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Pigura 69: Una graAfica de Kaplan-Meier de la proporcién
acumulativa de sujetos quienes descontinuaron por élguna
razén durante los primeros 12 meses del estudio, como se
describe en el ejemplo 7, infra.

Figura 70: Una gréfica de Kaplan-Meier de la proporcién
acumulativa de sujetos quienes descontinuaron debido a una
falta de eficacia durante los primeros 12 meses del estudio,
como se describe en el ejemplo 7, infra.

Figura 71A: Una grdfica que muestra las respuestas ACR
el dfa 180 para pacientes administrados con metotrexato solo
o metotrexato y CTLA4Ig (2 o 10 mg/kg de peso corporal) como
ge describe en el ejemplo 7, infra. '

Figura 71B: Una grafica que muestra los intervalos "de
confianza del 95 por cilento para diferencias en las
respuestas de la ACR el dia 180 para pacientes
administrados con metotrexato solo o metotrexato y CTLA4Ig
(2 o 10 mg/kg de peso corporal) como se describe en el
ejemplo 7, infra.

Figura 72A: Una grafica que muestra las respuestas de
ACR el dia 360 para pacientes administrados con metotrexato
solo o metotrexato y CTLA4Ig (2 o 10 mg/kg de peso corporal)
como se describe en el ejemplo 7, infra.

Figura 72B: Una grafica que muestra los intervalos de
confianza de 95 por clento para las diferencias en respuestas

a ACR el dfia 360 para pacientes administrados con metotrexato
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solo o metotrexato y CTLA4Ig (2 o 10 mg/kg de peso corporal)
como se describe eq\el ejemplo 7, infra. .

Figura 73A: Una grdfica que resume la respuesta de ACR
20 por vieita durante un intervalo de un afic para pacientes
administrados con metotrexato solo o metotrexato y CTLA4Ig-(2
o 10 mg/kg de peso corporal) como se describe en el ejemplo
7, infra.

Figura 73B: Una ér&fiea que resume la respuesta de AFR
50 por visita durante un intervalo de un afio para pacientes
administrados con metotrexato solo o metotrexato y CTLA4Ig (2
o 10 mg/kg de peso corporal) como se describe en el ejemplo
7, infra.

Figura 73C: Una grdfica que resume la respuesta de ACR
70 por visita durante un intervalo de un afio para pacientes
administrados con metotrexato solo o metotrexato y CTLA4Ig (2
o 10 mg/kg de pesoc corporal) como se describe en el ejemplo
7, infrﬁ.

Figura 74: Una grifica que wmuestra la ACR-N media
sobre un intervalo de tiempo de un afio para pacientes
administradoa con metotrexato solo o metotrexato y CTLA4Ig
(2 o 10 mg/kg de peso corporal! como se deecribe en el
ejemplo 7, infra.

Figura 75: Una grdfica que muestra la proporcién Ae
nuevas articulaciones activas en el dfa 180 para pacientes

administrados con metotrexato solo o metotrexato y CTLA4Ig (2

.
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o 10 mg/kg de peso corporal) como se describe en el ejemplo
7, infra. .

Fi;_:;ura 76A: Una grafica que muestra }a PFrecuencia de
nuevas articulaciones Bensibies por sujeto en el dig 180 para
pacientes administrados con metotrexato solo o metotrexato y
CTLA4Ig (2 o 10 mg/kg de peso corporal) como se deacribe en
el ejemplo 7, infra.

Figura 76B: Una gréfica que mueatra la Frecuencia de
nuevas articulaciones sensibles por sujeto en el dfa 360 para
pacientes administrados con metotrexato solo o metotrexato y
CTLA4Ig (2 o 10 mg/kg de peso corporal) como se describe en
el ejemplo 7, infra.

Figura 77A: Una gréfica que muestra la Frecuencia de
nuevas articq}acionea hinchadas por sujeto en el dia 180 para
pacientes administrados con metotrexato solo o metotrexato y
CTLA4Ig (2 o 10 mg/kg de peso corporal) como se describe en
el ejemplo 7, infra.

Figura '7.73: Una grafica que muestra la Frecuencia ‘de
nuevas articulaciones hinchadas por sujeto en el dia 360 para
pacientes administrados con metotrexato solc o metotrexato y
CTLA4Ig (2 o 10 mg/kg de peso corporal) como se describe en
el ejemplo 7, infra.

Figura 78: Una grifica que muestra la proporcién de
nuevas articulaciones activas en el dfa 360 para pacientes

adminiatrados con metotrexato solo o metotrexato y CTLA4Ig (2

3 g
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o 10 mg/kg de peso corporal) comc se describe en el ejemplo 7,
infra. ' |

Figuras 79A-79B: Graficas que muestran el: Fig. 79A Cambio
a partir de la linea base en los Dominios de Salud Fisica el dia
180, y Fig. 79B Cambio a partir de la linea base en los Dominioa
de Salud Mental el dfa 180, para pacientes administrados con
metotrexato solo o metotrexato y CTLA4Ig (2 o 10 mg/kg de peso
corporal) como se deacribe en el ejemplo 7, infra.

Figuras 80A-80B: Gr&ficas gque muestran el: Fig. B80A CamBio
a partir de la linea base en los Dominios de Salud Fipica el
dia 360, y Fig. 80B Cambio a partir de la lfnea base en los
Dominios de Salud Mental el dfIa 360, para pacientes
administrados con metotrexato solo o metotrexato y CTLA4Ig (2 o

10 mg/kg de peso corporal) como se describe en el ejemplo 7,
infra.

Figura 81 : Una grdfica que muestra los —niveles de IL-2r
soluble en la Linea base, Dias 180 y 360 para paclentes
administrados con metotrexato solo o metotrexato y CTLA4Ig (2 o
10 mg/kg de peso corporal) como se describe en el ejemplo 7,
infra.

Figura 82: Una gréfica que muestra los niveles del
Factor Reumatoide en la Linea base, Dias 180 y 360 para
pacientes administrados con metotrexato solo o metotrexato y
CTLA4Ig (2 o 10 mg/kg de peac corporal) como se describe en

el ejemplo 7, infra.
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Figura 83; Qpa grifica que muestra los niveles de

‘ICAM-1 en la Linea base, Dias 180 y 360 para pacientes

administrados con metotrexato solo o metotrexato y CTLA4Ig
(2 o 10 mg/kg de peso corporal} como se describe en el
ejemplo 7, infra.

Figura 84 : Una gr&fica‘que muestra los niveles de e-
Selectina en Linea base, Dfas 180 y 360, para pacientes
administrados-con metotrexato solo o metotrexato y CTLA4Ig.(2
o 10 mg/kg de peso corporal) como ‘Be describe en el ejemplo
7, infra.

Figura 85: Una grifica que muestra el IL-6 en suero
en la Linéa base, Dfas 180 y 360 para pacientes
administrados c¢on metotrexato sclo o metotrexato vy
CTLA4Ig (2 o 10 mg/kg de peso corporal) como se deacribe
en el ejemplo 7,'infra.

Figura 86A: Una gr&fica que muestra los niveles de CRP
en la Linea base, Difias 180 y 360 para paclentes
administrados con metotrexato solo o metotrexato y CTLA4Ig
(2 o 10 mgikg de peso corporal) como se describe en el
ejemplo 7, infra.

Figura B86B: Una gré&fica gque muestra los niveles de
TNFa en Linea base, Dias 180 y 360 phra pacienzgs
administrados con metotrexatc solo o metotrexato y CTLA4Ig
(2 o 10 mg/kg de pesc corporal) como s#e describe en el

ejemplo 7, infra.
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Pigura B87: Porcentaje de células T activadas en

especimenes de aterectomia.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definiciones

Todos los tér_minos técnicos y cientificos usados en esta
golicitud tienen significados utilizados com(inmente en el
arte a menos que se especifique de otra manera. Como se usa
en esta seolicitud, las siguientes palabras o fraseas tienen
los significa?os especificados.

Como se usa en la presente, “ligando” se refiere a un
molécula gque reconoce y enlaza especificamente a otra
molécula, por ejemplo, un ligando para CTI..F.M es una molécula
B7. BEn un ejemplo adicional, un ligando para la molécula‘B'?
es una molécula de CTLA4 y/o CD28. La interaccién de una
molécula y su ligando se puede regular por composiciones de
la invencién. Por ejemplo, la interaccién de CTLA4 con sau
ligando B7 se puede bloguear por la administracién de las
moléculas de CTLA4Ig. Alternativamente, el factor de necrosis
de tumor (TNF), un ligando, interactfia con_ su receptor el
receptor TNF {(INFR) y se puede blogquear por la administracién
de etanercept o de otras moléculas de blogqueo de TNF/TNFR.

Como se usa en la presente, “CTLA4 de tipo silvestre".o
"CTLA4 no mu-tado" tiene la secuencia de aminodcidos del CTLA4

de longitud completa que se presenta naturalmente como se

<
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muestra en la figura 23 (también como se describe en 1la
Patentes de~ EUA Nos. 5,434,131, 5,844,095 y 5,851,795
incorporadas en la presente como referencia en su totalidad)
© cualquier porcién o derivado del mismo, que réconozca Y
enlace a B7 o un interfiera con un B7 de manera que bloquee
el enlace para CD28 y/o CTLA4 (por ejemplo, cnéa y/o CTLA4
endbgenos) . En modalidades particulares, el dominio
extracelular del CTLA4 de tipo silvestre comienza con 'la
metionina en la posicién +1 y termina con el &cido aspértico
en la posicién +124 o el dominio extracelular del CTLA4 de
tipo silvestre comienza con la alanina en la posicién -1 y

LY

termina con el &cido aspédrtico en la poeicién ;124 como Bse
muestra en la Figura 23, El CTLA? de tipo silvestre es una
proteina de superficie celular que tiene un dominio
extracelular N-terminal, una dominic de transmembrana y un
dominio citoplésmico C-terminal. El dominio extracelular se
enlaza a las moléculas objetivo tal como una molé&écula B7.
En una célula, la proteina CTLA4 de tipo silvestre que =ae
presenta naturalmente, se traduce como un polipéptido
inmaduro, el cual incluye un péptido de sefial en el extremo
de la terminal N. El polipéptido inmaduro se somete a un
procesamiento post—traduccionél el cual incluye el
desdoblamienso Yy remocién del péptido de sefial p;ra

generai un producto de desdoblamiento CTLA4 Que tenga un

extremo en la terminal N recientemente generado que difiera
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del extremo en la'terminal N en la forma inmadura. Alguien
experto en la técnica apreciari que puede sucedt.ar un
procegamiento adicional posterior a la traduccidén, el cual
retire uno o mise de los amincdcidos del extremo en la
terminal N recientemente generado del producto de
desdoblamiento CTLA4. alternativamente, el péptido de sefial
no se puede retirar por completo, generando moléculas que
comiencen antes de la metionina de amino&cidos de part:i:da
comiin. RAaf, la protefna CTLA4 madura puede comenzar en la
metionina en la posicién +1 o en la alanina en la posicién -
1. La forma maduz.'a de la molécula CTLA4 incluye el dominio
extracelular o cualquier porcién del mismo que se enlaza a
B7.

Como se usa en la presente, una "molécula mutante CTLA4”
Bignifica un-CTLni de tipo silvestre como se muestra en la
Figura 2-3 o cualquier porcién o derivado del mismo que tiene
una mutacién o mutaciones mltiples (preferentemente en el
dominio extracelular del CTLA4 de tip6 silvestre). Una
molécula mutante CTLA4 tiene una secuencia que es sgimilar
peroc no idéntica a la secuencia de la molécula CTLA4 de tipo
ellvestre, pero se enlaza todavia a B7. Las mutaciones pueden
incluir uno o mis reslduos de amino&cidos subatituidos con un
aminodcido gque tenga una estructura conservadora- (p.or
ejemplo, seubstituye una leucina con una isoleucina) o no

e

conservadora (por ejemplo, substituye una glicina con un
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triptofano) o propiedades quimicas, eliminaciones, adiciones,
cambios de estryctura o truncamientos de amino&cidé. Las
moléculas muténtéa de CTLA4 pueden incluir una molécula que
no es de CTLA4 en ella o unida a ella. Las moléculas mutantes
pueden ser solubles (eato es; en circulacién) o enlazarse a
una superfjcie celular. Las moléculas mutantes CTLA4
adicionales incluyen aquellas descritas en los nimeros de
serie de la solicitud de Patente de EUA 09/865,3?1,
60/214,065, y 60/287,576; en los n(merocs de Patentes de EUA
6,090,914, 5,844,095 y 5,773,253; y como se describe por
Peach, R. J., et al,, en J Exp Med 180:2049-2058 (1994)). Las
moléculas mutantes CTLA4 se pueden hacer sintéticamente o de
manera recombinante.

"CTLA4Ig" es una proteina de fusi6n soluble que
comprende un dominio extracelular de CTLA4 de tipo silvestre
que se enlaza a B7 © una porcién del mismo umido a una regifn
constante de “inmunoglobulina (Ig) o una porcién del mismo.
Una médalidad en particular, comprende el dominio
extracelular del CTLA4 de tipo silvestre (como Be muestra en
la figura 23) partiendo de la wmetionina en la posicién +1 y
finalizando en el &cido aspartico en la posicién +124 o
partiendo de la alanina en la posicién -1 hasta el A&cido
aspidrtico en la posicién +124; un reeiduo de unién de
aminocAcido de glutamina en la posicifn +125 y una porcién de

inmunoglobulina que abarcan el &cido glutdmico en la posicién



10

15

20

25

" 3

+126 a través de la- lisina en la pogicién +327 (el ADN Hue
codifica CTLA4Ig se depositd el 31 de Mayo de 19591, .con 1
American Type Culture Collection (ATCC) 10801 University
Blvd., Manassas, VA 20110-2209 bajo laa disposiciones del
tratado de Budapest y se le ha acordado el nlmero de acceso
ATCC, ATCC 68629; Linsley, P., et al., 1994 Immunity 1:793-
80) . CTLA4Ig-24 una linea celular de ovario de h&mster chino
(CHO) CTLA4Ig se deposit6 al 31 de Mayo de 19-;1 con el nﬁme.ro
de identificaci6n ATCC CRL-10762). Las molé&culas solubles de
CTLA4Xg usadas en los métodos y/o kite de la invencién pueden
o no incluir una secuencia de un péptido de sefial (lider).
Tipicamente, en los métodos y/o kits de la invencibén, las
moléculas no incluyen una secuencia de un péptido de sefial.
“L10EA29YIg” es una proteina de fusién que es una
molécula mutante de CTLA4 soluble que comprende un dominio
extracelular de un CTLA4 de tipo silvestre con cambios de
aminoScidos A29Y (un residuo de aminofcido de tirosina
substituido por allanina en 1;‘ posicién 29) y L104E (un
residuo del aminodcido del &cido .glutémico substituido por
una leucina en la posicién +104) o una porcisn del miemo que
se enlaza a una molécula de B7 unida a un extremo 1Ig
(incluido en la figura 19; ADN que codifica L10EA29YIg .me
deposité el 20 de Junio de 2000 con el nfimero ATCC PTA-2101-1,-
copendiente en los nfimeros de gerie de la solicitud de

Patente de BUA 09/579,927, 60/287,576 y 60/214,065
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incorporada en 1la -presente como referencia. Las moléculas

solubles de L10EA29YIg usadase en los métodos y/o kits ﬁe la
invencién pueden o no inclulr un secuencia de péptido. de
sefial (lider). Tipicamente, en los métodos y/o kits de la
invencién las moléculas no incluyen una secuencia del péptido
de seifial.

Como se usa 'en la presente, “soluble” se refiere a
cualquier molécula o fragmentos derivados de la misma que no
se enlazan o colocan en una célula, esto es, en circulacién.
Por ejemplo, CTLA4, B7 o CD28 ee pueden ser solubles al
enlazar una _porcién de inmunoglobulina (Ig) al dominio
extracelular de CTLA4, B7 o CD2s, respectivamente.
Alternativamente, una molécula tal como CTLA4 se puede hacer
soluble al retirar su dominio de trunsmembrana. TipicamenEé,
las moléculas solubles usadas en los métodos, composiciones
y/o kits de la invencién no incluye una secuencia de sefial
{(lider).

Como Be usa en la presente, “"moléculas solubles de
CTLA4* eignifica moléculas CTLA4 que no se enlazan a la
superficie celular (esto es, en circulacién) o cualquier
porcién funciqgal de una molécula de CTLA4 qu; pe enlaza a B7
que incluyen, pero no ee limitan a: proteinas de fusién
CTLA4Ig (por ejemplo codificadas por un ADN depositado con el

ndmero de acceso 68629) en donde el dominio extracelular de

CTLA4 se fusiona a una porcién de inmunoglobulina (Ig) tal
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como IgCyl (IgCgamma), iIgCy2 (IgCgamma2), IgCy3 (IgCgamma3),
IgCy4 (IgCgamma4), IgCu{IgCmu), IgCal (IgCalfal), IgCa2
(IgCalfa2), 1IgCd(IgCdelta) o IgCelgCepsilon), haciendo 1la
molécula de fusién soluble, o fragmentos y derivados del
miemo; proteinas coﬁ el dominio extracelular de CTLAR4
fuslonado o© wunido con wuna porcién de una proteina
biol6gicamente activa o quimicamente activa tal como el
producto del gen E7 del virua del papiloma (CTLA4-E7), el
anfigeno 'p97 asociado con el melanoma (CTLA4-p97) o la
proteina HIV (CTLA4.env gp .120) (como se describe en la
Patente de EUA No. 5,844,095 que ge incorpora en la presente
como referencia en su totalidad) o fragmentog-y derivados del
mismo; proteinas de fusién hibridas (quiméricas) talea como
CD28/CTLA4lg (como &e describe en la Patente de EUA No.
5,434,131 que se incorpora en la presente como referencia en
Bu totalidad). © fragmentos y derivados de los mismo;
moléculas CTLA4 con el dominio de transmembrana retirado para
hacer soluble a la proteina (Oaks, M. K., et al., 2000
Cellular Immunology 201:144-153, que s8e Iincorpora en la
presente como referencia en su totalidad) o fragmentos y
derivados de la misma. “Molé&culas solubles CTLA4* también
incluye fragmentos, porciones o derivados de los miamos, y
moléculas mutantes CTLA4 solubles que tienen un; actividad de
enlace para CTLA4. Las moléculas CTLA4 solubles usadas en los

métodos de la invencién pueden o no incluir una secuencia de
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un péptido de pefial (lider). Tipicamente en los métodps,
composiciones y/o kits de la invencién, 1las moléculas no
incluyen una secuel:xc:i.a de péptido ds; sefial.

Como se usa en la presente, “dominio extracelular de CTLA4*
es 14 porcién de CTLA4 que reconoce y enlaza a los ligandos
CTLA4, tales como las moléculas B7. Por ejemplo, un dominio
extracelular de CTLA4 comprende la metionina en la posicién +1
hasta el &cido aspdrtico en la posiciéri +124- (Figura 23). De
manera alternativa, un dominioc extracelular de CTLA4 comprende
la alanina en la posicién -1 hasta el &cido aspértico en la
posicién +124 (Figura 23). El dominic extracelular incluye
fragmentos o derivados de CTLA4 que se enlazan a una molé&cula
B7. El dominio extracelular de CTLA4 como se muestra en la
Figura 23 puede también incluir mutaciones que cambien la avidez
de enlace de la mo;écula de CTLA4 para una molécula B7.

Como Be usa en la presente, el término *mutacién” significa
un cambio en el nuclebtido o en la secuencia de aminoicido de
una molécula de tipo silvestre, por ejemplo, un cambio en el ADN
y/o las aecugfcia& de aminoficidos del dominio extracelular CTLA4
de tipo eilvestre. Una mutacién en el ADN puede cambiar un codén
que conduce a un cambio en la secuencia de aminodcido. Un cambio
del ADN puede incluir substituciones, el iminaciorf '
inserciones, empalmes alternativos ¢ l.:runcamientoa. Un cambio -de
aminodcidos puede incluir substituciones, eliminaciones,

inserciones, adiciones truncamientos, o errores de procesamiento
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o cdesdcblamiento ,de la proteina. Alternativamente, las
mutaciones en una secuencia de nucleétidos pueden resulfar en
una mutacién silente en la secuencia de aminodcidos como se
entiende bien en el arte. A ese respecto, clertos codones de
nucleétidos codifican al mismo aminoacido. Los ejemplos incluyen
codones de nucledtidos CGU, CGG, CGC y CGA que codifican al
aminodcido, arginina (R); o codones GAU y GAC que codifican el
aminodcido, &cido aspdrtico (D). Asi, se puede codificar una
proteina por una o mas moléculas de &cido nucleico que difieran
de su secuencla especifica de nucledétidos pero que codifiquen

todavia a moléculas de proteinas que tengan secuencias

idénticas. La secuencia de codificacién del aminoicido es como

sigue:

Amino&cido Simbolo |Simbolo de 1 [Codones o
letra

Alanina Ala A GCU, GCC, GCA, GCG

Cisteina Cys Cc UGU, UGC

Acido aspArtico [Asp D GAU, GAC

Acido glutdmico |[Glu E GAA, GAG

Fenilalanina Phe F Uy, uuc

Glicina j Gly G GGU, -GGC, GGA, GGG

Histidina His H CAU, CAC

Iscleucina Ile I AUU, AU&, AUA

Lisina Lys K ARA, AAG
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Aminodcido Simbolo |Simbolo |Codones
de
letra
Leucina rLeu L UUA, UUG, CUU, CUC, CUA,
cuG
Metionina Met M AUG
Asparagina Asn N AAU, AAC
Prolina Pro P CCU, CCc, CCcA, CCe
Glutamina Gln Q CAA, CAG
Arginina A_rg R CcGU, CGC, CGA, CGG, AGA,
AGG -
Serina Ser s ygcu, UCC, uUca, UCG, AGU,
AGC
Treonina Thr T -ACU, ACC, ACA, ACG
Valina val v GUU, GUC, GUA, GUG
Triptofano Trp W UGG
Tirosina Tyr Y UAU, UAC

La molécula mitante puede tener una © mis mutaciones.

