicacidén 46, <caracterizado porque el agente se
administra al paciente en una cantidad desde C.1 a 2.5
mg/m® del area superficial corporal del paciente.

48. Un método  para tratar una enfermedad
reumatica en un paciente de conformidad con la
reivindicacidén 47, caracterizado ©porgue el agente se
administra al paciente en una cantidad desde 0.25 a 1.5
mg/m? del &rea superficial corporal del paciente.

4%, Un método para tratar una enfermedad
reumatica de conformidad con cualquiera de las
reivindicacicnes 21 a 48, caracterizado porque se
administra al paciente una sola dosis del agente.

50. Un método para tratar una enfermedad

reumatica de conformidad con cualguiera de las
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reivindicaciones 21 a 48, caracterizade  porgque se
administran al paciente una pluralidad de dosis del agente.

51. Un método para tratar una enfermedad
reumdtica de conformidad con la reivindicacién 50,
caracterizado porque el agente y/o el metotrexato se
administran cuando mas cada semana.

52. Un método para tratar wuna enfermedad
reumatica de conformidad con la reivindicacidn 51
caracterizado porque el agente y/0o el metotrexate se
administran cada dos semanas, cada tres semanas o cada
cuatro semanas.

53. Un método para tratar una enfermedad
reumatica de conformidad con cualguiera de las
reivindicaciones 21 a 52, caracterizado porgue comprende la
etapa adicional de administrar un agente terapéutico
adicional adecuado para tratar la enfermedad, seleccionados
de una droga anti inflamatoria no esteroidal, un estercide
anti inflamatorie, un compueste de oro, una droga anti
malaria, acido félico, ciclosporina, leflunomida,
azatioprina, sulfasalazina, d-penicilamina, ciclofosfamida,
micofenocato, minociclina y clorambucil.

54. Un método para tratar una enfermedad
reumatica de conformidad con cualguiera de las
reivindicaciones 21 a 53, caracterizado porque la

enfermedad reumdtica es artritis reumatoide y en donde el
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tratamiento proporciona una mejora de la enfermedad en el
paciente de cuandec menos ACRH0, de acuerdo con el sistema
de calificacidén del American Cellege of Rheumatoclogy (ACR).

55. Un método para tratar una enfermedad
reumatica de conformidad con la reivindicacidn 54,
caracterizado porque el tratamiento proporciona una mejora
de la enfermedad en el paciente de cuando menos ACR70, de
acuerdo con el sistema de calificacién del American College
of Rheumatology (ACR).

56. Un método para tratar una enfermedad
reumdtica de conformidad con la reivindicacién 55,
caracterizadoc porgue el tratamiento proporciona al menos
una respuesta de ACR 70 en el paciente entre 6 a 8 semanas
después del inicio de tratamiento.

57. Un agente capaz de activar células T
regulatorias CD4+CD25+ y metotrexato como una preparacidn
combinada para usc simultédneo, separado o secuencial en
medicina.

58. Un agente capaz de activar células T
regulatorias CD4+CD25+ y metotrexato como una preparaciodn
combinada para uso simultaneo, separade o secuencial de
conformidad con la reivindicacién 57 en el tratamiento de
una enfermedad reumatica.

59. Uso de un agente capaz de activar células T

regulatorias CD4+CD25+ y metotrexato para la fabricacién de
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una preparacién combinada para uso simulténeo, separado ©
secuencial en el tratamiento de una enfermedad reumatica en
un paciente.

60. Un agente capaz de activar células T
regulatorias CD4+CDZ25+ para el tratamiento de una
enfermedad reumdtica en un paciente, en donde el paciente
se somete a tratamiento con metotrexato.

6l. Una composicidn gque comprende metotrexato
para utilizar en el tratamiento de una enfermedad reumatica
en un paciente, en donde el ©paciente se somete a
tratamiento con un agente capaz de activar células T
regulatorias CD4+CD25+.

62. Usc de conformidad con cualguiera de las
reivindicaciones 58 a 61, caracterizado porque la
enfermedad reumdtica se elige de artritis reumatoide,
artritis soridsica, artritis reumatoide juvenil Y
espondilitis anquilosante.