Como ee usa en la presente,

que no es de CTLA4" o

una

"secuencia de proteina

*una molécula que no es de CTLA4”"

significa cualquier molécula de protefina que no se enlaza a

B7 y no interfiere con el enlace de CTLA4 a su objetivo. La

molécula que no es de CTLA4 unida a un dominio extracelular

de una mol&cula de CTLA4 puede alterar la solubilidad o
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afinidad de la molécula de CTLA4. Un ejemplo incluye, pero no

se limitan a, una'rtigién constante de inmunoglobulina )'ig) o

porcién de la misma. Preferentemente, la regién constante Ig

es una regién constante Ig de humano o de mono por ejemplo

C{(gamma)l humana, que incluye las regiones CH2 y CH3 Yy

articulacién.~- La regifén constante Ig se -puede mutar para

reducir sus funciones del efector (Patentes de EUA No.
5,637,481, 5,844,095 u 5,434,131).

Como se usa en la presente, “fragmento” o “porcién” s
cualquier parte o segmento de una molécula por ejemploc CTLA4
o (D28, preferentemente el dominio extracelular de CTLA4 o
CD28 o una parte o segmento del mismo que reconoce y Bse
enlaza a su objetivo por ejemplo una molécula B7.

Como se usa en la presente *B7" ge refiere a la familia
de moléculas B7 que incluyen, pero no se limitan a, B7-1
(CDB0) (Freeman et al., 1989, J Immunol.”™ 143:2714-2722,
incorporada ex; la presente como referencia en su totalidad),
B7-2 (CD86) (F‘reeman et al, 1993 Science 262:909-911
incorporada en la presente como referencia en su totalidad;
Azuma et al, 1993 Natura 366:7679 incorporada en la presente
como referencia en su totalidad) que pueden reconocer y
enlazar a CTAL4 y/o CD28. Una molécula B7 se puede expresar
en una célula B activada. -

Comoc sBe usa en la presente “CD28" pse refiere a una

molécula que reconoce y enlaza a B7 como se describe en el
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nimero de serie BUA 5,580,756 y 5,521,288 (gque se incorp;ra
en la presente con\c;lfgferencia en su totalidad). .

Como se usa en la presente “cé&€lulas positivas B7* son
algunas células con unoc o mis tipos de moléculas B7
expresadas en la superficie celular.

Como se usa en la presente, un derivado es una molécula
que comparte una eimilitud de secuencia y ectividad de su
molécula preqgursora. Por ejemplo, un derivado de CTL{M
incluye una molécula aoluble de CTLA4 que tiene una secuencia
de aminofcidos al menos 70% similar al dominio extracelular
del CTLA4 de tipo silvestre, y que reconoce y enlaza a B7 por
ejemplo el CTLA4 o la molécula mutante CTLA4 soluble
L104EA29YIg. Un derivado significa cualquier cambioc en la
gecuencia de aminolcidos y/o 1la calidad quimica del
aminodcido por ejemplo anflogos de aminoicidos.

Como 8e usa en la presente, para “regular” una respuesta
inmune es activar, estimular, sobreregular, inhibir,
bloquear, subregular o tlnodificar la respuesta inmune. Las
enfermedades cardiovasculares aqui descritas se pueden tratar
al regular una respuesta inmune por ejemplo, al regular las
interacciones de células positivas CTLA4- y/o CD28-
funcicnales con células positivas B7. Por ejemplo, un mét&do
para la regulacién de una respuesta inmune comprende poner |-an
contacto la célula positiva B7 con una molécula CTLA4 soluble

de la invencién de la manerxra de formar complejos solubles
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CTLA4/B7, la molécula soluble CTLA4 interfiere con la
reaccién de una molécula endégena CTLA4 y/o (D28 con la
molécula B7. "

Como se usa en la presente, "bloquear” o “inhibir” un
receptor, seflal o molécula, significa interferir con 1la
activacién del receptor, sefial o mclécula cuando se detecta
por una prueba reconocida en el arte. Por ejemplo, el bloqueo
de una respuesta inmune mediada por célula se puede detect?r
al determinar la reduccién de los sBintomas asociados con la
enfermedad iq@une. El bloqueo o inhibicién puede ser parcial
o total.

Como se usa en la presente, ™el blogqueo de 1la
interacciébn B7” significa interferir con el enlace de B7 E?n
sus ligandos, tales como CD28 y/0 CTLA4, con lo cual se
obstruyen las interacciones de células positivas B7 o cé&lulas
T. Ejemplos de las moléculas que blogquean las interacciones
B7 con CTLA4 y/o CD28 incluyen, pero no sge limitan a
moléculas tales como un anticuerpo (o porcién o derivado del
mismo} que reconoce y enlaza a cualquiera de las moleculas
CTLA4, CD28 o B7 (por ejemplo B7-1, B7-2); upa forma soluble
(o porclibén o derivado del mismo) de las moléculas tales como
el CTLA4 soluble; un fragmento de '‘péptidos u otra molécula
pequefia diseflada para interferir con una sefial de célula-a

través de la interaccién mediada por CTLA4/CD28/B7. En una

modalidad preferida, el agente de blogqueo es una molécula
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soluble de CTLA4 tal como CTLA4Ig {ATCC 68629) o L10EA39YIg
(ATCC PTA-2104), una molécula soluble CD28 tal como CD28Ig
(ATCC 68628), una molécula B7 tal como C7Ig (ATCC 68627), un
anticuerpo monoclonal anti-B7 (por ejemplo ATCC HB-253, ATCC
CRL-2223, ATCC CRL-2226, ATCC HB-301, ATCC HB-11341°® y
anticuerpos monoclonales como se describen por Anderson en la
Patente de EUA No. 6,113,898 o Yokochi et al., 1982. J.
Immun., 128(2)823-827), un anticuerpo monoclonal anti-CTLp4
(por ejemplo, ATCC HB-304, y anticuerpos monoclonales como ae
describen en 1las referencias 82-83). y/o un anticuerpo
monoclonal anti-CD28 (por ejemplo ATCC I-IB. 11944 y mAb 9.3
como se describe por Hanse (Hansen et al., 1980.
Immunogenetic; 10: 247-260) or Martin (Martin et al., 1984.
J. Clin. Immun., 4(1):18-22)). También se incluyen moléculas
pequefias que blogquean las interacciones de B7 con CTLA4 y/o
CD28. El1 bloqueo de 1las interacciones de B7 se pueden
detectar por pruebag reconocidas en el arte tales como
determinar la reduccién de la enfermedad inmune (por ejemplo,
enfermedad cardiovascular) o enfermedad inflamatoria en los
sintomas asocladca, al determinar 1la reduccifén en las
interacciones de cé&lulas B7/célula T o al determinar 1la
reduccién en la interaccién B7 con CTLA4 y/o CD28. El bloqueo
puede per pargial o total. ' |
Como Be usa en la presente, un *“cantidad efectiva de una

molécula® s8e define como una cantidad que blogquea la

A

?
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interaccién de la molécula con su ligando. Por ejemplo, una
cantidad efectiva deée"una molécula qué-bloquea la interaccién
B7 con CTLA4 y/o CD28 se puede definir como la cantidad de la
mclécula la cual cuando se enlaza a las moléculas B7 en las
células positivas B7 inhibe las moléculas B7 de los ligandos
de enlace endSgenos tales como CTLA4 Y cpas.
Alternativamente, una cantidad efectiva de una molécula que
blogquea la interaccién de B7 con CTLA4 y/o CD28 ge puefie
definir como la cantidad de la molécula que cuando se enlaza
a las molécula CTLA4 y/o CD28 en las células T inhibe las
moléculas B7 a pértir de los ligandos de enlace endSgenosa
tales como CTLA4 y CD28. La inhibici6n o bloqueo puede ser
parcial o completo.

Como se us6 aqui, “tratar” una enfermedad significa
manejar una ‘enfermedad mediante terapias medicinales o de
otro tipo. El tratamiento de una enfermedad puede mejorar o
aliviar los sintomas de una enfermedad, reducir la severidad
de una enfermedad, alterar o prevenir el curso de “la
progrea.ién de la enfermedad, prevenir la ocurrencia de la
enfermedad, y/o mejorar o aliviar o curar el problema de
énfermedad b&sgico. Los sintomas de enfermedad cardiovascular
incluyen, pero no estén limitados a: arritmias; dolor de
pecho; isquemia miocardial; angina; tolerancia al ejercic:.Lo
reducido; disnea en ejercicio; disnea nocturna paroxismal,

claudicacibn; ataques isquémicos pasajeros y calidad de vida.

-\

. )
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Por ejemplo, para tratar una enfermedad cardiovascular se
puede efectuar por; regulacién de una respuesta inmune por
ejemplo, por regulacién -funcional de funciones de células
poasitivas CTLA4- y/o CD28- <con células positivas.
Alternativamente, el tratamiento de una enfermedad
cardiovaaculaf se puede efectuar mediante prevencién de la
enfermedad de ocurrir o progresar a través del uso de las
composic:i.ones descritas aqui.

Como se usa aqui, la “enfermedad cardiovascular” tiene
el mpignificado comiinmente usado en el campo, que inclu;e,
plero sin limitacién, las siguientea enfermedades o
condiciones: trastornos tromboembSlicos, trastornos
tromboembélicos cardiovasculares arteriales gque incluyen,
trastornos tromboembélicos cardiovasculares venosos, Y
trastornos tromboemb6licos en las cdmaras del corazén;
arterosclerosis; restenosis; enfermedad arterial periférica;
cirugfa de injerto de desviacién coronaria; enfermedad de
arteria cardtida; arteritis; miocarditis; inflamacidén
cardiovascular; inflamaci6én vascular; enfermedad coronaria
del corazén (CHD); angina inestable (UA); angina refractaria
inestable; angina estable (SA); angina estable crénica;
sindrome coronario agudo (ACS); infarto al miocardio primero
o recurrente; infarto al miocardio agudo (AMI); infarto ‘al
miocardio; infarto al miocardio de onda no Q; infarto al

miocardio no STE; enfermedad de arteria coronaria; isquemia
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cardiaca; isquemia; muerte repentina isquémica; ataque
iaquémico pasajero; apoplejia; ategoeaclerosis: enfermedad
arterial oclusiva';;;iférica; tromboeis venosa; trombosis de
vena profunda; tromboflebitis; embolismo arterial; tromboeis
arterial coronaria; trombosis arterial cerebral; embolismo
cerebral; embolismo de rifién; embolismo pulmonar; trombosis
que resulta de (a) vdlvulas prostéticas u otroe implantes,
(b} catéteres permanentes, (c) endoprétesis ~vasculares, (d)
derivacién cardiopulmonar, (e) hemodidlisis, o (f) otro
procedimiento en el cual la sangre se expone a una superficie
artificlal que promueve trombosis; trombosis que resulta de
ateroesclerosis, cirugfia o complicaciones quiriirgicaas,
inmovilizacién prolongada, fibrilacifn arterial, trombofilia
congénita, céncer, diabgtes, efectos de medicamentos u
hormonas, y complicaciones de embarazo; arritmias cardiacas
que incluyen arritmias supraventriculares, arritmias
auriculares, flGter auricular, fibrilacién auricular; otras
enfermedades enlistadas en Heart Dilsease: A Textbook of
Cardiovascula_:!: Medicine, 2 VOlume Set, 6th Edition, 2001,
Eugene Braunwald, Douglas P. Zipes, Meter Lobby, Douglas D.
Zipes.

Las enfermedades cardiovasculares preferidas s?n:
ateroesclerosis; enfermedad coronaria del corazén (CHDi;

restenosis; enfermedad arterial periférica; cirugia de

injerto de desviacifn coronaria; enfermedad de arteria
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cardtida; artgritia; miocarditis; inflamacién cardiovascular;
inflamacién vascular; angina inestable (UA) ; éngina
refractaria inestable; angina estable (8A); angina estable
crénica; sindrome coronario agudo (ACS); infarto al
miocardio; infarto al miocardio agudo (AMI); que incluye’
infarto al miocardio primero o recurrente; infarto al
miocardic de onda no Q; infarto al miocardio de elevacién no
ST, e infarto al miocardio de elevacién de segmento ST. '

Las enfermedades cardiovasculares mls preferidas son:
ateroesclerosis; enfermedad coronaria del corazén (CHD);
angina inestable (UA); angina refractaria inestable; angina
estable (SA); angina estable cré6nica; sindrome coronario
agudo (ACS); infarto al miocardio; infarto al miocardioc agudo
(AMT) ; que 1lncluye infarto al miocardio primero o recurrente;
infarto al miocardio de onda no Q{ infarto al miocardio de
elevacién de segmento. no ST, e infarto al miocardio de
elevacifn de segmento 8T.

Como se usa en la presente, “terapia génica’” es un
proceso para tratar una enfermedad mediante manipulacién
genética. La terapia génica involucra la intreoduccién de una
molécula de Acido nucleico dentro- de una célula y la célula
expresa un producto de'gen codificado mediante la molécula de
dcido nucleico. Por ejemplo, como es bien conocido psr
aquellos expertos en 1la técnica, la introducciétn de 1la

molécula de &cido nucleico dentro de una célula se puede
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realizar mediante introduccién de un vector de expresién que
contenga la molécula de &cido nucleico de interés dentfo de
las células ex vivo © in vitro mediante una variedad de
métodos que incluyen, por ejemplo, precipitacién de fosfato
de calcic, dextrano dietiaminoetilo, polietilén glicol (PEG),
electroporacifn, insercién directa, lipofeccién o infeccién
viral (Sambrook y colaboradores, Molecular Cloning; A
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory PRess 1989) ;
Kriegler M. Gene Transfer ad Expression: A Laboratory Manual
(W. H. Freeman and Co, New York, N. Y. 1993) y Wu, Methods en
Enzymology (Academia PRess, New York, 1993), cada uno de los
cuales estd incorporada aqui por referencia) .
Alternativamente, las secuencias de nucleStido de interés
pueden ser introducidas dentro de una célula in vivo usando
una variedad de vectores y mediante una variedad de métodos
que 1nciuyen, por ejemplo, administracién directa del &cido
nucleico dentro a un sujeto (Williams y colaboradoxes, 1991
PNAS 88:2726-2730); o ineserci6n de la molécula de A&cido
nucleico dentro de un vector wviral, produccién del virus
recombinante o partficula viral, e infeccién del sujeto con el
virus recombinante (Battleman y colaboradores, 1993 J
Neuroscli 13:94-951; Carroll y colaboradores, 1993 J Cell
Biochem 17E:241; Lebkowskl y colahoradores; Patente de Eﬁh
No. 5,354, 678; Davison y Elliorr, Molecular VIrology: A

PRactical Approach (IRL PRess, New York, 1993)). Otros
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métodos usados para transferir in vive incluyen encapsulacién
del &cido nucleicc;mfén liposomas, e 'introduccién direc;.:a de
los liposomas, o liposomas combinados con un virus Sendal de
Hemaglutinacién, en un sujeto (Patente de EUA No. 5,824,655),
incorporada aqul por referencia). Las cé€lulas transfectadas o
infectadas expresan los productos de proteina’ codificados
mediante el &cido nucleico con el propbésito de mejorar una

enfermedad o los sintomas de una enfermedad. '

Como se usa en la presente, “aliviar” ge refiere a
disminuir o hacér menos severo, uno o mids de los aintomas de
una enfermedad, asi como uno o mis aintomas de una enfermedad
cardiovascular, gque incluye pero no estda Jlimitada a:
disritmias; dolor de pecho isquemia miocardial; angina;
tolerancia ai ejercicio reducido; fatiga; disnea en-
ejercicio; disnea ‘nmocturna paroxismal, claudicacién; ataques
isquémicoe pasajeros y calidad de vida.

Con el propdsito de gque la invencién aqui descrita pueda

ser entendida mAs completamente se establece la siguiente

descripcibn. -

Composiciones y Métodos de la Invencida

La presente invencifn proporciona composiciones ¢ Y
métodos para tratar enfermedades cardiovasculares por
admiﬁistracién a un sujeto de una cantidad efectiva de una

molécula que bloquea la interaccidén de B7 con CTLA4 y/o CD28.
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Por ejemplo, los ligandos incluyen: moléculas CTLA4 solubles
(tales como moléculas CTLA4Ig, CTLA4-E7, CTLA4-p97, CTL#4-env
gpl20, y CTLA4 mutantes tales como CTLA4/CD281g, L104EA29YIg,
L104EA29LIg, L104EA29LIg, L104BA29TIg y/o L104EA29WIg),
moléculas CD298 solubles, moléculas B7-1 solubles, moléculas
B7-2 soclubles, y anticuerpoa monoclonales gque reconocen Yy
enlazan B7, CD28 y/o CTLA4 (por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal anti-CTLA4, un anticuerpc monoclonal anti-CD28, un
anticuerpo monoclonal anti-B7-1 © un anticuerpo monoclonal
anti-B7-2.

Una canEldad efectiva de una molécula que bloguea la
interaccién de B7 con CTLA4 y/o CD28 se puede definir como la
cantidad de anticuerpos moncoclonales anti-B7, moléculas CTLA4
soluble y/o CD28 soluble que, cuando enlaza a moléculas B7 %n
células positivas B7 inhiben moléculas B7 de enlazar ligandos
endSgencs talea como CTLA4 y CD2&. La inhibicién puede ser
parcial o completa.

Alternativamente, una cantidad efectiva de una molécula
que bloguea la interaccién de B7 con CTLA4 y/ CD28B se puede
definir como la cantidad de anticuerpo monoclonal anti-~CTLA4,
anticuerpo monoclonal anti-CD28 o moléculas ﬁ? (B7-1 6 B7-2)
solubles que, cuando enlazan a mol&culas CTLA4 y/o CD28 en
células T, inhiben a las moléculas B7 de enlazar 1igand;a

endfgenoce tales como CTLA4 y CD28. La inhibicién puede ager

parcial o completa.
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interaccién de B7
alrededor de 0.1 hasta 100 mg/kg de pesc de un sujeto.

otra modalidad la cantidad efectiva es una cantidad
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En una modalidad, la céntidad efectiva de una molécula que
bloquea la interacciég de B7 con CTZA4 y/o (D28 es una caﬁtidad
de alrededor de 2 mg/kg haasta alrededor de 10 mg/kg de peso de
un sujeto. ILa cantidad preferida es 10 ng/kg' de peso de un
sujeto. En otr; modalidad, la cantidad efectiva es una cantidad
de alrededor de 0.1 hasta 4 mg/kg de peso de un sujeto. En una
modalidad la cantidad efectiva es uvna cantidad de alrededor de
0.1 hasta 0.5 mg/kg de peso de un sujeto, alrededor de 0.5 haaFa
1.0 mg/kg de peso de un sujeto, alrededor de 1.0 hasta 1.5 mg/kg
de peso de un sujeto, alrededor de 1.5 hasta 2.0 mg/kg de peso
de un sujeto, alrededor de 2.0 haaéa 2.5 mg/kg de peso de un
sujeto, alrededor de 2.5 hasta 3.0 mg/kg de peso de un sujeto,
alrededor de 3.0 hasta 3.5 mg/kg de peso de un sujeto, alrededor
de 3.5 hasta 4.0 mg/kg de peso de un sujeto, alrededor de 4.0
hasta 4.5 mg/kg de peso de un sujeto, alrededor dé 4.5 hasta 5.0
mg/kg de peso de un sujeto, alrededor de 5.0 hasta 5.5 mg/kg de
peso de un sujeto, alrededor de 5.5 hasta 6.0 mg/kg de peso de
un pujeto, alrededor de 6.0 hasta 6.5 mg/kg de peso de un
sujeto, alrededor de 6.5 hasta 7.0 mg/kg de peso de un sujeto,
alrededor de 7.0 hasta 7.5 mg/kg de peso de un sujeto, alrededor
de 7.5 hasta 6.0 mg/kg de peso de un sujeto, alrededor de 8.0
hasta 8.5 mg/kg de peso de un sujeto, alrededor de 8.5 hasta 9.0
mg/kg de peso de un sujeto, alrededor de 9.0 hasta 9.5 mg/kg ée
peso de un sujeto, alrededor de 9.5 hasta 10.0 mg/kg de pesc de

un sujeto. -
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, En otra modalidad, la cantidad efectiva es una cantidad de
alrededor de 0.1 hasta 20 mg/kg de peso de un sujeto. Ez'1 otra
modalidad la cantidad efectiva es una cantidad alrededor de 0.1
hasta 2 mg/kg de peso de un sujeto, alrededor de 2 hasta 4 mg/kg
de peso de un sujeto, alrededor de 4 hasta 6 mg/kg de peso de un
sujeto, alrededor de 6 hasta 8 mg/kg de pesc de un sujeto,
alreded.or de 8 hasta 10 mg/kg de peso de un sujeto, alrededor de
10 hasta 12 mg/kg de peso de un sujeto, alrededor de 12 hasta 14
mg/kg de peso de un sujeto, alrededor de 14 hasta 16 mg/kg de
peso de un sujeto, alrededor de 16 hasta 18 mg/kg de peso de~un
sujeto, alrededor de 18 hasta 20 mg/kg de peso de un sujeto.

En otra modalidad, la cantidad efectiva es alrededor de 2
mg/kg de peso de un sujeto. En todavia otra modalidad, 1la
cantidad efectiva es alrededor de 10 mg/kg de peso de un sujeto.

En una modalidad especifica, la molécula que blogquea la
interaccién de B7 con CTLA4 y/o CD28 es una molécula CTLA4 soluble
y la cantidad efectiva de una molécula CTLA4 soluble es alrededor
de 2 my/kg de peso de un sujeto. En otra modalidad especifica, la
cantidad efectiva de una molécula CI'I..M goluble es alrededor de 10
mg/ky de peso de un sujeto. En otra modalidad especifica, una
cantidad efectiva de un CTLA4 es 500 mg para un sujeto que pesa
menos que 60 kg, 750 mg para un sujeto que pesa entre 60-100 kg, y
1000 mg para un sujeto que pesa m&s que 100 kg. .

Una cantidad. efectiva de la molécula que bloquea 1la

interaccién de B7 con CTLA4 y/o CD28 es CTLA4 Boluble Be
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puede administrar .a un sujeto diariamente, semanalmente,
mensualmente y/o anualmente, en ocasiones (inicas o mﬁlfipiés
por hora/dfa/semana/mes/afio, dependiendo de la necesidad. Por
ejemplo, en una modalidad, la molécula puede inicialmente ser
administrada una vez cada dos semanas por un mes, Yy luego una
vez todos los siguientes meses.