63. Uso de conformidad con la reivindicacién 62,
caracterizado porgue la enfermedad reumdtica es artritis
reumatocide.

64 . Un agente capaz de activar c¢élulas T
regulatorias CD4+CD25+ y metotrexato como una preparaciédn
combinada para uso simultaneo, separado o secuencial de
conformidad con la reivindicacién 57, en el tratamiento de

una enfermedad reumatica en un paciente gue no responde a
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tratamiento con una droga anti reumatica gque modifica
enfermedad (DMARD).

65. Un agente para usc de conformidad con 1la
reivindicacién 64, caracterizado porque la DMARD es
metotrexato.

66. Uso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 57 a 65, caracterizado porque el agente es
adecuado para administracidén parenteral.

67. Usoc de conformidad con la reivindicacién 66,
caracterizado porgue el agente es adecuadoe para
administracidén intramuscular, intravenosa o subcutanea.

68. Uso de conformidad con cualquiera de las
reivindicacicnes 57 a 67, caracterizadc  porque el
metotrexato es adecuado para administracidén oral,
intramuscular, intravencsa ¢ subcutanea.

69. Uso de conformidad con cualgquiera de las
reivindicacicnes 57 a €68, caracterizado porque el agente se
va a administrar al paciente en una cantidad desde 0.2 a 10
mg.

70. Uso de conformidad con la reivindicacidén 69,
caracterizado porgue el agente es adecuado para
administracién intravencsa y es capaz de establecer una
concentracidén maxima en el plasma del paciente menor a 2.5
pg/ml, 3 horas después de administracién.

71. Uso de conformidad con cualgquiera de las
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reivindicaciones 57 a 68, caracterizadc porgque el agente se
va a administrar al paciente en una cantidad desde 2 a 150
ng/kg.

72. Uso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 57 a 68, caracterizadc porque el agente se
va a administrar al paciente en una cantidad desde 0.1 a 5
mg/m2 del Area superficial corporal del paciente.

73. Uso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 57 a 72, caracterizado porque el agente es
adecuado para administracidn como una sola dosis.

74. Uso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 57 a 72, caracterizado por el agente es
adecuado para administracién como parte de una pluralidad
de dosis.

75. Uso de conformidad con la reivindicacidn 74,
caracterizado por el agente es adecuado para administracién
cuando mas una vez cada semana.

76. Usc de confermidad con cualguiera de las
reivindicaciones 57 a 12, caracterizado porgue la
preparacidn compbinada ademas comprende un agente
terapéutico adicional adecuvado para tratar la enfermedad,
seleccionados de una droga anti inflamatoria no esteroidal,
un esteroide anti inflamatorio, un compuesto de oro, una
droga anti malaria, Adcido félico, ciclosporina,

leflunomida, azatioprina, sulfasalazina, d-penicilamina,
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ciclofosfamida, micofencato, minociclina y clorambucil.

77. Uso de conformidad con cualquiera de las
reivindicacicnes 58 a 76, caracterizado  porgque la
enfermedad reumatica es artritis reumatcide y en donde la
preparacién combinada es capaz de proporcicnar una mejora
de la enfermedad en el paciente de al menos ACR50, de
acuerde con el sistema de calificacién de American College
of Rheumatology (ACR}.

78. Un método o© usc de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 21 a 77, caracterizados
porque el agente capaz de activar células T regulatorias
CD4+CD25+ es un anticuerpo o su fragmento o derivado.

79, Un método o usc de conformidad con la
reivindicacién 78, caracterizados porque el anticuerpo es
un anticuerpo monoclonal humanizado.

80. Un método o wuso de conformidad con 1la
reivindicacién 78 o reivindicacién 79, caracterizados
porque el agente es un anticuerpo anti-CD4 o fragmento ©
derivado del mismo.

81. Un métode o wuso de conformidad con la
reivindicacién 80, caracterizados porque el agente es un
anticuerpo anti-CD4 humanizado que comprende una secuencia
que comprende las regiones de determinacién de
complementariedad (CDRs) del anticuerpo monoclecnal de ratén

B-F5, opcionalmente con variaciones en la secuencia gue no

S
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afectan esencialmente la especificidad y/o afinidad del
anticuerpo.