En una modalidad preferida, la enfermedad cardiovascular
es; atervesclerosis; enfermedad coronaria de{_corazdn (CHD!;
angina inestable (UA); angina refractaria inestable; angina
estable (SA); angina estable créfnica; sindrome coronario
agudo (ACS); infarto al miocardio primero o <recurrente;
infarto al miocardio agudo (AMI); infarto al miocardio;
infarto al miocardio de onda no Q; infarto al miocardio de no
STE. |

Aqui (Ejemplos 3-7) Bse presentan datos clinicos que
soportan el uso de moléculas que bloguean interacciones de
CD28-B7 en la prevencién o tratamiento de enfermedadea
cardiovasculares. En estudios clInicos.para RA, la CTLAAIg
tiene disminuido CRP, IL-6, y TNF-o, todos los marcadores de
inflamacién que también se correlacionan con enfermedades
cardiovasculares. Estos hallazgos sugieren que un mecanismo
novedoso de accibén-blogqueo del camino CD28-B7 - puede ser
Gtil para tratar enfermedades cardiovasculares. Mis estudiga
se discuten en los Ejemplos 8 y 9. Pregentamos como nuestra

invencién, los métodos para tratamiento de enfermedades
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cardiovasculares mediante administracién a un sujeto de una
cantidad efectiva &é una molécula que bloguea interacéionea
de B7 con CTLA4 y/o CD28.

Mientras algunos datos de soporte discutidos aqui para
este nuevo método de tratamiento de enfermedades
cardiovasculares se derivan de la literatura médica
publicada, nuestra invenci6n no se reduce. El concepto que la
inmunologfa/inflamacién puede jugar wun rol critico en
enfermedades cardiovasculares es un cambio de paradigma
relativamente reciente e incompleto. Lo amplio de 1la
investigacién; a travéa de cardiologfa, inmunologfia vy
enfermedades infecciosas es sustancial, asi descubrimientos
en un campo no se vuelven integrados a través de lo dividido
de estas diasciplinas. A la inversa, una vez que 8e hace.Pn

nuevo descubrimiento sus implicacionea en tratamientos &

mecanismo® completos de acciones pueden no ser transparentes

" inmediatamente para investigadores/cientificos.

Adicionalmente, se ha reportado en un estudio que 1la
poblacién de células T dominantes en paclentes con USA fueron
células CD4*CD28"! (Ref: Circulation 2000; 102:2883-2888).
Este hallazgo sgugiere que 1la interferencja con CD28-B?
mediada por seflalizacién podria nc ser eficaz en pacientes
UA. |
La inhibici6n de la interaccién CD28-B7, tal como por

CTLA4Ig o L104EA29YIg, para reducir morbilidad
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cardiovascular y mortalidad © mejorar la funcidn
cardiovascular y i; calidad de vida es nueva. El uéo de
epstos agentes a través del espectro de enfermedades
cardiovasculares 8e soporta mediante: (1) semejanzas
celulares y bioguimicas entre pacientes con artritis
reumatoide (RA) y ateroesclerosis/angina inestable; (2) el
mecanismo de accién de CTLA4Ig y L104BA29YIg aparentemente

adecuado para la invencién en enfermedades

cardiovasculares; (3) efectos antiinflamatorios de CTLA4Ig

'y/o L104BEA29YIg en modelos animales y estudios clinicos

presentados aqui; (4) recientemente reportado el hallazgo
en la importancia de interaccidn B7-CDz28 en
ateroescierosias. Muchos .de estos datos existen en estudios
preclinicos diferentes (modelos celulares y animales),
ademids en estudios clinicoe presentados aqui, y se resumen

a continuacién.

(1) Semejanzas celulares Y bioquimicas entra
pacientes con artritis reumatoide Y
atcroesclaro-is/lpgina inestable.

Existen unas semejanzas bilioquimicas y celulares entre
entos dos procesos patolSgicos (Tabla 1). Adicionalmente, las
muertes prematuras de pacientés con RA se’ han ligaao
recientemente a sindromes coronarios agudos (Refs: J

LY

Rheumatology 199; 16:2562-2571; Rheumatology 1999;3B:668-674).
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TABLA 1

Semejanzas Bioquimicaas y Celulares Entre Artritis Rsumitoide

y Aterocesclerosis/Angina Inestable

Ateroesclerosis/ Artritis
- Angina Inesé;ble Reumatoide
Semejanzas Bioquimicas
Factor-a de Necrosis de]| t
Tumor
(INF-)
Expresidn de |t t
metaloproteinasa
Interleucina-6 (IL-6) t t
Proteina C-reactiva (CRP) t Tt
Adhesidn de moléculas | t t
(VCAM-1,
IcAM-1, E-selectina, P-
Qelectina) |
Endotelina t t
Semejanzas Celulares *
Activacién de mastocito t 1
Activacién de células T ) 1
Activacién de célulds B 0 & ¢ 061

Antigenos Posibles
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. Aterocesclerosis/ Artritis
Angina Inestable Reumatoide
Proteinas de _choque por | Reportado Reportado
calor (HSP)
Agentes de infeccibn Reportado Reportado
LDL Oxidizado Reportado
Colégeno IE Reportado
Antigenos de cartilago Reportado

Notas: Adaptado de Paceri y Teh, (Ref: Circulation 1953;
100:2124-2126). Los simbolos 0 denotan que no hay incremento
o decremento apreciable de las poblaciones de control;
denota incremento en parimetro de poblaciones de control;
Reportado denota presencia de evidencia de soporte disponible
en la literatura médica.

Estas semejanzas sugieren gque podria haber procesos

patofisiolégicos comunes esenciales en cada una de estas

enfermedades.

(2) El mecanismo de accién de CTLA4Ig y L104EA29YIg
pareca apropiado para intervencisn an anfermedades
cardiovasculares,

Las células T estén presentes en ateroma temprano ademis de

placae vulnerables/rotas
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Estas son lineas de evidencia qué soportan la nocidén de
que la activacién de las células T es importante a travéa del
espectro de enfermedades cardiovasculares de ateroesclerosis
para ruptura de placa aguda. Las células T estéin entre las
células r'nas comunes presentes en lesiones ateroesclertSticas
humanas (REf: New Engl J Med 1999; 340:115-126) y estéan
presentes en ambas lesiones tempranas y en placas vulnerables
o rotas. Estudios patolégicos .de placas vulnerables o Totas
han mostrado que las células T (mayormente C(D4*) estén
presentes y lotalizadas en la regién del hombro de la legibn
de ateroma- el sitio méis probable de erosidn de tejido (Refs:
Am. J. Cardiol. 1991; 68: 36B-50B. Circulacién 1994; 89:36-

44) .

Las citocinas elaboradas por células T estdn equilibradas
para promover inflamacidn y ruptura de placas

las células T se sabe que Bpecretan citocinas
inflamatorias que incluyen interferon-y (INF-y); TNFx, e
interlukin-2 (IL-2) (Ref;a: Ateroesclerosis 1586;6:131-138, J
CLin Invest 1985;76:125-131). Las acciones de las células T
en placas de ;temma se piensa que son de dos veces. Primero,
laa células T pueden regular las acciones de los macréfagos
que a su vez se cree que liberan las enzimas digestiva;,

rompen la matriz que cubre y la capa del misculo -liso, Y

promueven la ruptura de la placa. Secundariamente, las
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células T pueden producir directamente una reduccién de la
sintesis de col&geno en 1las capas fibrosas de at.eroma
mediante secrecifn de IFN-y a laas células del misculo del
tejido wvascular. Cc;lectivamente, estas actividades de las
células T se cree que repregentan un proceso coordinado que

promueve la inestabllidad y ruptura de la placa de ateroma.

Dentro del ateroma, las células T se activan in situ a un
grado que es paraleloc a la severidad de los sintomas clinicos

Las células T no sclamente estin presentes en ateroma, sino
que también existe evidencia para su activaciém in seitu dentro
de estas lesitnes. En un estudio de activacién de célula T en
ateroma coronario, van der Wal y colaboradores, han demostrado
para especimenes de aterectomia que las células T estén
activadas como evidenciado por la expresioén del receptor IP-2
(IL-2r) y la psecreciébn IL-2 (Ref: Heart 1998; 80:14-18). El
aumento en la expresién de la célula T de IL-2r en este estudio
fue en proporcién a la severidad de loe aintomas clinicos de
pacientes que sufren ateroctomia. La Figura 87 muestra el

porcentaje de células T activadas en especimenes de aterectomia.

El HSP60 u otros antigenos novedosos pueden promover
directamente inflamacién cardiovascular
Estudios han sugerido una posible liga entre agentes

infecciosos Y el establecimiento de enfermedades
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cardiovasculares. Un sinnfimero de agentese infecciosos han
sido sugeridos incluyendo, Chlamydia pneumoniae .{Cp),
Helicobacter pylori, citomegalovirus {(CMV), adenovirus,
virus coxsaéiie, varios Herpesviridae, y una variedad ﬁe
infecciones dentales han sido ligadas a CHD. La evidencia
que soporta la causalidad entre estos agentes con respecto
a ateroesclerosis coronaria, sin embargo, vafia
ampliamente. C. pneumonige, un patégeno respirator}o
humano, se ha encontrado méis a menudo en asociacién con
CHD.

El papel de elevacién persistente de CRP, y la
presencia de anticuerpos para C. pneumoniae (Cp) o
anticuerpos para humanos HSP60O (hu-HSP60) ge ha
investigado en un estudio de control de c;so anidado' del
Helsinki Heart Study (Ref: Circulation 2003; 107:2566-
2570). Este estudio, una prueba de prevencién primaria
controlada de placebo de doble ciego potencial, sorted
4081 sujetos y observé 241 eventos coronarioa (muerte
coronaria o MI no fatal) durante uno 8.5 aflos de
inveastigacidn, Se investig6 la importancia de
seropositividad persistente (como se definié por una
elevacién de CRP, anticuerpos de suero a Cp © anticuerpos
de suero a hu-HSP60 en la linea base y de 3 a 6 meses
anteriores al iIndice de evento coronario) para 1la

prediccién de eventos coronarios subsiguientes (Tabla 2).
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TABLA 2
Relaciones Probablgg'(on) para el Desarrollo de lnfefmndad
Coronaria o MI No Fatal con Persistencia de Factores de

Riesgo en el Estudio de Corazén de Helainki.

OR No Ajustado OR Kjustado
) (95% CI) (95% CI)

CRP-

Cp- 1 1

‘Cp+ - 1.55{0.85-2,80) 1.62(0.87-3.00)
CRP+

Cp- 2.36 (1.16-4.79) 1.96 (0.92-4.18)

Cp+ . 5.38 (2.32+12.46) 4.47 (1.84-10.83)
CRP-~

Hu-HSP60 - 1 1

Hu-HSP60+ 0.92 (0.46-1.85) 0.87 (0.42-1.80)
CRP+ -

Hu-HBP60 -~ 2.07 (1.04-4.14 1.78 (0.85-3.74)

Hu-HSP&0+ 6.06 (2.23-16.47) 4.36(1.53-12.39)

Estos datos indican gque en una poblacién de
individuoa masculinos de edad wmedia con enfermedad
coronaria del corazén no conocida, la serbpositivid;d
elevada persistentemente para Cp o hu-HSP60 cuando esté

presente con un CRp elevado, predijo eventos coronarios
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subsiguientes (Tdbla 2). De obseervar, 1los pZe{es
quienes fueron persistentemente CRP+, CP+, Y hu-H§P60+
tuvieron una- OR ajustada de 16.87 (2.06-137.9) para el
desarrollo de 1los eventos coronarios subsiguientes.
Solamente los pacientes de control 1/138 encontraron este
criterio para una elevacién persistente en todos los 3
marcadores, considerando que 15 estuvieron identificados
en casos de €ndice. Estos hallazgos sugieren la presenc%a
de factores de riego antigénico novedoso para la
identificacién prospectiva de individuos en riesgo de
desarrollar eventos cardiovasculares. -
Un estudio reciente separado, reporta gque la proteina
de choque de corazén clamidial 60 (Cp-HSP60) esté
fuertemente asociada con ACS {Ref: Biasucci, Y
colaboradores, Circulation 2003; 107:3015-3017). A
diferencia de ios pacientes asintomédticos en el Helsinki
Heart 8Study, este estudio investigl pacientes en el otro
extremo del espectro CHD., En este estudio,” 219 pacientes
ingresados a ia Unidad de Cuidados Coronarios {(CCU, por sus
siglas en inglés) con ya sea UA (Braundwald Class IIIb) o
AMI fueron comparados con pacientes sanos o pacientes con
angina esatable (S5A). La presencia de una respuesta de
anticuerpc en pacientes para Cp-HSP60 (anti-Cp-HSP60) a-e
midié en 100 sujetos de control, 40 sujetos con SA, 179

sujetos con UA, y 40 sujetos con AMI (Tabla 3).
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TABLA 3

Caracteristicas BSerolégicas de la Poblacién

88 Reportd pcr Blasucci, y colaboradores.

A

de Estudio como

Sujetos Pacientes | Pacientes | Pacientes
de de Angina|de Angina |de AMI
Control |Estable Inestable | (N=40)
(N=100) {N=40) {N=179)
Seropositividad Cp 30% 60% 680% 65%
Seropositividad HBP60 | 0% 20% 98% 99%
CRP>3 mg/dL 8% 25% 5D 62%
CRP mediano, mg/dL 1.4 2.1 5.05 6.02
Nota: El anticuerpo usado para determinacién de

seropositividad de HSP60 en este estudic no discrimina entre

Cp-HSP60 y hu-HP60. Debido a que este carece de

especificidad estos datos no soportan una asociaciSn directa
entre la respuesta-del anti AHP60 y la infeccién.

Los hallazgos anteriores son seoporte de la idea de que
existe una respuesta antigénica especifica en pacientes con

Up y AMI. Estos dos estudios representan extremos de

poblaciones de

pacientes en el

eapectro de enfermedad
cardiovascular. El Helelnki Heart Study muestr; que pacientes
s8in historia de enfermedades coronarias Qe corazén {(u otras
mayores) pueden ser identificados como que tienen un rieago

aumentado de muerte coronaria o MI no fatal basado en
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elevacién de CRP y una respuesta de anticuerpo persistent;
para Cp o hu-HSP60. La preponderancia de estos factorea de
riesgo en una poblacién de prevencién primaria de salud, sin
embargo, fue baja. En contraste absoluto, los pacientes en el
estudio por Biasucci, y colaboradores, indica que la
seropositividad de HSP60 es cercanamente universal en
pacientes con UA o AMI. Ademis, la presencia de
seropositividad de 20% para HSP60 en paclentes con angiz_m
estable sugiere q\..le una relacién clasificada puede existir
entre la presencia de anticuerpos para HSP-60 y eventos

cardiovasculares.

La respuesta-antigénica a HSP60 estd mediada a través de
interaccidn de CD28-B7

En modelos animales, los macrbSfagos (un tipo de célula
comin en ateroma humano) se han .identificado como el
principal inductor de IFN-y en células T en administracién de
ya 8sea ratém o hu-HS8P60 (Ref: Int. Immunol. 2002;14:1247-
1253) . Este proceso aparenta ocurrir a través de un modelo de
*dos sefiales” c¢l&sico para activacién de célula T que
involucra 1loe caminos de CD28-B7. En este modelo, 1la
activacién de células T mediante ya Bea murino o hu-HSP60 se
bloquea por administracién de CTLA4Ig (Ref - Int. IMmunoi.
2002;14:1247-1253). Dadas las homologias de secuencia alta

entre humano, murino, clamidial y proteinas de choque de
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corazén bacterial, este hallazgo puede ser conservado a
v v .

través de la especie. En efecto, poasiblemente esta homologia

alta entre los HSP de agentes infecciosos y hu-HSP que pueden

servir para _Jpromover autoinmunidad a través de imitacién

-molecular.

Seflalizacién de HSP60 a- través de CD28-B7 puede permitirse
una oportunidad para intervencién en enfermedad humana _
Parecen haber un nfimero de semejanzas entre los modelos
preclinicos que rodean HSP60 y agquellas pruebas clinicas
antes mencionadas (Helsinki Heart Study; Biasucci vy
colaboradores). Primero, los modelos murinos han mostrado que
la respuesta autoinmune més fuérte (esto es, la proliferacién
de célula T y produccifn de anticuerpo para =l mismo HSP60)
se Jlogra solamente mediante administracién concurrente de
ambos murino (el mismo) HSP60 y Cp-HSP60 (Ref: Infection and
Immunity 1997; 65: 1669—1674{. Este hallazgo preclinico en un
medelo animal no relacionado es mwuy seimilar al hallazgo
observado en el grupo de riesgo alto en el Helsinki Heart
Study. De observar, la colocalizaclén de Cp-HSP60 y hu-HSP60
dentro en placas de ateroma humano se han reportado (Refa:
Circulation 1998;98:300-307. J Infect Dis 1997:176:292-295).
En estas placas, HSP60 puede regular subsiguientemente TNF-a,
la expresidn de metaloproteinasa de matriz y las células de

endotelio activo y mGsculo 1liso (Ref: Circulation

W\
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2003;107:3015-3017). En adicién, la co-administracién de
ambos HSP60 murino y Cp-HSP60 en eate modelo animal resulta
en una decadencla de 6 veces en produccién IL-10 de

linfocitoe y un incremento de 12 veces en la relacidén de

produccidén de IFN-y/IL-10. La decadencia coincidente en
niveles IL-10 puede traducirse en una; observaciones
significativas c¢linicamente como concentraciones de IL-10 de
suerc bajas han sido asocladas con un riesgo depeqdiente de
concentracién de muerte siguiendo AMI (Ref: Heeschen, vy
colaboradores, Circulation 2003; 107:2109-2114). Dados los
paraleliemos entre eatos estudicos de animales y datos de
pruebas clinicas, la inhibicién de la seflalizacién de CD28-B7
a través del uso de CTLA4Ig o L104EA29YIg puede representar

una intervencién racional mecanigticamente especifica para

prevencién y/o tratamiento de enfermedad cardiovascular.

El uso de -CTLA4Ig o L104EA29YIg para prevencién y/o
tratamiento de enfermedad cardiovascular puede no ‘estar
limitada a HSP60

El HSBP60 s8sirve como un modelo hipotético para _la
explicacibn mecanistica de CTLA4Ig o L104EA29YIg en 1la
prevencién y/o tratamiento de enfermedad cardiovascular. S;n
embargo HBP60, no representa una estimulacién antigénica
Gnica que pueda ser interrumpida por ‘el tratamiento de

CTLA4Ig o L104EA29YIg. Por ejemplo, la evidencia

GV



10

15

20

25

72 Zg{ b(o')

epidemiolégica reciente del Women's Health Study (Ref:
Circulatien 2001; 104:2266-2268) y los datos de obser&acién
del estudio de CAPTURE (Ref: NEJM 2003; 348-1104-1111) han
demostrado independientemente la existencia de un aumento
clasificado y coﬁtinuo en riesgo cardiovascular (muerte o
infarto al miocardio no fatal) basado en nivelea de CD40L de
suero. Consecuentemente, 1las interacciones CD40-CD40L Be
estin volviendo reconocidas como mediadores importantes ge
inflamacién ‘;n enfermedad cardiovascular. También existe
evidencia que sugiere interacciones entre los caminos CD28-B7
Yy caminos CD40-CD40L en pacientes con angina inestable.
Especi{ficamente, esto ha demostrado que la CD40L que expréﬁa
(CD40L+) células T estén presentes en lesiones de ateroma
(Ref: Proc. Natl. Acad. Seci. 1997; 94:1931-1936). La ligacién
in vitro de CD40 en células asociadas a ateroma han mostrado
incrementar la produccién de citocinas pro-inflamatorias,
metaloproceinasas de matriz, moléculas de adhesién, y factor
de tejido (Ref: Nature 1998;394:200-203). En otros sistemas
de modelo, la interaccién de CD40 con CD40L-en células que
pregsentan antigeno (APC) aumenta la expresién de B7-1 (CD80O)
y B7-2 (CD86)-las moléculas estimuladoras para CD28- mediada
de activacién de célula T (J. Immunol. 2000;165:3506-3518).
Ademés, el tratamiento ex vivo de células T de pacientes cén

angina inestable que usa anticuerpos estimuladores contra CD3

y CD28 estimula la liberacién de las CD4OL (Ref: Circulation
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1999;100:614-620). Juntas, estas observaciones pueden sugerir

que los caminos q;.x.e gsefialan CD28-B7 y CD40-CD40L p.aueden
trabajar colectivamente para -promover condiciones que
predisponen a progresién y ruptura de placa ateroesclerética.
Adeémis, la interferencia con este proceso a través del ﬁso de
CTLA4Ig o L104EA29YIg puede ser benéfica terapéuticamente.
Finalmente, otros, todavia no descubiertos, procesos mediados
de CD28-B7 (posiblemente antigenos relacionados con isquem}a
novedoscs, ver a continuacién) pueden tener papeles
importantes en enfermedad cardiovascular; ugo de CTLA4Ig o

L104EA29YIg en estos procesos puede ser (Gtil clinicamente.

(3) Efectos anti-inflamatorios de CTLA4Ig y/o
L104EA29YIg en modelos animales y estudios clinicos.
La 1nhibicién de seflalizacién de CD28-B7 en modelos de
animales de isquemlia renal sugiere que los mismos antigenos
novedosos son importantes en isquemia

Los efectos cie CTLA4Ig en inhibicién de isquemia/lesién
de repercusién se han evaluado en un modelo de rata (Ref: J
Clin Invest 1997;100:1199-1203). En esate modelo, las ratas
sometidas a wuna nefrectomia wunilateral y el rifi6n
contralateral‘se volvié a hacer isquémico por 45 minutos. La

coadministracién de CTLA4Ig, pero no la inmunogleobulina de

control, blogueé grandemente la infiltracién de cé&lulas

. CD4+T, macréfagos, y células de histocompatiblidad mayor II
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(MHC) en el rifién .isquémico. Coincidente con este hallazgo,
fue una reduccién de citocinas inflamatorids “Thil” (IL-?,
IFN-y, IL2r), citocinas asociadas con macr&fago (TNF-a, IL-6,
Y sintetasa de 6xido nitrico inducible), Y
quimiocatrayentes/factores de c¢recimiento (MCP-1, RANTES,
TGFR). En adicién a estos hallazgos, la CTLA4Ig abroga casi
completamente la disfuncién renal temprana (esto es,
elevaciones de creatinina en plasma) o tarde (esto es,
medicionea de proteiné en orina). Lo que se descubre
particularmente acerca de esta observacién es la capacidad de
la CTLA4Ig para inhibir este proceso en un modelo gue carece
de aloanti{geno. Establecido altermativamente, la inhibicién
de interaccliopes CD28-B7 en un modelo, no de transplante de
lsquemia renal, Be proporciona por administracién de CTLR4Ig
Yy Bugiere que los mismos antigenos novedosos que actlan a
través de las trayectorias de CD28-B7 son importantes en
lesibn iéquémica. La - eficacia en este modelo animal es
soporte de un papel para el uso de CTLA4Ig en modelos de
isquemia coronaria que probablemente tiene alguna fisiologia

paralela.