82. Un método o uso de conformidad con la
reivindicacidén 80, caracterizados porque el agente es un
anticuerpo anti-CD4 humanizado que tiene dominios V
definidos por las siguientes secuencilas pelipéptido:

-cadena H dominio V:
EEQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFSFSDCRMYWLRQAPGKGLEWIGVISVKSENYG
ANYAESVRGRFTISRDDSKNTVYLQMNSLKTEDTAVYYCSASYYRYDVGAWFAYWGQGT
LVTVSS (SEQ ID NO: 1)

- cadena L dominic V:
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSTSGYSYIYWYQQOKPGOQPPKLLIYLASILE
SGVPDREFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQHSRELPWTEFGQGTKVEIK (SEQ
ID NO: 2).

o dominiocs V gque comprenden secuencias polipéptide que
tienen al menos B80% de identidad de secuencia con SEQ ID
NC: 1 y SEQ ID NO: 2.

83. Un método que comprende preparar una
composicidn farmacéutica ¢ equipo gque comprenden el agente
y el metotrexato de conformidad con cualgquiera de las

reivindicaciones 1 a 20.

6
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion proporcicna composiciones
farmacéuticas y equipcs que comprenden un agente capaz de
activar células T regulatorias CD4+CD25+ y metotrexato, ¥y
métodos de tratamientc vy usos médicos que utilizan 1los

mismos.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Biotest AG

<120> Composicién farmaceutica para tratar enfermedad

<130> 322248.W0/JND/CJS
<160> 16

<170> PatentIn wversion 3.3

<210> 1
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> dominio V de cadena

FS5H37L

<400> 1

Glu Glu Gln Leu Val Glu Ser
Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
Cys
20
Arg Met Tyr Trp Leu Arg Gln
Ile
35
Gly Val Ile Ser Val Lys Ser

Glu

H de anticuerpo humanizado hB-

Gly Gly

Ala Ser

25

Ala Pro

40

Glu Asn

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Leu

Phe

Lys

Gly

Val Lys Pro Gly

15

Ser Phe Ser Asp

30

Gly Leu Glu Trp

45

Ala Asn Tyr Ala
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¥y

50 55 60

Ser Val Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn
Thr

65 70 75
80

vVal Tyr Leu Gln Met Asn Ser Lesu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val
Tyr

85 90 95
Tyr Cys Ser Ala Ser Tyr Tyr Arg Tyr Asp Val Gly Ala Trp Phe
Ala
100 105 110

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 2
<211> 111
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> dominio V de cadena K de anticuerpo humanizadc hB-
F5L4M

<400> 2

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 Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr
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Ser

Gly

Pro

Lys

Asp

Arg
Ser
65
80
Ser

Arg

Glu

Tyr

Leu

50

Phe

Leu

Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<Z220>

<223>

20 25

Ser Tyr Ile Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly

35 40 45

Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Ile Leu Glu Ser Gly

55 60

Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu

70

Gln Alaz Glu Asp Val Ala vVal Tyr Tyr Cys Gln

85 90
Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu
100 1C5
3
550
DNA

Secuencia Artificial

Parte de plésmido que codifica dominic V de cadena H

de anticuerpo humanizado hB-F5

<400>

3

30

Gln Pro

Val Pro

Thr Ile

75

His Ser

95

Ile Lys

110

A
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gaggagctcc
gggcctecea
tggggtcagt
aggggtgttt
cactttgctg
gtggagtctg
ggggaggctt
tcgggtttea
gtttcagtga
ctggagtgga
ttggtgtgat
tctgtgaggg
gcagattcac
atgaacagct
tgaagaccga
tacgacgtgg
gggcctggtt
ggtaagaatg
gccaagettg
550