Los aspectos antiinflamatorios de CTLA4Ig y L104EA23YIg son

consistentes con su uso en la prevencién y/o- tratamiento de

" enfermedad CV

Los datos presentados aqui (Ejemplos 3-7) para el
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desarrcllo clinico de CTLA4Ig y L104EA29Ig en pacifhites con
RA son alentadores‘can respecto a alteraciones favorables en
marcadores inflamatorios. Es de interés que pacientes con RA
Yy pacientes con ateroesclerosis o UA tienen un sinnimero Qe
semejanzas DBloquimicas, celulares y antigénicas (ver
anteriomente, Tabla 1). En el programa de desarrollo clinico
de fase II en RA varios marcadores de inflamacién (CRP, IL-6,
TNF-a) que estln repartidos en pacientes con UA se midierdn.
En pacientes con RA, la administracién de CTLA4Ig en ya sea 2
mg/kg o 10 mg/kg result6 en una disminucién dependiente de la
dosis en CRP- IL-6, TNF-o a los 180 dfasr comparado con el
placebo. Ver figuras 52, 55 y 56. Este efecto aparenta ser
durable y fue demostrado que persiste durante todos los 360
dfas de cratamiento con CTLA4Ig. Ver figuras 85, 86A, y 86 B.

Mis estudios se discuten en los Ejemplos 8 y 9.

(4) Hallazgos reportados . ¥ecientemant¢ sobre la
importancia de las interacciones B7-CD2B en atercesclercsis

Desde la presentacibtn de la solicitud de la patente a la
cual easta solicitud de patente reivindica ' prioridad, han
aparecldo dos reportes en la literatura cientifica que
soportan fuertemente el papel de las interacciones CD28-B7 en
el desarrollo, progresién e inestabillidad de' leaiones ae
ateroma. Primero, Buono, Yy colaboradores, (Circulation

2004;109:2009-2015) caracterizéd El desarrollo y progresc de

L)
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las lesiones de ateroma y respuestas de célula T especifica
de antigeno de placa en modelo murino deficiente de rec.eptor
de lipoproteina de baja densidad (LDLR) (Ldlr~/"). Los ratones
Ldlr/- desarrollaron ateroceascleros’s acelerada cuando se
alimentaron de una dieta rica en colesterol. En este estudio,
los ratones Ldlr/- fueron cruzados con ratones B7-1/-B7-27/- Y
la progenie fue luego intercruzada para generar una linea B7-
1+/-B7-27/- La&lr/- mutante de . compuesto que carece
completamente de CD80 y CD86. Este modelo f{inico permitido
para investigacibn del papel de las interacciones de B7-CD28
en un modelo animal propenso a desarrollar ateroesclerosis.
Como se esperaba, cuando estos animales fueron alimentado con
una dieta rica en colesterol, ambos ratones los Ldlr’/- y los
B7-1"/"B7-2"/" 1dlr/° tuvieron coleaterol significativamente
elevado en comparacién con los ratones Ldlr™/" alimentados con
una dieta de control. Importantemente, sin embargo, neo
hubieron diferencias observadas entre los niveles de
colesterol en ratones Ldlr~/- alimentados con una dieta rica
en colesterol comparados con ratones B7-1"/-B7-2"/" 1dir’
alimentadoe con una dieta rica en colesterol. Las leslones
ateroescl;aréticas en estos ratones fueron cuantificadas del
arco adrtico |y la aorta descendiente usando anéflisis de
imagen computarizados de cada uno de loe 3 grupos. En .B
semanas, hubo ateroesclerosis mfinima en ratones Ldlr/" que

recibieron la dieta de control. Los ratones Ldlr/" que
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recibieron una dieta rica en colestercl, sin embargo,
tuvieron un incremento marcado en lesiones ateroescleréticas
tanto en el arco aértico como en la aorta descendente. En
contraste, los ratones B7-1/"B7-2"/"1d1x"’/- que recibieron una
dieta enriquecida en colesterol tuvieron una reduccién
significante de lesiones ateroescleréticas comparado con los
ratones Ldlr/- gue reclbieron una dieta enriquecida en
colesterocl. Después de 20 semanas, hubo progreso ge
ateroescleros_is en todos los 3 grupos de tratamiento y 1la
magnitud de diferencia observada entre los ratones Ldlxr/ y
los ratones B7-1/B7-27/- Ldlr/- se disminuyd algo. No
obstante, una reduccién estadisticamente significante en
ateroesclerosis entre los ratones Ldlr™/- y los ratones B7-17/-
B7-2/" 1dlr/" en el arco adrtico persistié en las 20 semanas.
En adicién a estas observaciones morfolégicas, también
aparenta haber diferencias funcionalea entre las células T
de ratones ILdir/" y ratones B7-1"/"B7-27/"rdlr’/-.
Especificamente, -ensayos ex vivo de células T de CD4+ de
ratones Ldlr/" y ratones B7-1"/B7-27/"Ldlx’/- demostraron
que solamente los ratones Ldlr/- alimentados con una dieta
enriquecida de colesterol -produjeron cantidades
sustanciales (~5 veces mayores) de IFN-y cuando se
estimularon con mHSP60. Este hallazgo sugiefe gue bajo
condiciones de hipercolesterolemia y atercesclerosis, las

células T de ratones Ldlr/" se cebaron para responder al
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En una segundg publicacién, “Afek Y colaboradores,_
(Experimental and.ﬂ-Molecular Pathology 2004;76:219-223)
utiliza métodos inmunohistoquimicos para caracterizar -la
expresién de CD80 y CD86 dentro del ateroma de ratones
agénicos de apolioproteina E (ApoE”’"). Los ratones ApoE™/"
desarrcllan ateroescleroeis de acuerdo con su edad de
maduracién. Estos investigadores evaluaron la presencia ge
CD80 y CDh86 dentro de lesiones de ateroma en varias etapas de
maduracién. Eh este modelo, el inmunotefiido positivo de CD80O
y CDB6 estuvo presente en ambas lesiones de ateroma la
temprana y la m&s avanzada. Mds aln, el tefildo de CD80 y CD86
se encontr6 estar co-localizado con el LDL oxidado -un
autoantigeno supuesto para activacién de cé&lulas T.
Colectivamente, estos dos reportes de literatura
soportan y extienden el material previamente presentado en la
sBolicitud de pantente prioritaria. Primero, la idea de que
las células T estén presentes en ateroma y estén activadas in
situ se fortaleciS mediante el hallazgo de colocalizacién de
CD80 y CDB6 dentro de ambos ateromas el temprano y el
avanzado. Segundo, los datos obtenidos de los ratones B7-17/"
B7-27/"1dlr/- _ demuestran clara y elegantemente gque la
interrupciétn de la sefializacién de B7-CD28 influye en ;1
desarrollo y progreso de la enfermedad atercesaclerStica en un

modelo bien aceptado de atercesclercais. Finalmente, Jla
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obserxvaciétn de que la estimulacién ex-vivo de céfﬁﬁgff; de

CD44+ de mHSP60 resulta en produccién de INF-y susténcial
®

soporta la hipbStesis anterior de que el HSP60 girve como un

antigeno novedoso para promover la inflamacién cardiovascular

e inestabilidad de placa (esto es, a través de los efectos

del IFN-y en lag metaloproteinasas de matriz y sintesis de

colégeno) a través de los procesos dependientes de B7-CD28.

Composiciones

La presente invencién proporciona composiciones para el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares que comprenden
moléculas que bloguean las interacciones de B7 con CTLA4 y/o
CD28, tal como moléculas de CTLA4 solubles. Ejemplos de CTLA4
soluble incluyen CTLA4Ig (Figura 24) y moléculas mutantes de
CTLA4 solubles tales como L104EA29YIg (Figura 19),
L104EA29LIg (Figura 20), L104EA29Tig (Figura 21), L104EA29WIg
(Figura 22). -

Las moléculas CTLA4, con Becuenciae nmutantes o. de tipo
silvestre, e pueden volver a hacer solubles mediante
eliminacién del segmento de transmembrana CTLA4 (Oaks, M. XK.
y colaboradores, 2000 Cellular Immunclogy 201:144-153).

Alternativamente, las moléculas CTLA4 solubles, con
secuencias mutantes o de tipo silvestre, pueden ser proteinas

e
de fusién, en donde las moléculas CTLA4 estén fusionadas a

porciones no de CTLA4 tales como molé&culas de inmunoglobulina
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(Ig) gque vuelven a ‘hacer las moléculas CTLA4 solubles. Por
ejemplo, una proteina de fusién CTLA4 puede inclu:':r el
dominio extracelular de CTLA4 fusionado a un dominio
constante de inmunoglobulina, que resulta en una molécula
CTLA4Ig (Figt:ra 24) Linsley, P. S. y colaboradores, 1994
Immunity 1:793-80). Ejemplos de dominioms de inmunoglobulina
que pueden ser fusionados a CTLA4 incluyen, perc no ge
limitan a IgCyl (IgCgamal), IgCy2 (IgCgama2), IgCY3
(IgCgama3l), IgCy4 (IgCgama4), IgCu (IgCmu), IgCal (IgCalfal),
IgCd (IgCdelta) o IgCe {(IgCepsilon).

Para protocolos clfinicoa, sBe prefiere que la porcibn de
inmunoglobulina no provogque una respuesta inmune en
detrimento en un sujeto. La porcién preferida es la regién
constante de inmunoglobulina, que incluye las regiones

constantes de inmunoglobulina de humano o de mono. Un ejemplo

de una regidén de inmunoglobulina apropiada ea Cyl de humano,
que incluye la articulacidén, regiones CH2 y CH3 las cuales
pueden mediar funciones de efector tales como enlazamiento de
receptores Fc, mediacién de citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC), o mediar citotoxicidad mediad de célula
dependiente de anticuerpo (ADCC) . La porcién de
inmunoglobulina pueden tener una o mis mutaciones all_I
dentro, (por ejemi:lo, en el deominiec CH2, para' reducir las
funciones de efecto tal como CDC o ADCC) donde la mutacién

modula la capacidad de enlazamiento de la inmunoglobulina a
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su ligando, mediante increment6 0 decrecimiento de 1la
capacidad de enlazamiento de la 'inmunoglobulina é los
receptorea Fc. Por ejemplo, las mutaciones en la porcién de
inmunoglobulina pueden incluir camhios en cualquiera o en
todos sus residuos de cistefna dentro del dominio de
articulacién, por ejemplo, las cisteinaa en posiciones +130,
+136, y +139 se sustituyen con serina (Figura 24). La'porcién
de inmunoglobulina también puede incluir 1la prolina en
posicién +148 pustituida con una serina, como se muestra en
la Figura 24. Ademis, las mutaciones en 1la porcién de
inmunoglobulina pueden incluir tenlende la 1leucina en
posicibén +144 sustituida con fenilalanina, leucina en
posicién +145 sustituida con &cido glutdmico, o glicina en
pogicién +147 sustituida con alanina.

Las porciones no de CTLA4 adicionales para uso en las
moléculas CTLA4 solubles o© moléculas mutantes CTLA4
gsolubles incluyen, pero no se limitan a, molécula p97,
molécula env gp 120, molécula E7, y molécula ova (Dash, B.
y colaboradores, 1994 J. Gen Virol. 75 (Pt 6):1389-97;
Ikeda, T. y colaboradores, 1994 Gene 138 (1-2):193-6;
Flak, K. y colaboradores, 1993 Cell. Immunol. 150(2):4%?-
52; Fujisaka, K. Y colaboradores, 1994 Virology
204(2)}739—93). También son posibles otras moléculas
(Gerard, C. y colaboradores, 1994 Neurcscience 62{3):721,

Byrn, R. v colaboradores, 1989 63(10):4370; Smith, D. y

U
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colaboradores, 1987 Science 238':1;704; Lasky, L. 1996
Science 233:209)‘." ' .

La molécula C'I'I'.M solubl.e de la invencién puede incluir
una secuencia de péptido de spefial ligada al éxtreo N-terminal
del dominio extracelular de la porcién CTLA4 de la molécula. El
péptido de sefial puede ser cualquier-secuencia que permitir§ la
secrecién de la molécula, que incluye el pé&ptido de seflal de
oncostatin M (Malik, y colaboradores, (1989) Molec. Cell, Biol.
9:2847-2853), o CD5 (Jones, N.H. y colaboradores, (1986) Nature
323:346-349), o el péptido de sefial de cualquier protefna
extracelular. La molécula CTLA4 soluble de la invencién puede
incluir el péptido de sefial de oncostatina M ligado al extremo
C-terminal del dominic extracelular de CTLA4, y la moléculas de
inmunoglobulina humana (por ejemplo, articu}acién, CH2 y CH3)
ligada a la terminacién de terminal C del dominio extracelular
(de tipo silveatre o mutado) de CTLA;. Easta wmolécula incluye el
péptido de sefial de oncostatina M que abarca una secuencia de
aminoficido que tiene metionina en posicién -26 a través de
alanina en posicitn-1, la porcién éTLAA qgue abarca una secuencia
de aminodcido que tiene metionina en posicién +1 a través de
&cido asplrtico en posicién +124, una unién de glutamina de
regiduo de aminodcido en posicién +125, y la porcién de
inmunoglubulina que abarca una secuencia de aminofcido que
tiene &cido glutfimico en poeicién +126 a travése de lisina en

poBicibn +1357.
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Eppecificamente, las moléculas mutantes CTLA4 solubles
de la invencién que comprenden las secuencias CTLA4 mﬁtadas
descritas infra,- pueden ger moléculas de fusién que
comprenden Ig humana, por ejemplo, porciones de IgC(gama)l
(esto es Inglifusionadas a loa fragmentos de CTLA4 mutados.

En una modalidad, las moléculas mutantes CTLA4 solubles
comprenden Igavl (IgCgamal) fusionada a un dominio extracelular
de CTLA4 que comprende una mutacién de sitio tinico en el dominio
extracelular. El1 dominioc extracelular de CTLA4 comprende
metionina en posicifén +1 a través de &cido aspértico en posicién
+124 (por ejemplo, Figura 23). El dominio extracelular del CTLA4
puede comprender alanina en posicién -1 a través de &cido
aspartico en posicién +124 (por ejemplo, Figura 23). Ejemplos de
mutaciones de sitio tnico incluyen las siguientes en donde la

leucina en posicién +104 se cambia a cualquier otro aminoicido:

Mutante de sitio Gnico Cambicg~de Codén
L104Elg . Acido glutimico GAG
L104SIg . Serina AGT
L104TIg Treonina ACG
Li104Alg Alanina GCG
L104WIg Triptofano TGG
L104QIg Glutamina CAG
L104KIg Lisina AAG
L104RIg Arginina CGG
L104GIg ' Glicina GGG
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Adem&s, la invencién proporciona moléculas mutantes gque
tienen el dominio expracelular de CTLA4 con dos mutacionea,
fusionadas a una porcién IgCyl (IgCgammal). Los ejemplos
incluyen lo siguiente en donde la leucina en posicifén +104 se
cambia a otro aminodcido (por ejemplo, &cido glﬁtamico) y la
glicina en posicién +105, la serina en posicién +25, 1la

treonina en posicién +30 o la alanina en posicién +29 se

cambia a cualquier otro aminofcido: -
Mutantes de sitio doble Cambic de Codén
L104EG105FIg Fenilalanina TTC
L104EG105WIg Triptofano TGG
L104EG105LIg Leucina CTT .
L104ES25RIg Argilunina CGG
L104ET30CIg Glicina GGG
L104ET30NIg Asparagina AAT
L104EA29YIg Tirosina TAT
L104EA29LIg . Leucina TTG
L104EA29TIg Treonina ACT
L104EA29W1g Triptofano TGG

Todavia m&s, la invencién proporciona moléculas que

tienen el dominio extracelular de CTLA4 que comprenden tres

mutaciones, fusionadas a una porcin IgCyl (IgCgammal). Los
ejemplos incluyen loa siguientes en donde la leucina en
posicién +104 se cambia a otro aminofcido (por ejemplo, &cﬁgo
glutémico), la alanina en posicién +29 sge .cambia a otro
aminofcido (por ejemplo, tirosina) y la serina en poasicién

+25 ge cambia a otro amino&cido:
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Mutantee de Bitio triple Cambioc de Codon
L104EA29YS25KIg Lisina AAA
L104EA29YS25KIg Lisina AAG
L104EA29YS25NIg Asparagina AAC
L104EAR29YS25RIg Arginina CGG

Las moléculag mutantes CTLA4 solubleg pueden tener una
unién de residuo de aminoicido 1la cual se localiza entre la
porcién de CTLA4 y la porcién de Ig de la molécula. La unién
de aminodcido puede ser cualquier aminofcido, incluyendo
glutamina. La unién de aminofcido puede ser introducida
mediante métoéos de sintesis molecular o quimica conocidos en
la técnica.

Las proteinas CTLA4 solubles de la invencién, y los
fragmentoa de estas, se pueden generar mediante métodos de
sintesia quimicos. Los principios de sintesis quimica de fase
86lida de polipéptidos son bien conocidos en la técnica y se
pueden encontrar en textos generales que pge relacionan con
egta Grea (Dugas, H. y Penney, C. 1981 Bioorganic Chemistry,
pp 54-92, Springer-Verlag, New York). Las protefinas solublea
de CTLA4 se pueden sintetizar mediante metodologia de fase
e86lida que wutiliza un sintetizador de péptido Applied
Biosystems 430A (Applied Biosystems, Foster Eiﬁy, Calif.).y
clclos de sintesis suministrados por Applied Biosystems. Los

aminodcidos protegidos tales como los aminofcidos protegidos
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con t-butoxicarboq}lo y otroa reactivos Bse encuentran
comercialmente disponibles en muchas casas proveedoréa de
materias quintcas.

La presente invencién proporciona moléculas mutantes
CTLA4 que incluyen una secuencia de péptidos de gefial
enlazados al extremo N terminal del dominio extracelular -de
la porcién CTLA4 de la molécula mutante. El péptido de sefial
puede ser cualquier secuencia que permitirid la secrecidn de
la molécula mutante, que incluye el péptido de sefial de la
oncostatina M (Malik, et al., 1989 Molec. Cell. Biol. 9:2847-
2853), o CD5 (Jones, N. H. et al., 1986 Nature 323:346-349),
o el péptido de sefial de cualquier protefina extracelular.

La invencién proporciona moléculas mutantes CTLA4
solubles que comprenden una mutacién de sitio Gnico en el
dominio extracelular de CTLA4 tal comc L104EIg ]incluido en
la figura 18) o L104SIg, en donde L104EIg y L104SIg se mutan
en su secuencia CTLA4 de manera que la leucina en la posicién
+104 se sustituya con &cido glutémico o gerina,
reaspectivamente. Las moléculas mutantes de sgitio dnico
incluyen adem&s las porciones CrLA4 que comprenden a la
metionina en la posicién +1 a través del &cido asplrtico en
la posicién +124, una unién de glutamina en los residuos de
los aminoAcidos en la posicién +125, y una porcién de
inmunoglobulipa que comprende al &cido glutdmico en la

posicién +126 a través de la lisina en la posicién +357. La
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+357. La porcién de ‘la inmunoglobulin; de la molécula mutante
también puede también mutarse, de manera que las cisteiﬁas en
las posiciones +130, +136, y +139 se sustituyan con serina, Yy
la prolina en la posicién +148 se sustituya con serina.
Alternativamente, estas mol&culas mutantes pueden tener una
porciébn CTLA4 que comprende alanina en la posicién -1 a
través del acédo aspartico en la posicién +124.

La invencifn proporciona moléculas mutantes CTLA4
aplublea que comprenden una mutacién de sitio doble en el
dominio extracelular de CTLA4, tal como L104EG105FEg,
L104EG105WIg y L1C4EG105LIg, en donde la leucina en 1la
posicién +104 se sustituye con un &cldo glutdmico y glicina
en la posicién +105 se sustituye con fenilalanina, triptofano
Y leucina, respectivamente. Las moléculas mutantes de sitio
doble comprenden ademfs porciones CTLA4 que comprenden
metionina en la posicién +1 a través del &cido aspidrtico en
la posicién +124, una unién de los residuos de aminofcidos de
glutamina en. la posicién +125, Y una porcién de
inmunoglobulina que comprende &acido-glutémico en la poseicién
+126 a través de la lisina en la posicién +357. La porcién de
inmunoglobulina también puede wmutarse de manera que las
cisteinas en las posiciones +130, +136, y +139 e@e sustituyen
con 3erina, y la prolina en la oposicién +148 se sustituye

con serina. Alternativamente, estas moléculas mutantes pueden

-
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tener una porcién CTLA4 que comprende alanina en la posicién
-1 a través del &cido aspdrtico en la posicién +124. '

La invencifn proporciona L104ES25RIg que es una molécula
mutante cde sitio doble que comprende una porcién CTLA4 que
comprende metionina en la posicién +1 a través del &cido
agpirtico en la posiciSn +124, una unién de residuos de
aminodcidos de glutamina en la posicién +125, y la porcién de
inmunoglobulina que comprende &cido glutédmico en la pogiciﬁn
+126 a través de la lisina en la posicién +357. La porcién
que tiene el dominio extracelular de CELA4 se muta para que
la serina en la posicién +25 se gustituya con arginina, y la
leucina en la posicién +104 se B8Bustituya con el &cido
glutdmico. Alternativamente, L104ES25RIg puede tener una
porcifdn CTLA4 que comprende alanina en la posicidn-1 a través
del &cido aspirtico en la posicién +124.

La invenciép proporciona moléculas mutantes CTLA4
solubles gque comprenden una mutacién de sitio doble en el
dominio extracelular de CTLA4, tal como L104ET30GIg vy
L104ET30NIg, en donde la leucina en la posicién +104 se
sugtituye con &cido glut&mico y la treonina en la posicién
+30 se sustituye con glicina y asparigina, respectivamente.
Las moléculas mutantes de gitio doble comprenden ademés
porciones CTLA4 que comprenden metionina en la posicién +;-a
través del &cido asplrtico en la posicién +124, una unién de

los residuos de aminocdcidos de glutamina en la posicién +125,
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se gsustituyen con serina, y la prolina en la posicién +148 se
sustituye con serina. Alternativamente, estas moléculas
mutantes pueden tener una porcién CTLA4 gque comprende alanina

en la posicib6n-1 a través del &cido aspirtico en la posicién

+124,

Las modalidades adicionales de moléculas mutantes CTLA4
soluble incluyen moléculas mutantes homSlogas CTLMICI;ZB
quiméricas que enlazan a B7 (Peach, R. J. et al., 1994 J Exp
Med 180:2049-2058). REj]emplos de estas moléculas mutantes
CTLA4/CD28 quiméricas incluyen HS1, HS2, HS3, HS4, HS5, HSS,
HS4A, HS4B, HS7, HS8, HS9, HS 10, HS1ll, HS1l2, HS13 y HS1l4
(patente de E.U.A. No. 5,773,253).

Las modalidades preferidas de la invencifn son moléculas
CTLA4 solubles tales como CTLA4Ig (como se muestra en la
Figura 24, iniciando en la metionina en la posicién +1 y
terminando en la lisina en la posicién +357) y L104EA29YIg
mutante CTLA4 soluble {como se muestra en la figura 19, que
inicia en la metionina en la posicién +1 y termina en 1la
lisina en la posicién +357).

La invencién proporciona acdemfis, moléculas de &cido
nucleico que co;prenden secuencias del nucleétido que
codifican a las secuencia de aminoécidos que corresponden a
lae moléculas CTLA4 solublea de 1la invencién. En u;La

modalidad, la molécula del &cido nucleico es un ‘ADN (por

ejemplo, ADNGC) o un hfbrido del mismo. Por ejemplo, una
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molécula de CTLA4Ig;Ruede comprender un codén GCT o GCC, que
codifican alanina, en la posici6n +49 a +51 del nucléétido
como se muestra en la figura 24. En otro ejemplo, una
molécula CTLA4Ig puede comprender un codén GGT o GGG, que
codifica a la glicina, en la posicién del nutlebtido +436 a
+438 como se ;mestra en la Figura 24. En otro ejémplo,'una
molécula CTLA4Ig puede comprender un coddn CGG o CGT, gque
codifica a la arginina, en la posicién del nuclebtido +631 a
+633 como se muestra en la figura 24. La CTLA4l1g que codifica
al ADN (Figura 24) mse depositd el 31 de mayo de 1991 con la
American Type Culture Collection (ATCC), 10801 University
Blvd., Manassas, YA 20110-2205% y se ha.otorgado bajo el No.,
de acceso ATCC 68629, La L104EA29YIg que codifica al ADN
(secuencia inclﬁida ;n la figura 19) se deposits el 19 de
Junio del 2000 con ATCC y se ha otorgado el No. de acceso
ATCC PTA-2104. Alternativamente, las moléculas del A4cido
nucleico son ARN o un hibrido del mismo.

Las moléculas del dcido nucleiceo de la invencién también
incluyen moléculas del &cido nucleico derivadas que difieren
de las moléculas del ADN o ARN, y las moléculas anti-sentido.
Las moléculas derivadas incluyen 4cidos nucleicos del péptido
(PNAB), y moléculas ée dcidos ne nucleicos que incluyen
fosforotiocato, fosfotriéster, fosforamidato, y moléculas ée
metilfosfonato que enlazan al ADN o ARN de hebra (inica en una

forma dependiente de un par base (Zamecnik, P., C. , et al.
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1978 Proc. Natl. Acad. Sci. 75:280284; Goodchild, P. C., et
al. , 1986 Proc. Natl. Acad. 8Sci. 83: 4143-4146): Las
moléculas de los &cidos nucleicos del péptido comprenden un
oligémero de &cidos nucieicoa al- cual se ha agregado un
regiduo de aminodcidos tales como liaina'y un grupo amino.
Estas pequefias moléculas, también designadas agentes anti-
gen, detienen el alargamiento del transcrite enlazando a su
hebra complehentaria (plantilla) de los &cidos nucleicos
(Nielsen, P., E. , et al. , 1993 , Anticancer Drug Des 8: 53-
63). La revisi6n de los métodos para la sintesis del ADN,
ARN, y sua anfilcgos pueden encontrarse en: Oligonucleotides
and Analogues, eds. F. Eckstein, 1991, IRL Press, New York;
Oligonucleotide Synthesis, ed. M. J. Gait, 1984, IRL Preas,
Oxford, England. Adicionalmente, los métodos para la
tecnologia del ARN antisentido se describen en las patentes
norteamericanas 5,194,428 y 5,110,802. Un experto en el arte
puede obtener fé&cilmente estas clases de moléculas de &cidos
micleicos usando las secuencias del polin-ﬁcleétido CTLA4
soluble descri-to en la presente, ver por ejemplo, Innovative
and Perspectives IM Solid Phase Synthesls (1992) Egholm, et
al. pp 325-328 o patente de E.U.A. No. 5,539,082.
Adicionalmente, la invencién proporciona un vector gque
comprende las secuencias del nucleStido de la invencién. l-sl
término vector incluye, pero no se limita a, plésmidos,

c¢6smidos y fagémidos. En una modalidad, el vector puede ser
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un vector de repligggién autfnoma gue comprende un replicén

que dirige ia replicacién del ADNr dentro de 1la éélula

apropiada. Alternativamente, el vector puede dirigir 1la

integracién del vector recombinante en la cé&lula hospedadora.

También pueden usarse varios vectores virales, tales como por

ejemplo, una variedad de vectores retrovirales y adenovirales
bien conocidos (Berkner 1988 Biotechniques 6: 616-629).

Los vectores pueden permitir la expresién del transcriFo
CTLA4 soluble o secuencias del polipépti@o en células
hospedadoras “proéariéticas © eucaribéticas. Los vectores
incluyen vectores de expresifn, que .comprenden un elemento de
control de expresién, tal como una secuencia promotora gue
permite la transcripcién de las secuencias de &cidos
nucleipps CTLA4 solubles insertadas y pueden usarse para
regular la expresi6n (por ejemplo, transcripcién y/o
traduccién) de una secuencia CTLA4 Bsoluble enlazada
operablemente en una célula hospedadora aproplada. Ios
elementos de control de expresiédn son conocidos en el arte e
incluyen, pero no se 1limitan a, promotores inducibles,
promptores constitutivos, seefiales de secrecién, mejoradorés,
terminadores = de 1la transcripcién y otros elementos
reguladores transc;ipcionales. Otros elementos de control de
expresién que estén involucrados en la traduccién se conocén

en el arte, e incluyen la secuencia Shine-Dalgarno (por

4
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ejemplo, las células hospedadoras procaridticas), y los
codones de intclacién y terminacién. .

También pueden requerirse  wsefialee de iniciacién
especificas para la traducci6n eficaz de una Bsecuencia
CTLA4 soluble. Estas wseflales incluyen el codén de
iniciacién ATG y las secuencias adyacentes. En casos en
dénde las secuencias en la direccién 8’ y -él codén de
iniciacién CTLA4 8soluble se insertan en el vector ?e
expresién apropiado, puede no ser necesario eefialea de
control traduccional adicionales. 8in embargo, en casos
dénde s8lo la secuencia de codificacién, o una porcién de
la misma 8e inserta, pueden proporcionarse sefiales de
control tran;cripcional ex6genas que incluyen el codén de
iniciacién ATG. Ademés, el cod6n de iniciacién debe estar
en la eqtructura de lectura correcta para asegurar la
traduccién del inserto completo. Los elemen;;5
transcripcionales exégenos y codones de iniciacién pueden
ser de varios orfgenes, natural y sintético. La eficacia de
expresién puede sger mejorada mediante la inclusién de
mejoradores apropiados al sgistema celular en uso (Scharef,
D., et al, 1994 Results Prob;. Cell. Differ. 20: 125-62;
Bittner, et al., 1987 Methods in Enzymol.153i 516-544).

Los vectores preferidos para la expresién de las

secuencias CTLA4 solubles en las células hospedadoras

eucaridticas incluyen elementos de control de expresién,
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tales como el promotor de polihedrina del baculovirus para la
expresién en las células de insecto. Otros elementos de
control de expresifn incluyen promotores o mejoradores
derivados de .los genomas de células de plantas (por ejemplo,
choque de calor, RUBISCO, genes de proteina de
almacenamiento), promotores virales o secuencias lider o de
virus de plantas, y promotores o mejoradores de genes
mamiferos o de virus mamiferos.

El vector preferido incluye al menos un gen marcador
seleccionable que codifica a un producto del gen que
confiere resistencia al f&rmaco tal como resistenclia a la
ampicilina o tetracilina. El vector también comprende sitios
de restriccién de la endonucleapa miltiples que permiten la

insercién adecuados de @gecuencias de ADN~ exbgenas. Los

‘métodos para generar un vector de expresién recombinante que

codifica a las proteinas de CTLA4 solubles de la invencién
son bien conocidos en el arte, y pueden encontrarse en
Sambrook et al., (Molecular Cloning ; A Laboratory Manual, 24
edicién, Sambrook, Fritch, y Maniatis 1989, Cold Spring
Harbor Press) y Ausubel et al. (1989 Current Protocols in
Molecular Biology,_John Wiley & Sons, New York N. Y.).

Los vectores preferidos para generar loa transcritos
CTLA4 polubles y/o los polipéptidos CTLA4 solubles
codificados son vectores de expresién que son compatibleas con

las c¢élulas hospedadoras procaribticas. Los vectores de
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expresién celulares procaribéticos son bien conocidos en el
arte y @se encuentran disponibles de varias fﬁentes
comerciales. Por ejemplo, los vectores pET (por ejemplo,
Novagen Corp.}, fagémidos BLUESCRIPT (Stratagene, LaJdolla,
CA), PpSPORT (Gibco BRL, Rockville, MD), o pueden usarse
hibridos ptrp-lac para expresar los polipéptidos CTLA4
solubles en las células hospedadoras bacterianas.

Alternativamente, los vectores de expresién preferidgs
por generar tranacritos CTLA4 solubles y/o polipéptidos CTLA4
solubles codificados 8Bon vectores de expresién que Bson
compatibles con las células hoaspedadoras eucaribéticas. Los
vectores mis preferidos son aquellos compatibles con las
células de vertebrados. Los vectores de expresién de células
eucaridticas son bien conocidos en el arte y estén
disponibles de varias fuentes comerciales. Tipicamente, se
proporcioran tales vectores que contienen sitios de
regstriccién atlecuados para la insercién del sgegmento del ADN
deseado. Tipico de tales vectores son PSVL y pKSv-10
(Pharmacia), pBPV- 1/pML2d (Internacional Biotechnologies,
Inc.,), PpTDT1 (ATCC, #31255), y vectores de expres¥én
eucaridticos similares.

Ejemploa de vectores de expresidn incluyen pero no se
limitan a, <vectores para las células hospedadoras de
mamiferos (por ejemplo, BPV-1, pHyg, DRSV, pSvV2, pTK2

(Maniatis); pIRES (Clontech); pRc/CMV2, pRc/RSV, pSFV1 (Life
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(GEIMG, Genova, IT), CHO-K1/SF designado ECACC 93061607
(CAMR, Salisbury, Wiltshire, UK), y RR-CHOK1l designado ECACC
92052129 (CAMR, Salisbury, Wiltshire, UK). Las cé&lulas de
plantas ejemplares incluyen plantas enteras, cultivo celular,
o callo, de tabaco, maiz, soya y células de arroces. El maiz,
eoya, y semillas de arroces también son aceptables.

Las moléculas mutantes CTLA4 de la invencidn pued?n
aislarse como polipéptidos que se originan naturalmente o gde
cualquier fuente ya sea natural, sintética, semi-qintética o
recomhinaﬁte.'En consecuencia, las moléculas del polipéptido
mutante CTLA4 puede aislarse como proteinas que pe originan
naturalmente a partir de cualquier especie, particularmente
mamifero, que incluye bovino, ovino, porcine, murino, equino
Y preferentemente humano.

Altermativamente, las moléculas del polipéptido mutante
CTLA4 pueden aislqrse como polipéptidos recombinantes que se
expresan en células hospedadoras procariéticas o
eucarisSticas, o aisladas. como un polipéptido quimicamente
sintetizado.

Un expeﬁfo en el arte puede emplear f&cilmente métodos
de aislamiento est&ndar para obtener moléculas mutantes CTLA4
aisladas. La naturaleza y grado de aislamiento dependerin de

la fuente y el uso proyectado de las moléculas aisladas.

2O
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Las moléculas mutantes CTLA4 y fragmentos o derivados de
las mismas pueden producirse mediante método; recombina.ntes.
En consecuencia, una secuencia del nuclebtido aislada que
codifica a las moléculas CTLA4 tipo silvestre pueden ser
manipulada para introducir las mutaciones, que resultan en
las secuencias del nuclebtido que codifican a las moléculas
del polipéptido mutante CTLA4. Por ejemplo, las secuencias
del nuclebdtido que codifican a las moléculas mutantes CTL.M;
pueden ser generadas mediante wétodos de mutagénesis
dirigidas en el sitio usando cebadores y amplificacién PCR.
Los cebadores pueden incluir secuencias especificas disefiadas
para introducir mutaciones deae.ada. Alternativamente, los
cebadores pueden digefiarse para incluir secuencias
aleatorizadas o semialeatorizadas para introducir mutaciones
aleatorias. ILos métodos recombinantes estandar (Molecular
Cloning; A Laboratory Manual, 2 edicién, Sambrook, Fritch, y
Maniatis 1989, Cold Spring harbor Press) y Tecnologia PCR
(patente de E.U.A. No. 4,603,102) pueden emplearse para
generar y aislar polipéptidos mutantes CTLA4 que codifican a
polinucledtidos mutantes CTLA4.

La invencién incluye composiciones farmacéuticas que
comprenden cantidades - farmacéuticamente efectivas de una
molécula que blogquea la interaccién de B7 coif CTLA4 y/o CD2.8
tal como las moléculas CTLA4 solubles, moléculas CD28,

moléculas B7 (B7-1 o B7-2), anticuerpos monoclonales anti-



10

15

20

25

101

N

CTLA4, anticuerpoa monoclonales anti-CD28 o anticuerpos

monoclonales anti-B7 (B7-1 o B7-2). Las composiéiones
farmacéuticas de la invencién son titiles para el tratamiento
de enfermedaqu cardiovasculares. En ciertas modalidades, las
enfermedades cardiovasculares est&n mediadas por 1las
interacciones CD28/CTLA4/B7. Las moléculas CTLA4 solubles son
preferentemente moléculas CTLA4 solubles con la secuencia del
tipo silvestre y/o las moléculas CTLA4 solubles que tienen
uno o méis mutaciones en el dominio extracelular de CTLA4. La
composicién farmacéutica puede incluir la proteina CTLA4
soluble y/o moléculas de &cidos nucleicos, y/o vectores gque
codifican a las moléculas. En las modalidades preferidas, las
moléculas CTLA4 solubles tienen la secuencia de amino&cidos
del dominio extracelular de CTLA4 como se nmuestra tanto en
las figuras 24 o 19 (CTLA4Ig o L104EA29Y, respectivamente).
M&s preferentemente, la molécula mutante CTLA4 soluble es
L104EA29YIg como Be describe en la preeente.

Las composiciones de la invencién pueden incluir
adicionalmente uno o mis agentes terapéuticos adicionales,
otro, o asaecundario. Por .“administrado en combinacién”* o
“terapia de combinacién® significa que un compuesto de la
presente invencién Yy uno o mis agentes terapéuticos
adicionales son administrados al mamifero que se trata.
Cuando se administra en combinacién con cada componente puede

administrarse al mismo tiempo © secuencialmente en cualquier

-
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orden en distintos momentos de tiempo. Asi, cada componente
puede administrarse individualmente pero lo suficientemente
cercano en tiempo .para. proporcionar el efecto terapéutico
deseado.

Los agentes terapéuticos adicionales, cuandolse emplean
en combinacién con las moléculas de la presente invencifn,
puede usarse, por ejemplo, en aquellas cantidades indicadas
en la Referencia de Escritorio de los Médicoa (PDR) o por el
contrario determinado por un experto en el arte.

Agentes terapéuticos secundarios, adicionales, u otros,
incluyen agentes inhibidores de <c¢oagulacién o anti-
coagulantea, agentes inhibidores de plaquetas ¢ anti-
plagquetas, inhibi@orea de la trombina, antagonistéa de la
vitamina K, glicoprotefina IIb/ antagonistas del receptor
IIla, agentes tromboliticoe o fibrinoliticos, agentes anti-
arritmicos, agentes anti-hipertensivos, inhibidores de
enzimas gue convierten angiotenaina (ACE-Is), bloqueadores
del receptor - de angiotensina (ARBs), bloqueadores beta,
bloqueadores de canal de calcio (tipo L y tipo T), glicésidos
cardiacos, diuréticos, antagonistas del receptor
mineralocorticoide, inhibidores de fosfodiesterasa, agenéés
que reducen el coleaterol/lipidos y terapias de perfil
lipido, agentee anti-diabéticos, antidepresivos, agentés
antiinflamatorios (esteroidal y no esteroidales), agentes

anti-oateoporosis, terapias de reemplazo de hormonas,
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anticonceptivos orales, agentes anti-obesidad, agentes
antiangioliticos, agentes anti-proliferativos, agentes.anti-
tumor, anti-filcera y agentes de la enfermedad de reflujo
gastroesofagal, hormona de crecimiento y/o secretagogos de la
hormona de crecimiento, imitaciones de la tiroides (que
incluye antagonistas del receptor tiroideo), agentes anti-
infecciosos, agentes anti-virales, agentes anti-bacﬁerignos Y
agentes anti-fungales,

Los agentes anticoagulantes (o agentes inhibidores de
coagulacién) que pueden wusarse en combinacién con laa
composicionea de esta invencibén incluyen warfarina y heparina
{heparina no fraccionada o cualquier heparina de péso
molecular bajo disponible comercialmente), pentasacdrido
sintético, inhibidores de la trombina que actdan directamente
que incluyen hirudina y argatroban asi comeo inhibidores del
factor Xa.

El términc agentes anti-plaquetas (o agentes inhibidores
de plagquetas), como se usa en la presente, denota agentes que
inhiben la funcién de la plagueta, por ejempib inhibiendo la
agregacioén, a;herencia o Becrecidn granular de plagquetas.
Agentes incluyen, pero no se limitan a, varios E£farmacos
conocidos no esteroidales antiinflamatorios (NSAIDS) tales
como aspirina, ibuprofen, naproxeno, sulindac, indometacina,
mefenamato, droxicam, diclofenaco, sulfinpirazona, piroxicam,

y s8ales farmacéuticamente aceptables o proffirmacos de los
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mismos. De los NSAIDS, se prefieren 1la asﬁirina {&cido
acetilsalicilico o ASA) Y Epiroxicam. Otros aéentes
inhibidorea &= plaquetas adecuados incluyen antagonigtas
IIb/IIIa (por ejemplo, tirofiban, eptifibatida, Y abciximag),
antagonistas del tromboxano-A2-receptor (por ejemplo,
ifetroban), inhibidores de tromboxano-A2-sintetasa,
inhibidorea PDE-III (por ejemplo, dipiridamol), y Bsales
farmacéuticamente aceptables o profdrmacos de los mismos.

El término agentes anti-plaquetas (o agentes inhibidores
de plaquetas), como Be usa en la presen%g, ge pretende
también inclyir antagonistas del receptor ADP (adenosin
difoafato), antagonistas preferiblemente de los receptores
purinérgicos P;Y; y PiYi3, con P;Y;; yue se prefiere mis. Los
antagonistas del receptor PaY12 preferidosa incluyen
ticlopidina Y clopidogrel, que incluyen Bales
farmacéuticamente aceptables o prof&rmacos de los mismos. El
clopidogrel es un agente mis preferido. la ticlopidina y
clopidogrel son también compuestos preferidos puesto que se
conocen por ser ligeros en el tracto gastrointestinal durante
8u uso.

El término inhibidores de trombina (o agentes anti-
trombina), como se usa en la presente, denota inhibidores de
la trombina de proteasa de serina. Al inhibir la’ trombina, ;e
interrumpen varios procesos mediados por la trombina tales

como la activacién de la plaqueta mediada por la trombina (es

™
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decir, por ejemplo, la agregacién de plaquetas, y/o la
secrecifn granular del 1inhibidor-1 del = activador. del
plasminégeno y/o serotonina) y/o formacién de fibrina. Una
variedad de inhibidores de trombina se conocen por un experto
en el arte y estos inhibidores se contemplan para ser usados
en combinacién con loe compuestos presentes. Tales
inhibidores incluyen, pero no se limitan a, derivados de la
boroarginina, .boropépt:idoa, heparinas, hirudina, argatroba'n,
y melagatran, que _incluyen sales y f4irmacos farmac&uticamente
aceptables de los mismos. Los derivados de boroarginina vy
boropéptidos incluyen N-acetil y derivados del péptido del
dcldo bordnico tales como derivados del &cido a-aminobordnico
C terminal ge lisina, ornitina, arginina, homoarginina ¥y
anflogos de isotiouronio de los mismoa ;:orrespondientes. El
término hirudina, como se usa en la presente, incluye
derivados adecuados o andlogos de hirudina, referidos en Jla
presente como hirulogos, tales comc disulfatohirudina. El
término agentes tromboliticos o fibrinoliticos (o
tromboliticos o fibrinoliticos), comoc se usan en la presente,
denota agentes que lisan a los cofigulos sanguineos (trombi).
Tales agented incluyen el activador del plasminégeno del
tejido (natural o recombinanté) y formas modificadas de 195
mismos, anistreplasa, urogquinasa, gstreptoquinasa,
tenecteplasa (ANK), lanoteplasa (nPA), inhibidores del factor

VIla, inhibidores de PAI-1 (es decir, inactivadotes de los
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inhibidores del ‘-activador del plasminégeno del ejido},
inhibidoree alfa2-antiplasmina, y complejo del act}vador de
estreptoqulnasa defﬁglasminégeno aniéolado que incluye sales
farmacéuticamente aceptables o p?of&rmacos de los mismoa. El
término anisetreplasa, como se usa en la presente, se refiere
a un complejo activador de la estreptogquinasa del
plasminégeno anisclado, como se describe por ejemplo, en la
EP 028,489, descripcién que se encuentra incorporada en }a
presente mediante la referencia. El término uroquinasa, como
ge usa en la presente, 8se piensa que denota a ambas,
uroquinasa de cadena simple y doble, la Gltima es referida en
la presente como prouroguinasa.