<210> 4
<211> 498
<212> DNA
<213>

<220>

agacaatgtc
60
gtcagggaga
120
tttcettttg
180
ggtgaaaccc
240
ctgceggaty
300
ttcagtcaaa
360
tatttcaaga
420
agacactgcc
480
tgettactgg
540

tgtctcecttce

tgccgtatte

tctccaggtg

ggaggttctc

tactgggttce

tctgagaatt

gatgattcaa

gtttattatt

ggccaagggdga

Secuencia Artificial

ctcatcttee

acagcagcat

tcctgtcaga

tgaggctcte

gccaggctcc

atggagcaaa

aaaacacggt

gtagtgecte

ctctggtcac

tgccecgtget

tcacagactg

ggaacagctt

ctgtgcagcc

agggaagggy

ttatgcagayg

ctatctgcag

ctattatagg

tgtctcttca

9
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<223>

de anticuerpo humanizado hB-F5

<400> 4
ggaggatcca
aatgacatat
ttcaattata
attcctgact
acaggtgcct
tgtgtectctg
ggcgagaggyg
tggctacagt
tatatatatt
ttaccttgca
tccatectag
gacagatttc
actctcacca
tcagcacagt
agggaacttc
tgagtagaat
ttaaatttta
498

<210> 5
<211i> 124
<212> PRT

<213>

attatctgct
60
tctgagacag
120
acggggacat
180
ccaccatcaa
240
ggtaccagca
300
aatctggggt
360
tLcagcagccect
420
cgtggacgtt

480

Mus musculus

gacttataat

cgtgtataag

cgtgatgacc

ctgcagggcce

gaaaccagga

cccectgaccecga

gcaggctgaa

cggccaagdgyg

actactagaa

tttatgtata

cagtctecag

agcaaaagtg

cagcctccta

ttcagtggca

gatgtggcag

accaaggtgg

Parte de plasmido que codifica dominio V de cadena K

agcaaattta

atcattgtcc

actccctgge

tcagtacatc

agctgctcat

gcgggtcetgg

tttattactg

aaatcaaacg

agctLtett

XO
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<400>

5

Gln Glu Tyr

Asn
1
Ser

Cys

Arg

Ile

Gly

Glu

Ser
Ser
€5
80
val

Tyx

Tyxr

Ala

Tyr

Leu

Met

Val

50

Val

Cys

Trp

Lys

Tyr

35

Ile

Arg

Leu

Ser

Gly

115

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Gly

Gln

Ala

100

Gln

val

Ser

Leu

Val

Arg

Met

85

Ser

Gly

Glu

Cys

Arg

Phe

Ser

Tyr

Thr

Thr

val

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Tyr

Leu

Gly

Thr

Pro

40

Glu

Ile

70

Leu

Arg

Val

120

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Arg

Tyr

105

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Glu

90

Asp

Val

Leu Val

Phe Ser

Lys Gly

Gly Ala

60

Asp Asp

Glu Asp

Val Gly

Ser Ala

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Thr

Ala

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Trp

110

Gly

15

Asp

Trp

Ala

Ser

75

Thr

85

FPhe
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<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp Ile
Gly

1

Gln Arg

Ser

Gly Tyr

Pro

Lys Leu
Gly
50

Arg Phe
His

65

80

Pro Val

Arg

Glu Leu

3

111

PRT

Mus musculus
6

Vval Leu Thr

Bla Thr Ile

20

Ser Tyr Ile

35

Leu Ile Tyr

Ser Gly Ser

Glu Glu Glu

85

Pro Trp Thr

Gln

Ser

Tyr

Leu

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Ala

Gly

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

70

Ala

Gly

Ser

Ala

25

Gln

Ile

Thr

Thr

Gly

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Leu

Lys

Ile

Glu

Phe

Tyr

Lys

Val

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Ser

30

Gln

Val

Asn

His

Ile

Leu

15

Thr

Pro

Pro

Ile

75

Sexr

95

Lys

L
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100 105 110
<210> 7
<211> 23
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

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> 8
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 8

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

1 5 10 15
<210> 8

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 9
Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

Thr

83
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1

Leu Thr Ile

Cys

<210> 10
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo
<400> 10
Phe Gly Gln
1