Ejemplos de agentes anti-arritmicos adecuados para
usarse en combinacién con los compuestos presentes incluyen:
agentes Clase I (tal como propafenona); agentes Clase II
(tales como carvadiol y propranolol); agentes Clase III (tal
como sotalol, dofetilido, amiodaroné, azimilida e ibutilida);
agentes Clase IV (tales como el ditiazem y verapamil);
abridores del canal X' tales como los inhibidores IAch, e
inhibidores Ix,, (por ejemplo, compuestos tales como aquellos
descritos en la WO01140231).

Ejemplos de agentes anti-hipertensivos adecuados para
usarse en la combinacién con los compuestos de la preaenﬁe
invencién incluyen: bloqueadores adrenérgicos alfa,

bloqueadores beta adrenérgicos, blogqueadores del canal de
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calcio (por ejemplo, diltiazem, verapamil, nif;;?;in:?)
amlodipina y mibefradil); diuvéticos (por ejémplo,
clorotiazida, clorhid?otiazida, flumetiazida,
hidroflumetiazida, bendroflumetiazida, metilclorotiazida,
triclorometiazida, politiazida, benztiazida, tricrinafen del
dcido etacrinico, <clortalidona, furosemida, musolimina,
bumetanida, triamtreneno, amilorido, ;pironolacténa);
inhibidores de renina, inhibidores de ACE (por ejemp19,
captopril, =zofenopril, fosinopril, enalapril, ceranopril,
cilazopril, delapril, pentopril, quinapril, ramipril,
lisinopril); antagonistas del receptor AT-1 (por ejemplo,
losartan, irbesartan, valsartan); antagonistas del receptor
ET (por ejemplo, sitaxsentan, atrsentan Yy compuestos
descritos en las patentes norteamericanas Nos. 5,612,359 y
6,043,265); antagonista Dual ET/AI1 (por ejemplo, compuestos
descritos en la WO 00/0138%); inhibidores de endopeptidasa
neutral (NEP); inhibidores de la vasopepsidasa (inhibidores
de NEP-ACE dual) (por ejemplo, omapatrilat, gemcpatrilat vy
nitratos).
Ejemplos de blogueadores del canal del calcio adecuados
(tipo L ©o tipo T) para usarse en combinacién con les

compuestos de 1la presente invencién incluyen diltliazem,

verapamil, nifedipina, amlodipino y mibefradil.
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eaqualeno; fibratos; secuestrantes de los &cidos de la bilis
(tales como el questran); inhibidores de ACAT; inhibidores de
MTP; inhibidores de 1la lipooxigenasa, inhibidores de
abeorci6én del colesterol e inhibidores de la proteina ésEFr
transferasa del colesterol (por ejemplo, CP-529414).

Ejemplos de agentes anti-diabéticos adecuados para
usarse en combinacién con los compuestos de la presente
invencién incluyen: biguanidas }por ejemplo, metformina?;
inhibidoreas de 1la glucosidasa (por ejemplo, acarbosa);
insulinas (que incluyen secretagoguee de la insulina o
sensibilizadores de la insulina); meglitinidas (por ejemplo,
repaglinida) ; Bulfonilureas (por ejemplo, glimepirida,
gliburido y glipizida); combinaciones de biguanida/gliburida
{por ejemplo, glucovance), tiozolidindionas (por ejemplo,
troglitazona, rosiglitazona y pioglitazona), agonistas del
PPAR-alfa, agonistas PPAR-gamma, agonistas PPAR alfa/gamma,
inhibidores S8GLT2, inhibidores de la proteina que enlaza a
los &cidos grasos (aP2) tal como aquéllos descubilertos en la
W000/59506, péptido—l tipo glucagon (GLP-1), einhibidores de
la peptidase IV de dipeptidilo (DP4}.

Ejemplos de agentes antidepresivos adecuados para usarse
en combinacién con los compuestoe de la presente invencién
incluyen nef;;odona Yy sertralina. |

Ejemplos de agentes antiinflamatoriocs adecuados para

usarse en combinacién con los compuestos de la presente
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invencién incluyen:r”~ compuestos esteroides tales como
corticosteroides y glucocorticoides, que incluyen predﬁisona
y dexametasona; etanercept (Enbrel®); inflixi;ab (Remicade®) ;
inhibidores de la proteina de la cinasa tirosina (PTK);
inhibidores de la ciclooxigenasa {(que incluyen NSAIDs, y COX-
1 y/o inhibldores de COX-2); aspirina;. indometacina;
ibuprofen; prioxicam; naproxeno; celecoxib y/o rofecoxib.

Ejemplos de agentes anti-osteoporosle adecuados para
usarse en combinacién con loa compuestos de la presente
invencién incluyen alendronato y raloxifeno.

Ejeﬁploa de terapias de reemplazo de hormonas adecuados
para usarde en combinacién con los compuestos de la presente
invencién 1incluyen estrégeno (por ejemplo, estrégencs
conjugadoa) y-estradiol.

Ejemplos de anti-coagulantes adecuados para usarse en
combinacién con los compuestos de la presente invencién
incluyen heparinas (por ejemplo, heparinas de peso moleculkar
bajo y no fraccionado tales como enoxaparina y dalteparina).

Ejemplos de agentes anti-obesidad adecuados para el uso
en combinacifén con los compuestos de la presente invencién
incluyen orlistat e inhibidores aP2 (tales como aquéllos
deacritos en la WO00/59506) .

Ejemplos de agentes anti-ansiedad adecuados para uaarée

en combinacién con los compuestos de la preésente invencién
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incluyen diazepan_l, lorazepam, buspirona y pamoato de
hidroxizina. .

Ejemplos de agentes anti-proliferativeos adecuadoa para
usarse en combinacién con los compuestos de la presente
invencién ingluyen ciclosporin A, paclitaxel, adriamicina,
epitilonas, cisplatina y carboplatina.

Ejemplos de agentes de enfermedades de reflujo
gastroesofageal y anti-filcera adecuados para usarse ‘?n
combinacién con los compuestos de la presente invencién
incluyen famotidina, ranitidina y omeprazol.

Agentes terapéuticos adicionales también incluyen:
coldgeno, dnaJ, moléculas que bloguean la funciSén TNF (por
ejemplo, pegsunercept), moléculas que blogquean la funcién de
citocinas (por ejemplo, AMG719), moléculas que bloquean la
funcién LFA-1 (por ejemplo, efalizumab) y _trasplantes de
células madre. Estos distintos tratamientoe son actualmente
estudiados en ensayos clinicos (www.clinicaltrials.gov) para
determinar su efecto en la artritis reumatoide.

El coldgeno, por ejemplo en la forma de coligeno II de
bovino puede ser administrado oralmente a un paciente que
padece de la enfermedad cardiovascular para aliviar uno o més
sintomas de la enfermedad cardiovascular.

El DnaJd es un péptido pequefic que imita a una proteina
contenida en un gen de muchoa paclentes con la enfermedad

cardiovascular. El péptido se deriva de la bacteria E. coli a

wov
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partir de la protéina de choque por calor. El1 Dnad puede
administrarse oralmente a un ypaciente que padece la
enfermedad cardiovascular para aliviar uno o mis sintomas de
enfermedad cardiovascular.

La TNF es una molécula involucrada en la respuesta
inflamatoria de pacientes con artritis reumatoide vy
posiblemente una enfermedad cardiovascular. Plausiblemente,
cualgquier molécula gque blogquea la funcién de la TNF ppr
ejemplo, bloqueandoc el enlace de la tNF al receptor' TNF
(TNFR) , puede ayudar a modificar el progreso de la enfermedad
cardliovascular y aliviar algunos de sus sintomas. Varios
bloqueadores de la TNF tal como infliximab y etanercept, han
demoatrado ser eficaces en el tratamiento de la enfermedad
cardiovascular. Estéin desarrolldndose otros bloqueadores de
la TNF tales como el pegsunercept y se est&n probando (ensayo
clinico de Fase II) para su eficacia tratando la enfermedad
cardiovascular.

las citepinas, por ejemplo, la interleucina-1 (IL-1),
son moléculas secretadas por las células involucradas en la
mediacién de las reapuestas inmunes. Plausiblemente,
cualquier molécula que blogquea la funcién de las citocinas
por ejempleo, bloqueando la interaccién en la IL-1 con su
receptor, puede ayudar a modificar el proéreao de la
enfermedad cardiovascular y aliviar uno o més de sus

sintomas. Anakinra, una protefna recombinante que blogquea la

W
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interaccién de IL-1'con su receptor (IIJ-lR) ha demostrado ser
eficaz en el tratamiel:xto de la artritis cardiovascular. Un
inhibidor IL-1, AMG719, est& desarrolléndose y probdndose
(ensayo clinico Fase II) para su eficacia e:: el tratamiento
de la artritis reumatoide.

La molé&cula 1 asociada con la funcién del 1linfocito
(LFA-1) es una molécula compuesta de dos subunidades, CDlla y
Ch18 que funciona mediando la adherencia del linfocito a
varios tipos de 1la célula tales como el endotelio.
Plausiblemente, la interferencia de la funcién LFA-1 puede
ayudar a modificar el progreso de la enfermedad
cardiovascular y aliviar uno o mis de sus sintomas. Un
anticuerpe anti-LFA-1, efalizumab, est&4 desarrollandose Yy
probindose {(ensayo clinico Fase iI) para su eficacia en el
tratamiento de la artritias reumatoide.

El bloqueo de TNF, cltocinas o interaccién de LFA-1 a
sus ligandos mediante una molécula potencialmente terapéutica
puede determinarse medliante cualquier ndmero de ensayos
conocidos por aquellos expertos en el arte. Por ejemplo,
pueden usarse ensayos de competicidn para probar el bloqueo
mediante la molécula de interés, por ejemplo, pueden ser
expuestos a un par que enlaza TNF/TNFR para competir con 'n_rr-'
para enlazarse a TNFR. Alternativamente, puedén realizarse
ensayos funcionales para probar el blogueo, por ejemplo, una

molécula puede probarse para su capacidad de inhibir una
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cascada inflamatoria; o cualquier parte de una reaccién
inflamatoria tal como hinchazén, enrojecimiento o .dolqr
provocados por una citpquina,

Los agentes terapéuticos adicionales también incluyen:
el inhibidor p38-MAP quinasa, gp39 soluble (conocido también
como el ligando CD40 (CD40OL), CD154, T-BAM, TRAP), CD29
soluble, CD40 soluble, CD80 soluble (por ejemplo, ATCC
68627}, CD86 soluble, CD28 soluble (por ejemplo, el nimero
de acceso ATCC éasza), CD56 8oluble, Thy-1 soluble, CD3
soluble, TCR soluble, VLA-4 soluble, VCAM-1 soluble, LECAM-1
aolub%e, ELAM-1 soluble, CD44 soluble, anticuerpoa reactivos
con gp39 (por ejemplo, ATCC HB-10916, ATCC HB-12055 y ATCC
HB-12056), aA;icuerpoa reactivo con CD40 (por ejemplo, ATCC
HB-9110), anticuerpos reactivos con B7 (por ejemplo, ATCC HB-
253, ATCC CRL-2223, ATCC CRL-2226, ATCC HB-301, ATCC HB-
11341, etc), anticuerpoa reactivos con (D28 (por ejempf;,
ATCC HB-11944 o mAb 9.3 como se describe en Martin et al (J.
Clin. Immun. 4 (1):18-22,1980), anticuerpos reactivos con
LFA-1 (por ejemplo, ATCC HB-9579 y ATCC TIB-213), anticuerpos
reactivos con LFA-2, -anticuerpos reactivos con IL-2,
antlcuerpos reactivos con IL-12, anticuerpos reactivos con la
IFN-gamma, anticuerpos reactivos con ng, anticuerpos
reactivos con CD48, anticuerpos reactivos con cualquier ICAM
(por ejemplo, ICAM-1 (ATCC CRL-2252), ICAM-2 e ICAM-3),

anticuerpos reactivo con CTLA4 (por ejemplo, ATCC HB-304),



10

15

20

25

115

anticuerpos reactt%és con Thy-1, anéicuerpos reactivos con
CD56, anticuerpos reactivos con CD3, anticuerpos reactivos
con CD29, anticuerpos reactivos con TCR, anticuerpos
reactivos con VLA-4, anticuerpos reactivos con VCAM-1,
anticuerpos reactivos con LECAM-1, anticuerpos reactivos con
ELAM-1, anticuerpos reactivos con CD44. BEn clertas
modalidades, se prefileren loas anticuerpos del monoclonal. .En
otras modalidades, se prefieren 1los fragmentos del
anticuerpo. Debldo a gque los expertos en el arte comprenderan
facilmente, la combinacién puede incluir: moléculas CTLA4
solubles de 1la invencién vy otrol agente; moléculas CTLA4
solubles con otros dos agentes, moléculas CTLA4 solubles con
otros tres agentes y similares. La determinacién de 1la
combinacién O6ptima y dosificaciones puede “determinarse vy
puede perfeccionarse usando métodoa bien conocidos en el
arte.

Algunas combinaciones egpecificas para la co-
administracién incluyen lo siguiente: CTLA4Ig o L104EAZ29YIg Yy
anticuerpos monoclonales CD80 (mAba); CTLA4Ig o L104EA29YIg y
mAbs de CD86; CTLA4Ig o L104EA29YIg, mAbs CDBO, y mAbs CDB6;
CTLA4Ig o L104EA29YIg y mAbs gp39; CTLA4Ig o L104EA29YIg Yy
mAbs CD46: CTLA4Ig o L104EA29YIg y mAbs CD28; CTILA4Ig o
L104EA29YIg, CD8O0 y mAbs CD86, y wmAbs gp39; CTLA4Ig o
L104EA29YIg, CD80 y mAbe CD86 y mAbs CD40; y CTLA4Ig o

L104EA29YIg, mAb de anti-LFAl, y mAb anti-gp39. Un ejemplo

~\°'°
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egpecifico de un mAb-de gp39 es MR1. Se apreciarén fﬁf

otras combinacicnes y 8se comprenderin por las personas

expertas en el arte.

Los agentes terapéuticos adicionales también incluyen:
un inhibidor de calcineurina, por ejemplo, ciclosporina 1: o
FK506; un macrblido inmunosupresivo, por ejemplo, rapamicina
o un derivado del mi;smo (por ejemplo, 40-0-(2-hidroxi)etil-
rapamicina); agente de alojamiento de linfocitos, por
ejemplo, FTY720 o un andlogo del mismo, corticosteroides,
ciclofosfamida, azatiopreno, un inhibidor de reductasa del
Scido -dihidrofSlico tal como metotrexato, leflunomida o un
anfdlogo del mismo, mizoribina, 4dcido micofenélico, mofetil de
micofenolato, 15-deoxispergqualina o un anflogoe del mismo,
anticuerpos monoclonales inmunosupresivos, por ejemplo,
anticuerpoe monoclonal a los receptores del leucocito, por
ejemplo, MHC, CD2, CD3, CD4, CD 1lla/CD18, Cb7, CD25, CD 27,
B7, CD40, CD45, CD58, CD 137, ICOS, CD150 (SLAM), OX40, 4-1BB
o sus ligandos; u otros compuestos inmunomoduladores, por
ejemplo, CTLA4/CD28-Ig, u otros inhibidores de la molécula de
adherencia, por ejemplo, mAbs o© los 1nhibidores de peso
molecular bajos que incluyen antagonistas de LFA-1,
antagonistas de Selectina y antagonistas VLA-4. El compuesto
es particularmente fitil en combinacién con un compuesto que
interfiere con CD40 y 8u ligando, por ejemplo, los

anticuerpos para CD40 y anticuerpos para CD40-L.
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La adminigtraci6tn de los compuestos de 1la invencién
presente (es decir, un primer agente terapéutica) “en
combinacién con por lo menos un agente terapéutico adicional
(es decir, . segundo agente terapéutico), produce
preferentemente una ventaja eficaz sobre los compuestos y
agentes solos, mientras permite preferentemente el usc de
dosis mis bajaa de cada uno ({(es decir, una combinacién
sinergistica). Una dosificacién mis baja minimiza el
potencial de los efectos secundarios, mientrﬁ; proporciona un
margen de seguridad incrementado. Se prefiere que por 1lo
mence se administre uno de los agentes terapéuticos en una
dosis sub-terapéutica. Se prefiere mds aun que todos 1los
agentese terapéuticos se administren en dosis aub-
terapéuticas, Se piensa que 1las dosis sub-terapéuticas
eignifican una cantidad de un agente terapéutico gue no solo
proporciona el efecto terapéutico deseado para la condicién o
enfermedad que sé trata. Se piensa que la combinacién
sinergistica significa que el efecto obeervado de 1la
combinacidén es mayor que la suma de los agentes individuales
administré exclusivamente.

Una composicién farmacéutica que comprende CTLA4 soluble
puede usarse para los métodos que bloquean la interaccién B7
con CTLA4 y/o CD28; o para' tratar las enfermedades
cardlovasculares. Las cantidades efectivas de CTLA4 solubles

en la composicién farmacéutica se encuentran alrededor de de
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0.1 a 100 wg/kg eh: peso del sujeto. En otra modalidad, la
cantidad efectiva es una cantidad alrededor de 0.5 a 100
mg/kg en peso de un sujeto, 0.5 a 5 mg/kg en peso de un
Bujeto, alrededor de 5 a 10 mg/kg en peso de un Bsujeto,
alrededor de 10 a 15 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de
15 a 20 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 20 a 25
mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 25 a 30 mg/kg en
peso de un sujeto; alrededor de 30 a 35 mg/kg en peso de un
sujeto, alrededor de 35 a 40 mg/kg en pesc de un sujeto,
alrededor de 40 a 45 mg/kg de un sujeto, alrededor de 45 a 50
mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 50 a 55 mg/kg en
peso de un sﬁjeto, alrededor de 55 a 60 mg/kg en peso de un
sujeto, alrededor de 60 a 65 mg/kg en peso de un sujeto,
alrededor de 65 a 70 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de
70 a 75 mg/kg en peso. de un sujeto, a;lrededor de 75 a 80
mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 80 a 85 mg/kg en
peso de un sujeto, alrededor de 85 a 90 mg/kg en peso de un
gujeto, alrededor de 90 a 95 mg/kg en peso de un sujeto, o
alrededor de 95 a 100 mg/kg en peso de un sujeto.

En una modalidad, la cantidad efectiva de CTLA4 soluble
ese una cantidad de alrededor de 2 mg/kg hasta alrededor de 1.0
mg/kg en peso de un sujeto. En otra modalit;ad, la cantide_:d
efectiva es una cantidad de alrede_dor de 0.1 a 4 mg/kg en
pesc de un sujeto. En otra modalidad, la cantidad efectiva es

una cantidad alrededor de 0.1 a 0.5 mg/kg en peso de un
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sujeto, alrededor .de 0.5 hasta 1.0 mg/kg en peso de un
sujeto, alrxededor de 1.0 a 1.5 mg/kg en peso de un sﬁjeto,
alrededor de-1.5 a 2.0 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor
de 2.0 a 2.5 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor dg 2,5 a
3.0 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 3.0 a 3.5 mg/kg
en peso de un sujeto o alrededor de 5.5 a 4.0-mg/kg en peso
de un sujeto. En otra modalidad, la cantidad efectiva es una
cantidad alrededor de 0.1 a 20 mg/kg en peso de un sujeto. En
otra wodalidad, la cantidad efectiva es una cantidad
alrededor de 0.1 a 2 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de
2 a 4 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 4 a 6 mg/kg en
peso de un sujeto, alrededor de 6 a 8 mg/kg en peso de un
sujeto, alrededor de 8 a 10 mg/kg en pesqg de un sujeto,
alrededor de 10 a 12 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de
12 a 14 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 14 a 16
mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 16 a 1B mg/kg en
peso de un sujeto o alrededor de 18 a 20 mg/kg en peso de un
psujeto. En una modalidad, la cantidad eficaz estd que 2 mg/kg
en peso de un sujeto. En otra modalidad, la cantidad efectiva
esti alrededor de 10 mg/kg en peso de un sujeto.

En una wbdalidad especifica, una cantidad efectiva de
CTLA4 soluble es 500 mg para un sujeto gue pesa menos de 60
kg, 750 mg para un sujeto que pesa entre 60-100 kg y 1000 mg

para un peso que pesa mas de 100 kg.
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La presente invencién también propcrciona composiciones
farmacéuticas que comprenden las moléculas de la inmeﬁcién,
por ejemplo, CTLA4Ig y un portador aceptable o adyuvante que
se conocen por aquellos expertos en el arte. Las
composiciones farmacéuticas incluyen portadd}es adecuados y
adyuvantes que incluyen cualquier material que cuando se
combina con las moléculas de la invencién (por ejemplo, la
molécula CTLA4 soluble, tal como, CTLA4Ig o L104EA29Y)
retienen la actividad de la molécula, y no es reactiva con el
Bistema inmunolSgico del sujeto. Estos portadores vy
adyuvantes incluyen pero no se limitan a, permutadores de
iones, alimina, . estearato de aluminio, lecitina, las
proteinas de suero tales como la alblGmina de suero humana,
las substancias amortiguadoras tales como fosfatos, glicina,
dcido 86rbico, sorbato de potasio, mezclas de glicéridos
parciales de _cidos grasos saturados de vegetales, solucién
salina amortiguada con fosfato, agua, emulsiones (por
ejemplo, emulsién agua/aceite), sales o electrflitos tales
como sulfato de protamina, fosfato &cido de disodio, fosfato
cido de potasio, cloruro de socdio, sales de zinc, silice
coloidal, trisillicato de magnesio, pirrolidona de polivinilo,
substancias basadas en celulosa y polietilen gliceol. Otros
portadores también pueden incluir eoluciones estériles;
tabletas, gque incluyen tabletas cubiertas y cépsulas.

Tipicamente, tales portadores contienen excipientes tales
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como almidén, leche, azGcar (por ejemplo, sacarosa, glucosa,
maltosa), ciertos tipos de arcilla, gelatina, &cido eeté&rico
o sales de los mismos, magnesio o estearato cédlcico, talco,
aceites o grasas vétales, glicoles, u otros excipientes
conocidos. Tales portadores también pueden incluir
paborizantes y aditivoe de color u otros ingredientes. Las
composliciones que comprenden tales portadores son formuladas
mediante loa”™ métodos convencionales bien conocidos. También
pueden formularse tales composiciones dentro de las diversas
composicionea lipidas tales como por ejemplo, liposomas asi
como varias composiciones poliméricas tales como microesfe®as
de pqlimeroa.

En una modalidad adicional de la invencién, la presente
invencién proporciona kits (es decir, wuna combinacién
empaquetada de reactivos con las instrucciones) que contiene
las moléculas de la invencién Gtiles para blogquear las

interacciones B7 con 8ue ligandoe y/o para tratar una

—

enfermedad cardiovascular.

El kit puede contener una composicién farmécéutica que
incluye uno o mis agentes, por ej;,mplo, una molécula CTLA4
exclusivamente soluble o con un segundo agente y un portador
aceptable o adyuvante, por ejemplo, un amortiguador
farmacéuticamente aceptable tal como una 8olucién salina
amortigu;da con fosfato, solucién de Ringer y una solucién de

dextrosa. Este puede incluir otros materiales deseables desde
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el punto de vista comercial y del usuario que incluyen otros
amortiguadores, diluyentes, filtros, agujas, jerinéas e
insertoa de paquetes con instrucciones para su uso. £;s
agentea pueden proporciocnarse como polvos secos, normalmentes
liofilizados que incluyen excipientes gque al disolverse
proporcionaran una solucién del reactivo que tiene 1la
concentracién apropiada.

Los agentes secundarios pueden incluir aquellos
descritos anteriormente como agentes adicioni}es, tales como
agentes inhibidores anti-coagulaﬁtes o de coagulacién,
agentes inhibidores de plaquetas o anti-plaqueta, inhibidores
de la trombina, agentee tromboliticos o fibrinoliticos,
agentes anti-arritmicos, agentes anti-hipertensivos,
bloqueadores del canal de calcio (tipo L y ¢tipo T),
glicosidos cardiacos, diuréticos, antagonistas del recéptor
mineralocorticoide, inhibidores de la fosfodieateraaa,
agentes que reducen el coleserol/lipidos y terapias del
perfil 1lipido, agentes anti-diabéticoe, antidepresivos,

agentes antiinflamatorios (esteroidal y no esteroidal),

"agentes anti-osteoporosis, terapias de reemplazo de hormonas,

contraceptivold orales, agentes anti-obesidad, agentes anti-
ansiedad, agentes anti-proliferativos, agentes anti-tumor,
agentes anti-dlcera y agentes de la enfermedad de reflujo
gastroesofageal, hormona del crecimiento y secretagogues Ue

la hormona de crecimiento, imitaciones tiroideas (que
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incluyen antagonistas del receptor de la tiroides), agentes
anti-infecciosos, agentes anti-virales, agentes lanti-
bacteriancs, y agentes anti-fungaleé.

El kit éomprende un re¢ipiente con una etiqueta y/o
instrucciones. Los recipientes convenientes incluyen por
ejemplo, botellas, frascos y tubos de 1la prueba. Los
recipientes pueden formarse de una variedad de materiales
talés como vidrio_o pléstico. El1 recipiente puede tener un
puerto de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede
geer una bolsa con una solucién intravenosa o un frasco que
tiene un tapén perforable por una aguja tal como una aguja
para inyeccién hipodérmica). El reczipiente puede soportar una
composicién farmacéutica tal como una composicién
farmacéutica que tiene un agente que es eficaz para bloquear
las interacciones B7 con su ligando y/o tratar una enfermedad
cardiovascular.

El kit también puede comprender un segundo recipiente
que comprende unc © mAs agentes secundarios descritos en la
presente y/o una solucién amortiguadora farmacéuticamente
aceptable, como la solucién salina amortiguada con fosfato,
una solucién de dextros ay una Bolucién de Ringer. Puede
incluir otros materiales deseables desde un_punto de vista
comercial o del usuario, que incluye otros amortiguadores,
diluyentes, filtros, agujas, jeringas e inseertos de empaque

con instrucciones de uso,.
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El kit también puede incluir adecuadamente una etigueta
y/o instrucciones en, o asociadas con el recipient;. L;
etiqueta puede proporcionar direcciones que llevan a cabo la
preparacién de los agentes, por ejemplo, disolviendo los
polvos Becos, y/o tratamiento para una enfermedad
cardiovascular especifica. La etiqueta y/o instrucciones
pueden indicar que la administracién de la composicidén deala
invencién y un segundo agente puede ser al mismo tiempo o
pueden estar secuencialmente en cualguier orden en diferentes
mementos.

La etiqueta y/o las instrucciones pueden indicar tanto
el uso in vivo como in vitro de la composicién farmacéutica.
La etiqueta y/o las instrucciones pueden indicar que la
composicién farmacéutica se usa exclusivanknte, o en la
combinacidn con un segundo agente.

La etiqueta puede indicar las dosificaciones apropiada;
para las moléculas de la invencibén. Por ejemplo, la etiqueta
puede indicar que lae dosificaciones para una molécula que es
eficaz para bloquear las interacciones B7 con su ligando y/o
tratamiento de una enfermedad cardiovascular son alrededor de
que 0.1 a 100 mg/kg en peso del aujeto, alrededor de 0.5 a
100 mg/kg en peso de un sujeto, 0.5 a 5 mg/kg en peso de un
sujeto, alrededor de 5 a 10 mg/kg en pesoc de un sujeto,
alrededor de 10 a 15 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de

15 a 20 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 20 a 25
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mg/kg en peso de iii sujeto, alrededor de 25 a 30 mg/kg en
peso de un sujeto, alrededor de 30 a 35 mg/kg en peso d? un
sujeto, alrededor de 35 a 40 mg/kg en peso de un sujeto,
alrededor de 40 a 45 mg/kg de un sujeto, alrededor de 45 a 50
mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 50 a 55 mg/kg en
peso de un sujeto, alrededor de 55 a 60 mg/kg en pesa de un
sujeto, Zalrededor de 60 a 65 mg/kg en peso de un sujeto,
alrededor de 65 a 70 mg/kg en peso delun sujeto, alrededor d;
70 a 75 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 75 a 80
mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 80 a 85 mg/kg en
peso de un sujeto, alrededor de 85 a 90 mg/kg en peso de un
sujeto, alrededor de 90 a 95 mg/kg en peso de un aujeto,
alrededor de 95 a 100 mg/kg en pesc de un sujeto, alrededor
&e 2 a 10 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 0.1 a 4
mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 0.1 a 0.5 mg/kg en
peso de un sujeto, alrededor de 0.5 a 1.0 mg/kg en peso de un
sujeto, alrededor de 1.0 a 1.5 mg/kg en peso de un sujeto,
alrededor de 1.5 a 2.0 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor
de 2.0 a 2.5 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 2.5 a
3.0 mg/kg en pesc de un sujeto, alrededor de 3.0 a 3.5 mgfkg

en peso de un sujeto, alrededor de 3.5 a 4.0 mg/kg en peso de

.un sujeto, alrededor de 4.0 a 4.5 mg/kg en peso de un sujeto,

alrededor de 4.5 a 5.0 mg/kg en peso de un aujei:o, alrededor
de 5.0 a 5.5 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 5.5 a

6.0 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 6.0 a 6.5 mg/kg
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en peso de un aujeQQH,alrededor de 6.5 a 7.0 mg/kg en peso de
un sujeto, alrededor de 7.0 a 7.5 mg/kg en peso de un sﬁjeto,
alrededor de 7.5 a 8.0 mg/kg en pesc de un sujeto, alrededor
de 8. 0 a 8.5 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 8.5 a
9.0 my/kg en peso-de un sujeto, alrzdedor de 9.0 a 9.5 mg/kg
en peso de un sujeto, alrededor de 9.5 a 10.0 mg/kg en peso
de un sujeto, alrededor de 0.1 a 2 mg/kg en pesc de un
sujeto, alrededor de 2 a 4 mg/kg en peso de un sujeto,
alrededor de 1 a 6§ mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 6
a 8 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 8 a 10 mg/kg en
peso de un sujeto, alrededor de 10 a 12 mg/kg en peso de un
sujgto, alrededor de 12 a 14 mg/kg en peso de un sujego,
alrededor de 14 a 16 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de
16 a 18 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 18 a 20
mg/kg en peso de un Bujeto, alrededor de 0.5 mg/kg en peso
del sujeto, 2 mg/kg en peso del sujeto, 10 mg/kg en peso del
sujeto, alrededor de 0.5 mg/kg a 100 en pesc del sujeto,
alrededor de 0.5 a 10 mg/kg en peso de un s&?eto, alrededor
de 0.1 a 20 mg/kg en peso de un sujeto, alrededor de 500 mg
para un sujeto gue pesa menos de 60 kg, 750 mg para un sujeto
que pesa entre €60-100 kg o 1000 mg para un peso sujeto que
pesa midas de 100 kg.

La etiqueta y/o las instrucciones también puede indicar

que la composicibén farmacéutica puede usarse exclusivamente,

o en combinacién con un pegundo agente para tratar una
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supra cantidades convenientes de CTLA¢ soluble para el uso en

loa métodoa de la invencién.

La presente invencidn proporciona ademds métodos para
tratar las enfermedades cardiovasculares. Los métodos
comprenden administrar una composicién terapéutica de 1la
invencién, como las moléculas CTLA4 solubles de la invencién
a un sujeto en una cantidad efectiva para aliviar al menos
uno de los sintomas asociado con 1las enfermedades
cardiovasculares. Ejemplos de CTLA4 solublea incluyen CTLA4Ig
Y una molécula mutante CTLA4 soluble, por ejemplo,
L104EA29YIg. Los sintomas de enfermedad cardiovascular
incluyen, pero no se limitan =2, disrritmias, isquemia,
angina, tolerancia del ejercicio reducido, fatiga, disnea en
el ejercicio, Y ataques isquémicos transitorios.
Adicionalmente, la invencién puede proporcionar una terapia a
large plazo para las enfermedades cardiovasculares gue
bloquean 1la activacién de células T/estimulacién mediante
sefiales co-estimuladoras tales como B7 que eniaza a CD28, que
conduce a la induccién de falta de energia o tolerancia de
las células T.

Las enfermedades cardiovasculares incluyen, pero no Bse
limitan a, 1las sigulenteas enfermedades o condiciones;
trastornos tromboemb6licos, trastornos “tromboembSlicos
cardiovasculares arteriales que incluyen, trastornos

tromboembélicos cardiovasculares venosos, Yy trastornos
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tromboemb&l icos eﬁﬁ&as c&maras del corazfn; arteroscleroais;
restenosis; enfermedad arterial periférica; cirugfﬁ de
injerto de desviacién coronaria; enfermedad de arteria
car6tida; arteritis; miocarditis; inflamacién cardiovascular;
inflamaci6n ﬁ%scular; enfermedad coronaria del corazén (CHD);
angina 1inestable (UA); angina refractaria inestable; angina
estable (SA); angina estable crénica; sindrome coronario
agudo (ACS); infarto al miocardio primero o recurrenE?;
infarto al miocardic agudo (AMI); infarto al miocardio;
infarto al miocardio de onda no Q; infarto al miocardio no
STE; enfermedad de arteria coronaria; 1isquemia cardiaca;
isquemia; muerte repentina isquémica; ataque iequémico
pasajero; apoplejia; ateroesclerosis; enfermedad arterial
oclusiva periférica; trombosis venosa; tromboals de wvena
profunda; tromboflebitis; embolismo arte;;al; trombosis
arterial c¢oronaria; trombosie arterial cerebral; embolilsmo
cerebral; embolismo de rifiébn; embolismo pulmonar; tromboais
que repulta de (a) valvulas prostéticas u otros implantes,
(b) catéteres’' permanentes, {(c) endopr6tesis vasculares, (d)
derivacién cardiopulmonar, (e} hemodidlisis, o (f) otro
procedimiento en el cual la sangre se expone a una superficie
artificial que promueve trombosis; trombosis que resulta de
atercesclerosis, cirugia o complicaciones quirfirgicas,
inmovilizacién prolongada, fibrilacién arterial, trombofilia

congénita, céncer, diabetes, efectos de medicamentoa u

&
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hormonas, y complicédciones de embarazo; arritmias cérdiacas
que incluyen arritmiase supraventriculares, arritmias
auricularesa, fliter auricular, fibrilacién auricular; otras
enfermedades enlistadas en Heart Disease: A Textbook of
Cardiovascular Medicine, 2 VOlume Set, 6th Edition, 2001,
Eugene Braunwald, Douglas P. Zipes, Meter Lobby, Douglas D.
Zipes.

Las enfermedades cardiovasculares preferidas son:
ateroesclerosis; enfermedad coronaria del corazén (CHD);
restenosis; enfermedad arterial periférica; cirugfa de
injerto de desviacién coronaria; enfermedad de arteria
cardtida; arteritis; miocarditis; inflamaciédn cardiovascular;
inflamacién vascular; angina inestasle (UA) ; angina
refractaria inestable; angina estable (SA); angina estable
crénica; sindrome coronario agudo (ACS) ; infarto al
miocardio; infarto al miocardidé agudo (AMI); que incluye
infarto al 'piocardio primero o recurrente; infarto al
miocardio de onda no Q; infarto al miocardio de elevacién no
ST, e infarto al miocardio de elevacién de segmento ST.

Las enfermedades cardiovasculares mfis preferidas son:
aterocesclerosis; enfermedad coronaria del corazdn (CHS};
angina inestable (UA); angina refracéaria inestable; angina
estable (SA[; angina estable crénica; sfndrome coronario

agudo (ACS); infarto al miocardio; infarto al miocardio agudo

(AMI); que incluye infarto al miocardio primeroc o recurrente;
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infarto al miocardio de onda no Q; infarto al miocardio de
elevacién de segmento no ST, e infarto al miocard:'i.o de
elevacién de segmer;to ST.

Las enfermedades cardiovasculares preferidas son
enfermedades cardiovasculares mediadas por las interacciones
de células T con células B7 positivas.

También son preferidas las enfermedades cardiovasculares
asociadas con al menos un marcador de inflamacidén. Por asociado
con un marcador de inflamacién, significa que el marcador
(presencia, ausencia o© concentraciones especificaa) se
correlaciona estadfisticamente con el rieago del desarrovllo
futuro de la enfermedad, o el riesgo de recurrencia de  la
enfermedad, o el nivel actual de la actividad de enfermedad. Los
marcadorea de inflamacién incluyen, pero no se limitan a CRP,
haCRP, IL-10, CD40L, 8CD40L, IL-6, 8sICAM-1, TNF-o, conteo de
c€lulas de glébulos blancos, fibrinégeno y amiloide A de suero.

Los marcadores preferidos de inflamacién son CRP, hsCRP, IL-6, Y

TNF-a, mfs preferido es hsCRP. Un alto CRP, alto hsCRP, bajo

IL-10, alto sCD40L, alto IL-6, alto sICAM-1, alto TNF-a, alto
conteo de células de glShulos blanco_a, alto fibrinSgeno y alto
amiloide A de suero se sabe que son indicadores de inflamacién.

Las moléculas solubles CTLA4 de la invengién muestran
propiedades inhibidoras in wvivo. Bajo condicionea en donde
las interaccionee de células positivas B7/células T por

ejemplo, las interacclones de cé&lulas B/ y células T ase
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pPresentan coﬁb resultado de un contacto entre las células T y
las células B7 gositivas, en enlace de las moléculaa
introducidas CTLA4 ;ara reaccionar con las célulaz poaitivas
B7 por ejemplo células B puede interferir, esto es, inhibir
las interacciones de cé&lulas positivas B7 y células T lo que
resuita en una regulacifn de las respuestas inmunes.

Las modalidades preferidas de la invencién comprenden el

uso de CTLA4Ig o de la molécula mutante soluble CTLA4

L10EA29YIg para regular las interaccionea de células

positivas CTLA4 y CD28 funcionales con células positivas B7

para traztar o prevenir enfermedades cardiovasculares
incluyendo eventos cardiovasculares recurrentes (por ejemplo,
infarto al miocardio) y/o para subregular las respuestas
inmunes. E1 L104EA29YIg de la invencién es una molécula
mutante soluble de CTLA4 gue comprende al mencs los 2 cambios
de aminocdcidos, la ieucina (L) a &cido glutémico (E) en 1la
posicién +104 y la alanina (A) a la tirosina (Y) en el cambio
en la posicién +29 (Figura 19). La molécula L104EA29YIg puede
abarcar mutaciones adicionales m&s alld de las 2 aqui
especificadas.

Las cantidades adecuadas de la molécula upadas para
bloquear la interaccién B7 con CTLA4 y/o CD28 se describen
supra. La molécula para bloguear la.interaccién de B7/CTLA4
puede ser una CTLA4 soluble tal como CTLA4Ig, C&LA4Ig/CD281g

o L104EA29YIg, una CD28 soluble tal como CD28Ig, un B7

%
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soluble (B7-1 o B7-2) tal como B7Ig, anticuerpos monoclonales
anti-CTLA4, anticuerpos monoclonalea anti-CD28 o anticﬁerpos
monoclonales anti-B7.

ia cantidad de alivio del efntoma suministradc por la
presente invenclén se puede medir usando cualquiera de 1lo
criterios aceptados establecidos para medir y documentar el
alivio de asintomas en wun entorno clinico. los criterios
aceptables para medir el alivic del sintoma pueden incluir
angina, angina recurrente, angina inestable, tiempo
isquémico, hospitalizacién por razones cardiovasculares,
infarto al miocardio agudo, infarto al miocardio recurrente,
neceeidad de revascularizacién urgente, necesidad de
intervencién coronaria percuténea, _todaa las causas de
mortalidad, wmortalidad cardiovascular, atagque isgquémico
traneitorio y apoplejia.

Los sujetos tratados por la presente invencién incluyen
sujetos mamiferce incluyendo humanos, monos, simios, perros,
gatos, vacas, caballos, cabras, cerdos, conejos, ratas vy
ratones.

La presente invencién proporciona diversca métodosa
locales © sistémicos para administrar las composiciones
terapéuticas de la invencién tales como una molécula CTLA4
gsoluble sola o en conjunto con un agente terapéutico
adicional. Los métodos incluyen métodos intravenosos,

intramuscularea, intraperitoneales,. orales, de inhalacidén y
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los complejos CTLA4/B7 solubles. Be describen cantidades
convenientes de CTLA4 solubles supra. Los com;.al_ejoa
interfieren con la interaccién entre las moléculas CD28 vy
CTLA4 endégenos con las moléculas de la familia B7.

Las moléculas CTLA4 solubles pueden .administrarse a un
sujeto en una cantidad y durante un tiempo (por ejemplo,
amplio periodo de tiempo y/o muchas veces) ‘suficiente para
bloquear las moléculas B7 endSgenas desde que se enlazan a
sus respectivos ligandos en el sujeto. El bloqueo del enlace
del ligando/B7 endégenc inhibe asi laa interacciones entre
las células B7-positivas con CD28-y/o las células CTLA4-
positivas. En una modalidad, CTLA4 soluble puede
administrarse a un sujeto, diariamente, semanalmente,
mensualmente y/o anualmente, en dosis simples o wiiltiples por
dia/eemana/mes/afio dependiendo de la necesidad. Por ejemplo,
en una modalidad, la molécula puede administrarse
inicialmente una vez cada dos semanas para un mes, Yy despu;a
una vez cada mes después de éste.

La dosificaciébn de un agente terapéutico depende de
muchos factores que incluyen pero no ge limitan a, el tipo de
tejido afectado, tipo de enfermedad cardiovascular gque .se
trata, severidad de la enfermedad, la salud de un sujeto y
reapue.ta al tratamiento con los agentes. Por consiguiente,

las dosificaciones de los agentes pueden variar dependiendo

de cada sujeto y el modo de administraciém. Laa moléculas
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CTLA4 solubles pueden administrarse en una cantidad de
alrededor de 0.1 a 100 mg/kg de peso del paciente/di.a. Se
describen cantidades convenientes de CTLA4 soluble supra.

La invencifén también abarca el uso de las composiciones
de la invencién 'junto con otros agent-:es terapéuticos o
agentes farmacéuticos par tratar .'laa enfermedades
cardiovasculares. Por ejemplo, las ’/ enfermedades
cardiovasculares pueden tratarse con las moléculas de la
invencién juixto con, pero no limit&ndose a, los agentes
terapéuticos adicionales 1listados anteriormente en la
discusién de la composiciones de la invencién.

Cuando las moléculas mutantes CTLA4 golubles de la
invencién se administran junto con otros agentes, ;or
ejemplo, como se especificd anteriormente, las dosificaciones
del agente co-administrado wvarilard, dependiendo claro del
tipo de co-férmaco empleado, el farmaco especificado, de la
condicién que se trate y asi sucesivamente.