<210> 11
<211> 30
<212> PRT
<213> Homo
<400> 11

Glu Val Gln

Gly

1

Ser Leu Arg

<210>
<211>
<212>

<213>

12

14

PRT

Homo

5 10 15

Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr

20 25 30

sapiens

Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

5 10

sapiens

Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly

5 10 15

Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser

20 25 30

sapiens

8



19

15

20

25

<400>

10

12

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Gly

1

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

<400>

5 10
13
3z
PRT
Homo sapiens

13

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 25 30
14
11
PRT
Hemoe sapiens

14

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1

<z210>
<211>
<212>

<213>

5 10
15
124
PRT

Secuencia Artificial

KD



10

15

20

23

11

<220>

<223> dominio V de la cadena H de anticuerpo humanizado

hB-FSH37V
<400> 15
Glu Glu Gln Leu Val Glu Ser
Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
Cys
20

Arg Met Tyr Trp Val Arg Gln
Ile

35
Gly Val Ile Ser Val Lys Ser
Glu

50 55

Ser Val Arg Gly Arg Phe Thr
Thr
65
80

Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser
Tyr

85
Tyr Cys Ser Ala Ser Tyr Tyr

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Glu

Ile

70

Leu

Arg

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Lys

Tyr

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Arg

Thr

90

Asp

Leu

Phe

Lys

Gly

Asp

Glu

Val

Val

Ser

Gly

Ala

60

Asp

Asp

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Thr

Ala

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Tre

Gly

15

Asp

Trp

Ala

Asn

75

Val

95

Fhe



10

15

20

25

1z

100

105

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
FS5L4L
<400>
Asp Tle
Gly

1

Glu Arg

Ser

Gly Tyr

Pro

Lys Leu
Asp

50
Arg Phe

Ser

115 120
16

111
PRT

Secuencia Artificial

110

dominio V de cadena K de anrticuerpc humanizado

16

Val Leu Thr Gln Ser Pro

Ala Thr Ile Asn Cys Arxg

20

Ser Tyr Ile Tyr Trp Tyr

35 49

Leu Ile Tyr Leu Ala Ser

55

Ser Gly Ser Gly Ser Gly

Asp

Ala

25

Gln

Ile

Thr

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Leu

Lys

Lys

Glu

Phe

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Vval Ser

Val Ser

30

Gly Gln

45

Gly Val

Leu Thr

KT

hB-
Leu
15

Thr
Pro

Pro

Ile



13

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

Xy
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ADVANCE E-MAIL

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

DANIELS, Jeffrey Nicholas
PAGE WHITE & FARRER
Bedford House

John Street

London WC1N 2BF
ROYAUME-UNI

Date of mailing (day/month/vear)
07 January 2011 (07.01.2011)

Applicant's or agent's file reference

IMPORTANT NOTIFICATION

A22248WO/NIND
Internationnl application No. Intemational filing dale (daw/month/year)
PCT/EP2009/061210 31 August 2009 (31.08.2009)

B the applicant B the inventor

1. The following indications appeared on record concerning:

[ the agent [ the common representative

Name and Address

State of Nationality State of Residence

‘I'clephone No.

IFacsimile No,

E-mail address

2. The International Burcau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded conceming:

B the person [] the name [} the address [0 the nationality [0 e residence

Name and Address

CZELOTH, Niklas
Pappelweg 9
63303 Dreieich
Germany

State of Nationality Siate of Residence

DE DE
Telephone No.

l'acsimile No.

E-mail address
[] Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

United States of America only.

The person identified in Box 2 should be added to the record as inventor for all designated States and applicant for the

4, A copy of this notification has been sent to:
B the receiving Office
[0 the Intemational Searching Authority

[] the Authority(ics) specified for supplementary search

the Iniernational Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

DOx0

The International Burcau of WIIPO
34, chemin des Colombeltes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 89 75

Authorized officer

Schraner Franziska

e-mail plO3.pet@wipo.int
Telephone No. +41 22 338 74 05
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/EP2009/061210

ADVANCE E-MAIL

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT

DANIELS, Jeffrey Nicholas

NOTIFICATION OF THE RECORDING PAGE WHITE & FARRER
OF A CHANGE Bedford House
John Street
(PCT Rule 92bis.1 and London WC1N 2BF
Administrative Instructions, Scction 422) ROYAUME-UNI

Date of mailing (day/monthivear)

07 January 2011 (07.01.2011)

Applicant's or agent's file reference

IMTPORTANT NOTIFICATION

3222483WO/IND
International application No. international filing date (day/monthiyear)
PCT/EP2009/061210 31 August 2009 (31.08.2009)
1. The following indications appeared on record concerning:
Bd the applicant B4 the inventor [ the agemt [J the common representative
Name and Address State of Nationality State of Residence

Telephone No,

FFacsimtile No.

IE-mail address

2. The International Bureau hereby nolifics the applicant that the following change has been recorded concerning:

B the person [ the name [ the address [ the nationality [ the residence

Nome and Address State of Nationality State of Residence
SCHULZ, Gregor DE DE
Rosenstrasse 13 Telephone No.

79224 Umkirch

Germany Facsimile No.

E-mail address
(] Notifications by e-mail autherized

3. Further obscrvations, if necessary:
The person identified in Box 2 should be added to the record as inventor for all designated States and applicant for the
United States of America only.

the International Preliminary Exumining Authority
the designated Offices concermed
the ¢lecied Olfices concerncd

4, A copy of this notification has been sent to:
B the recciving Office
D the International Searching Authority

O0XC]

[:| the Authority(ies) specifted for supplementary scarch olher:
The International Burcau of WIPO Authorized oflicer
34, chemm des Colombelies ,
1211 Geneva 20, Switzerland Schraner Franziska
c-mail plO5.pet@wipo.int
Foesimile No. +41 22 338 89 75 Telephone No. +41 22 338 74 ()5

Form PCT/13/306 (January 2009) I/EPOOU4T90
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUFERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
{21} N° de solicitud: {51) Int CI: AG1K 039395
22) Fecha de solicitud: {71)Solicitante(s)  BIOTEST AG
{30) Prioridad  (31) Prioridad (32) Fecha (33) Pais
08178105 29/09/2008 GB
08178113 29/08/2008 GB | (72) Inventor{es) FRANK OSTERROTH
0817809.7 29/09/2008 GB Y OTROS
PCT/EP2009/052811 10/03/2009 EP
PCT/EP2009/052809 10/03/2009 EP | (74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
PCTEP2009/052810 10/03/2009 EP
{85) Fecha limite inicio fase nacional: 29/04/2011 (87) Publicacion internacional
{B6) Datos relativos a la presentacidn de la solicitud PCT Fecha 01/04/2010
Fecha de presentacion de la soliciiug: 31/08/2009 N°® publicacién: WO 2010/034590 A1
No. de solicitud PCT/EP2009/061210
(54) Titulo:  COMPOSICION PARA TRATAR ENFERMEDAD
Reivindicacién(es): ratdon B-F5, opcionalmente con variaciones en la secuencia
que no afectan sustancialmente la especificidad y/o unidades
1. Una composicidn farmacéutica que comprende un de su anticuerpo.

agente capaz de aclivar células T regulatorias CD4+CD25+ y
melotrexato.

2. Un equipo que comprende separadamente un agente
capaz de aclivar células T regulatorias CD4-CD25+ vy
metotrexato.

3 Una composicién famacéutica o equipe de
conformidad con la reivindicacion 1 o reivindicacién 2,
caracterizados porque el agente es adecuado para
administracién parenteral.

4, Una composicion famacéutica o equipo  de
conformidad con la reivindicacién 3, caracterizados porgue el
agente es adecuado para administracion intramuscular,
intravenosa o subcutanea.

5. Una composicibn farmacéutica o equipo de
conformidad con cualquier reivindicacién precedente en donde
el metotrexato es adecuado para administracion oral,
intramuscular, intravenosa ¢ subcutdnea.

6. Una composicién farmacéutica o equipo de
conformidad con cualquier reivindicacién precedente en donde
el agente capaz de activar células T regulatorias CD4-CD25+
s un anticuerpo o su fragmento o derivado.

7. Una composicion farmacéutica o equipo de
conformidad con fa reivindicacidn 6, caracterizados porque el
anticuerpoe monoclonal humanizado.

8. Una composicién farmacéutica o equipo de
conformidad con la reivindicacion 6 o reivindicacién 7,
caracterizados porque el agente es un anticuerpo anti-C04 o
fragmento o derivado de! mismo.

9 Una composicion farmacéutica o eguipo de
conformidad con la reivindicacion B, caracterizados porque el
agente es un anficuerpo anti-CD4 humanizado que comprende
una secuencia que comprende las regiones de determinacién
de complementariedad (CDRs} del anticuerpo monoclonal de

10.  Una composicidn farmacéutica o  equipo  de
conformidad con la reivindicacidn 8, caraclerizados porgue el
agente es un anticuerpo anti-CD4 humanizado que tiene
dominios V definidos por las siguientes secuencias de
palipéptido:

- cadena H dominio V:

EEQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFSFSDCRMY
WLRQAPGKGLEWIGVISVKSENYGANYAESVRGRFTISRDD
SKNTVYLOMNSLKTEDTAVYYCSASYYRYDVGAWFAYWGQ
GTLVTVSS (SEQ 1D NO: 1)

- Cadena L dominio V:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSTSGYSYI
YWYQQKPGQPPKLLIYLASILESGVPDRFSGSGSGTDFTLTI
SSLOAEDVAVYYCQHSRELPWTFGQGTKVEIK {SEQ ID NO:
2).
¢ dominios V que comprenden secuencias polipéptido que
tienen al menos B0% de identidad de secuencia con SEQ ID
NO: 1y SEQID NO: 2.

1. Una composicidn farmacéutica o equipo de
conformidad con cualquier reivindicacion precedente, en
donde el agente capaz de aclivar células T regulatorias
CD4+CD25+ se va a administrar a un sujeto en una dosis
desde 0.2 mg a 10 mg.

12.  Una composicidn fammacéutica o equipo de
conformidad con la reivindicacién 11, caracterizados porque el
agente capaz de activar células T regulatorias CD4-CD25+ se
va a administrar a un sujeto en una dosis desde 0.2 mg a 5
mg.

13.  Una composicidn farmacéutica o equipo de
conformidad con la reivindicacidn 12, caracterizados porque el
agente capaz de activar células T regulatorias CD4+CD25+
se va a administrar un sujeto en una dosis desde 0.5 mga 3
mg.
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PATENTE DE INVENCION D MODELU ve WIIIDAD | | 77 7 Art 33 Decisin 486/00

ENENE

Indicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcion de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa D Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT E MODELOQ DE UTILIDAD PCT l:l Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

X
X
X
X

Indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
relvindicatorio, resumen)
Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)
/

Completa m ncompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decision 486/00)

L]
]

]
]

Indicacion que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO [ | (Art. 82 Decisién 486/00)

HEEpEN

Indicacion que se solicita un esguema de trazado
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta 1a solicitud
Representacion grafica de un esguema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta I:]
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SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA
Apoderado(a) y/o Representante de
BIOTEST AG

REFERENCIA Radicacion No. 11 050626
Solicitud internacional PCT/EP2009/61210
Fecha inicio fase nacional 29/04/2011

Tramite 11
Evento 378
Actuacion 430

Cficio No. QE 0 8 8 8 9

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decision 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacion 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. Con respecto al resumen y de conformidad con lo dispuesto en el articulo 31 D. 486 en el cual se establece
que el resumen consiste en una sintesis de fa divulgacién técnica contenida en la solicitud de patente, debe
adecuar el resumen a los dispuesto en dicha norma, teniendo en cuenta que el extracto permitird precisar el
objeto de la invencidn, sus elementos caracteristicos y el campo de aplicacion.

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesién det derecho a la patente del inventor al
solicitante 0 a su causante, conforme a o 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 deheran
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articuios 259 y 260 del Cbodigo de Procedimientoc Civil.
Cuando se frate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 i) del Tratado de Cooperacion en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesién de derechos del inventor al solicitante 0 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 Decision 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En casoc de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y
perdera su prelacién,

Continua en la pagina siguiente...
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Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capftulo quinto dei titulo
primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones {c)

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fechg 3 JUN 20“ .
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