De acuerdo con lo anterior, la presente invencién
proporciona atin un aspecto adicional de los métodos definidos
anteriormente, que comprenden la co-administracién, por
ejempio, concomitantemente o en secuencia en cualquier orxden
(es decir, al mismo tiempo o secuencialmente en cualquier
orden en distintos momentos) , de una cantidad

terapéuticamente efectiva de moléculas CTLA4 solubles de la

invencién, por ejemplo, CTLA4Ig y/o L104ER29YIg, en forma
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libre o en yna forma de sal farmacéuticamente aceptable,

una segunda sustancia del f&rmaco que es un inmunosupfesor,
inmunomodulatorio o fArmaco anti-inflamatorio, por ejemplo,
*

Ademis, se proporcionan combinaciones terapéuticas, por
ejemplo, un kit que comprende una molécula CTLA4 soluble, en
forma 1libre o en forma de una sal farmacéuticamente
aceptable, para ser usada concomitantemente o en secuencia en
cualquier' orden (es decir, al mismo tiempo o secuencialmente
en cualquier orden en distintos momentos), con por lo mencs
una composicién farmacéutica gque comprende otro agente
terapéutico. El kit puede comprender las instrucciones para
su administracién. Los kita cie la invencién pueden usarse en
cualquier método de la presente invencién.

La invencién también proporciona métodos para producir
las moléculas mutantes CTLA4 solubles de la invencién. La
expresién de moléculas mutantes CTLA4 solubles pueden ser en
células procariéticas o células eucaribticas.

Las procariot.aa mds frecuentemente se representan por
varias cepas de las bacterias. Las bacterias pueden ser gram
positivas © gram negativas. Tipicamente, 8se prefieren las
bacterias gram negativas como la E. Coli, También pueden
uparse otras .cepaa microbianas. Las secuencias que codifican
a las moléculas mutantes CTLA4 solubles pueden per insertadas

en un vector disefiado para expresar las secuencias externas
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en las cé&lulas procariSticas tales como E. coli. Estos
vectores pueden :i.n‘éiiiir secuencias d'e control procariéticaa
cominmente usadas que se definen en la preseﬁte para incluir
a promotores para la iniciacién de 1la transcripcién,
opcionalmente con un operador, junto con las secuencias del
sitio de enlace del ribosoma, que incluyen tales promotores
cominmente usados como sistemas del promotor beta-lactamasa
(penicilinasa) y lactosa (lac) (Chang, et al., (1977) Nature
198: 1056), el sistema promoto.r del triptofano (trp)
(Goeddel, et al. ., (1980} Nucleic Acids Reg. 8:4057) y.el
promotor P, derivado de lambda y el sitio que enlaza al
ribosoma del gen N (Shimatake, et al., (1981) Nature 292:
128) . '

Tales vectores de 1la expresién también incluirén
origenes de replicacién y marcadores seleccionables tales
como beta-lactamasa o el gen de fosfotranaferasa de neomicina
que confiere resistencia a los antibiéticos, de tal modo cque
los vectores puedan replicar en bacterias y células gue
llevan pl&smidos y puedan seleccionarse para cuando crezcan

en presencia de antibidticos, tales como ampicilina o

canamicina.

Los plésmidos de la expresifn pueden introducirse en las
células procariSticas via una variedad de mé&todos est&ndares,
gque incluyen pero no se limitan a choque de CaCl, (Cohen,

(1972) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69:2110, y Sambrook et al.
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(eds.), "Mclecular Cloning: A Laboratory Manual”” 2nd Edition,
Cold Spring Harbor Press, (1983) ) y electroporacién. -

De acuerdo con la préctica de la invencién, las células
eucariSticas son “también células hospedadoras ;decuadas.
Ejemplos de células eucariéticas incluyen cualquier célula
animal, ya sea primaria o inmortalizada, levadura (por
ejemplo, Saccharomyces Cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
y Pichia pastorisg), y células de plantas. El mieloma, las
células COS y las células CHO gon ejemplos de células
animales que pueden usarse como hospedadoras. Las células CHO

particulares incluyen, peroc no se limitan a, DG44 (Chasin, et

-

al., 1986 Som. Cell. Molec. Genet. 12:555-556; Kolkekar 1597

Biochemjst:y 36: 10901-1090%), CHO-K1 (ATCC No. CCL-61),
linea cellular Tet-On CHO-K1 (Clontech), CHO designada ECACC
85050302 (C , Salisbury, Wiltshire, UK), clon 13 de CHO
(GEIMG, Genova, IT), clon B CHO (GEIMG, Ge;ova, IT), CHO-
K1/SF designado ECACC 93061607 (CAMR, Salisbury, Wiltshire,
UK), y RR-CHOK1 designado ECACC 92052129 (CAMR, Salisbury,
Wiltshire, UK). Las célulae de planta ejemplares incluyen,
tabaco (plantas enteras, cultivo celular o callos), mafiz,
soya y las células de arroz. El mafz, soya, y semillas de
arroces ' también son aceptables.

Las secuencias de los &cidos nucleicos que codifican a
las moléculas mutantes CTLA4 también pueden insertarse en un

vector disefiado para expresar las secuencias extranjeras en
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una hospadadora eucariética. Los elementos reguladores del
vector pueden variar de acuerdo con la hospedadora
eucaribética particular.

Las secuencias de control eucaribfticas comGnmente usadas
para su uso en loa vectores de expresién incluyen secuencia
promotoras y de control compatibles con células de mamiferos
tales coro por ejemplc el promotor CMV (vegtor CDMB) y el
virus del sarcoma aviario ° (ASV) (vector =nLN). Otros
promctores cominmente usados incluyen los promotores tardio y
temprano del virus 40 del simio (5V40) (Flers, et al., (1973)
Nature 273:113), u otros promotores virales tales como
aquellos derivados del polioma, Adenovirus 2, y virus del
papiloma bovino. También se puede usar un promotor inducible
tal como hMTII (Karin, et al., (1982, Nature 299:797-802).

Los vectores.para expresar las moléculas mutantes CTLA4
en eucariotas también pueden 1llevar secuencias 1llamadas
regiones potenciadoras. Estas son importantes al optimizar la
expresién de genes y 8e encuentran en la direcciébn §' o
dlreccién 3’ &e la regién de promotor.

Los ejemplos de los vectores de expresién para las
¢élulas hospedadoras eucariféticas incluyen, pero no se
limitan a vectores para células hospdadoras de mamiferos (Sér
ejemplo BPV-1, pHyg, pDRSV, pSVi, pTK2 (Maniatis); pIRES
(Clontech); pRc/CMV2, pRc/RSV, pSFV1 (Life Techonologiles);

vectores pVPakc, vectores pCMV, vectores pSG5 (Stratagene)),
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vectores retrovirales {por .ej emplo vectores pFB

(Stratagenen)), pCADN-3 (Invitrogen) o formas modificadas'de
los miam?s, vectores adenovirales, vectores de virus
asociadas con adeno, vectores de baculovirus, vectores de
levadura (por ejemplo vectores pESC (Stratagenen)).

Las secuencias de &cido nucleico que codifican las
moléculas mutantes de CTLA4 se pueden integrar en el genoma
de la célula hospedadora eucariStica y replicarse cuando se
replica el genoma hospedador. Alternativamente, el wvector
que 11ev§ las moléculas mutantes CTLA4 puede contener
origenes de <replicacién que permiten la replicacién
extracromosomal .

Para expresar las secuencias de &cido nucleico .en
Saccharomyces cerevisiae, el origen de replicacién de un
pldsmido de levadura endSgeno, el circulo 2u,s8e puede usar
(Broach, (1983) Meth. Enz. 101:307). Alternativamente, las
secuencias del genoma de levadura capaces de promover la
replicacién auténoma se pueden usar (ver por ejemplo,
Stinchcfomb et al., (1979) Nature 282:39); Tschemper et al.,
{1980) Gene 10:157; y Clarke et al., (1983) Meth. Enz.
101:300). |

Las secuencias de control de la transcripcién para
vectores de levadura incluyen promotores para 15 sintesis de
enzimas glicoliticas (Hees et al., (1986) J. Adv. Enzyme Reg.

7:149; Holland et al., (1978) Biochemistry 17:4900).
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Promotores adicigga}es conocidos en el arte incluyen el
promotor CMV proporcionaron el vector CDMB (Toyam; and
Okayama, (1950) FEBS 268:217-221); el promotor de la 3-
fosfoglicerato cinasa (Hitzeman et al., (1980) J, Biol..
Chem. 255:2073), y aquellos para las enzimas glicoliticas.

Otros promotores se inducen debido a que se pueden
regular por estimulos ambientales o© por el medic de
crecimiento de las células. Estos promotores que se inducen
incluyen aquellos de los genes de proteinas de chogque
térmico, alcohol deshidrogenasa 2, isocitocromos C, fosfatasa
de dcido, enzimas asociadas con el <atabolismo de nitrégeno,
Y enzinas responsables de la utilizacién de'la maltosa y la
galactosa.

Lad secuencias reguladoras tembién se pueden colocar en
el extremo 3’ de Jlase secuencias codificadoras. Estas
secuencias pueden actuar para estabilizar al ARN mensajero.
Tales terminadores se encuentran en la regién no traducida 3’
que sigue a las secuencias codificadoras en diversos genes de
mamifercs y derivados de levadura.

Lo vectores eljemplares para plantas y células. de
plantas incluyen, pero no se limitan a plé&smidoa de
Agrobacterium T;, virue mosaico de 1la coliflor, (Camv) Y
virus mosaico. dorado del tomate (TGMV) .

Se han descrito los aspectos generales ae las

transformaciones del sistema hospedador de células de
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mami{fercs por Axel .(Patente de EUA No. 4,399,216 conceblda el
16 de Agosto de 1983). Las cé&lulas mamiferas se éueden
transformar por métodos que incluyen, pero no se limitan a
transfeccién en presencia de foafato de calcio,
microinyeccibén, electroporacién o por medio de transduccién

con vectores virales.

Los métodos para la introduccién de secuencias externas

de ADN en los genomas de eucariotas incluye genomas de

plantas y de levadura éue incluyen (1) métodos mecfinicos
tales como la microinyeccién de ADN en células sencillas o
protoplastos, células formadoras de vértice con perlas de
vidrio en presencia de ADN, o disparo de esferas de oro o de
tungsteno recubiertas con ADN dentro de <c¢é€lulas o
protoplastos; (2) introduccién del ADN al hacer las membranas
celulares pefmeables a las macromoléculas a través de un
tratamiento con el polietilen glicol o© someter a pulsos
eléctricos de alto voltaje (electropuracién); o (3) el uso de
liposomas (que contiene ADNc) los cuales se fusionan a las
membranas celulares.

Una vez gue las moléculas mutantes de CTLA4 de 1las
invenciones se expresan, se puede cosechar por métodos bien
conocidos en el arte tal como lisis células (por ejemplo
sonicaci6én, lisozimas y/o detergentes) y recuperacién de
proteinas efectuada usando medios de purificacién est&ndar de

proteinas, por ejemplo cromatograffa por afinidad o
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cromatografia de - intercambio de iones para producir un
producto substancialmente puro (R. Scopes in: “Pfotein
Purification, Principles and Practice”, Tirad Edition,
springer-Verlag (1994); Sambrook et al. (eds.), "Molecular
Cloning: A Laboratory Manual”, 2nd Edition, Cold Spring
Harbor Press,_(1989)). La expresién de las moléculas mutantes
de CTLA4 se puede detectar por métodos conocidos en el arte.
Por ejemplo, las moléculas mutantes se pueden detectar por
geles SDS-PAGE de tincién Coomassie e inmunotincién usando

anticuerpos que se enlazan a CTLA4.

EJEMPLOS
Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar la
presente invencién y para ayudar a alguien experto ordinario
en hacer y usar la misma. Los ejemplos no se pretende de

ninguna manera que limiten de otra forma e] alcance de la

invencién.

EJEMPLO 1
Lo seiguiente proporciona a una descripcién de los
métodos usados para generar las secuencias de nuclebdtidos que
codifican las moléculas CTLA4 de la invencién.
Un plismido que codifica CTLA4Ig se construye primero y se
muestra que expreéa las moléculas CTLA4Ig como se escribe en

las patentes de EUA nos. 5,434,131, 5,885,579 y 5,851,795.
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luego se generaron "lap molé&culas de mutantes de un solo‘sitio
(por ejemplo, L104Eig) a partir de la secuencia de codifié:acién
CTLA4Ig expresada y probada para enlazar la cinética para
diversas moléculas B7. La secuencia de Nuclebtido L104EIg (como
g2 incluye en la secuencia que se muestra en la figura 18) se
usé como una plantilla para generar la secuencia del mutante
CTLA4 de sitio doble (como se incluye en las secuencias que se
muestran el las figuras 19-22)que se expresaro-n como proteinas
Y probaron para cinética de enlacea. Las secuencias mutantes
CTL.A4 de s8itio doble incluyen: -1104329Yig, L104BA29LIqg,
L104EA29TIg, y L104EA29WIg. Los mutantea de sitio triple

también se generaron.

CO:_utruceién de CTLAA4Ig

Un constructo genético que codifica a CTLA4Ig comprende
el dominio extracelular de CTLA4 y un dominio IgCganu-nal se
construye como 8e describe las patentes de EUA 5,434,131,
5,844,095 y 5,851,795, los contenidos de la cual se
incorporan en la presente como referencia. El1 dominio
extracelular del gen CTLA4 se clona por PCR usando los
oligonucleftidos sintéticos que corresponden a la secuencia
publicada (Dariavach et al., EBur Journ. Immunol. 18:1901-1905
(1988)).

Debido a que un péptido de sgeflal para CTLA4 no se

identific6 en el gen CTLA4, la terminaciénm N de 1la
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secuencia predicha:de CTLA4 se fusiona al péptido de sefial
de 1la oncostatina M (Malik et al., y Cell. ﬁiol..
9:2847(1989)) en do; etapas usando oligonucleétidos de
traslape. Para la primera etapa, el oligonucleétido
CTCAGTCTGGTCCTTGCACTCCTGTTTCCAAGCATGGCGAGCATGGCAATGCACGTGG
CCCAGCC (SEQ ID NO:1) (que codificd loa 15 aminolcidos en
la terminal C del péptido de seflal de la oncostatina M se
fusiona a los 7 aminofcidos de la terminal N de CTLA4) se
uaa como un cebador delantero Y
TTTGGGCTCCTGATCAGAATCTGGGCACGGTTG (SBEQ ID NO: 2) (que
codifica los residuos de aminoficidos 199-125 de la
secuencias de aminodcidos que codifica el receptor CTLA4
Y que contiene un sitio de la enzima de restriccién Bel)
como un cebador inverso. La plantilla para esta etapa‘%e
sintetiza por ADNc a partir de 1 micro g de ARN total a
partir de lam células H38 (una linea celular leucémica de
células T infectada con HTLV II proporcionada por loes Drsa.
S8alahudin y Gallo, NCI, Bethesda, MD). Una porcién del
producto de PCR de la primera etapa se vuelve a amplificar
usando un cebador delantero de traslape que codifica 1la
porcién en la terminal N del péptido d; gefial de la
oncostatina M y que contiene un sitio de la endonucleasa
de regtriccién ' Hind-III
CTAGCCACTGAAGCTCACCAATGGGTATACTGC TCACACA -

GAGGACGCTCAGTCAGTCTGGTCCTTGCACTC (SEQ ID NO:3) y el miamo
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cebador inverso..'El producto de la reaccién por ‘PCR se
digiere con _ Hind III/Xband III y Bcl I y se 1iga.junto
con un ADNc deadoblado por Bcl 1/Xba I en un fragmento que
codifica las secuencias de aminofcidos que corresponden a
la regién de articulacién CH2 y CH3 de IgC(gamma)l dentro
del vector de expreaién desdoblado de Hind III/Xba I, el
CDMB o el vector de expresiédn desdoblado.de Hind III/Xba I
piLN (también conocido como =nLN).

El ADN que codifica la secuencia de aminoécidos que
corresponde a CTLA4Ig se ha depositado con la ATCC bajo el

tratado de Budapest en mayo 31, 1991, y se le ha asignado

niimero de acceso ATCC 68629. -

Mutagénesis basada en el codén de CTLA4Ig

Se desarrollé una estrategia de separacién por exclusién
y mutagénesis para identificar las moléculas mutantes de
CTLA4Ig que tefiflan velocidades wds lentas de disociacién
(tasas de apagado) a partir de moléculas CD80C y/o CD86 esto
es, capacidad de enlace mejorada. En esta modalidad, 1las
mutaciones se llevaron a cabo en y/o alrededor de 1los
residuos en CDR-1, CDR-2 (también conocidos como la hebra C’)
y/o las regionee CDR-3 del domino extracelular CTLA4 (como se
describe en las patentes de EUA 6,090,914, 5,"773,253 Yy 5,
844,095; en ;; patente de EUA pendiente Nimero de serie de

la solicitud de 60/214,065; y pcr Peach, R.J., et al J Exp
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Med 1994 180:2049-2058. Una regién tipo CDR gue abarca”’a cada
regién CDR sge extiende por diversos aminolcidos en 1la
direcciébn 3’ y/o 5' de la porci&i CDR). Eetoa sitios se
egcogiercn con base en los estudios de 1l2%s protefinas de
fusién quiméricas CD28/CTLA4 (Peach et al., J. Exp. Med.,
1994, 180:2049-2058), y sobre un modelo que predice cuales
cadenas laterales de residuos de aminofcidos se expondrian al
solvente y una falta de 1dentidad en 1los residuos lde
aminodcidos u homologia en ciertas posiciones entre CD28 y
CTLA4. Tawbién cualquier residuco que esté espacialmente en
proximidad cercana (5 a 20 unidades de Angstrom) a los
residuos identificados se considera parte de la presente
invencién.

Para sintetizar y separar por exclusién las moléculas
mutantes CTLA4 solubles con afinidades alteradas para una
molécula B7 (por ejemplo CD80, CD86), 8e adoptd una
estrateglia de dos etapas. Los experimentos permitieron en
general primero una coleccién de mutaciones en un coc-l.én
especifico de una porcién extracelular de CTLA4 y luego
aeparar por exclusién estos por un anflieis BIAcore para
identificar mutantes con reactividad alterada a B7. EIl
Bistema de ensayo Biacore (Pharmac:l.a', Piscataway, N.J.)
utiliza un sistema detector de resonancia de un plasmén t-ie

guperficie que involucra epencialmente el enlace covalente

'de cualquiera- de CD80Ig &6 CD86Ig a un chip de un sensor
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recubierto con dextrano gque se localiza en el detecfor. La
molécula de prueba luego se puede inyectar en la cémafa que
contiene el chip del gsensor y la cantidad de protefna
complementaria que se enlaza se puede valuar con base en el
cambio en la masa molecular que Be asocla fisicamente con el
lado recubierto con dextrano del chip sensor; el cambio en la
masa molecula¥ se puede medir por el sistema detector.
Especificamente, las secuencias de nucleétidos mutantes
de un 88io sitio sencillo se generaron usando un ADN no
mutaco (por ejemplo de tipo silvestre) que codifica CTLA¢Ig
(patentes de EUA Nos: 5,434,131, 65,844,095; 5,851,795; Yy
5,885,796; NGmero de acceso ATCC 68629) como una plantilla.
Los cebadores PCR oligonucle6tidos mutagénicos se disefiaron-
por mutagénesis aleatoria de un codén especifico al permitir
a cualquier base en las posiciones 1- y 2 del codén pero
solamente a la guanina o tinina en la posiclén 3 (XXG/T o
también eefialado como NNG/T). De esta manera, un codén
especifico que codifica un aminoc&cido se puede mutar
aleatoriamente para codificar cada ﬁno de los 20 aminoécidos.
A ese respecto, la mutagénesis de XXG/T produce 32 codones
potenciales que codifican a cada uno de los 20
aminoficidos. Los productos de PCR que codifican las
mutaciones en proximidad cercana coun el rizo de tipo CDR3
de CTLA4Ig (MYPPPY), 8se digirleron con SacI/Xbal y se

subclonaron en un corte similarmente CTLA4Ig (como se incluye
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en la figura 24) vector de expresidn"ﬁLN. Este método Be usd
para generar la molécula mutante CTLA4 de sitios senciilo
L104Eig (como se incluye en la figura 18).

Para la mutagénesis en proximidad al rizo de tipo CDR-1
de CTLA4Ig, se introdujo primero un sitio de restriccién Nhel
pilente 5’ a este rizo, por una mutagénesis dirigida al
cebador PCR. Se digirieron los productos por PCR con
Nhel/Xbal y se subclonaron en vectores de expreeidn CTLA4Ig, &
L104EIg similarmente cortados. Este m&todo se usa para
generar una molécula mutante CTLA4 de sitio doble L104EA29YIg
(como se incluye en la figura 19). En particular, la molécula
de &cido nucleico que codifica la molécula mutante CTLA4d€
sito sencillo L104Elg, se usa-como una plantilla para generar
la molécula mutante CTL4 de sitio doble, L107EA29YIg.

Las secuencias de nucledtidos mutantes de sitio doble
que codifican las moléculas mutantes CTLA4 talea como
L104EA29YIg (depositadoe en dJunio 19, 2000 con American
Type Culture Collection (ATCC), 10801 University Blvd..,
Manassas, VA 20110-2209 y acordado el nfimeroc de acceso
ATCC PTA-2104), se generaron al repetir el procedimiento
de mutagénesis antes descrito usando L104EIg como una
plantilla. 8Se us6 este método para generar diversas
secuencias de nucle6tidos mutantes de sitio doble tales
como agquellas que codifican a las wmoléculas CTLA4

L104EA29YIg (como se incluye en la secuencia mostrada en
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la figura 19), -L104EA295:Ig (como 8e incluye en 1la
secuencia mostrada en la figura 20) L104EA29TIg (caﬁo se
incluye en 1la secuencia mostrada en la figura 21) vy
L104EA29WIg (como se incluye en la secuencia moatrada en
la figura 22)., Los mutantese de gitio triple tales como
aquellos que codifican L104EA29YSNSKIg, L104BA29YS25NIg y
L104EA29Y825RIg, también se generaron.

Las moléculas solubles de CTLA4 se expresaron a partir
de secuencias de nuclebStidos y se usan en los estudios
clinicos fase II descritos en el ejemplo 3, infra.

Como lo apreciarédn aquellos expertos en la técnica, la
replicacién ;e la secuencia de &cido nucleico especialmente
por amplificacién PCR, introduce f&cilmente los cambios base
en las hebras de ADN. Sin embargo, los cambios en nuclebtidos
no necesariamente se traducen en cambios de amino&cidos ya
que algunos codones codifican de manera redundante el mismo
aminofcido. Algqunos cambios de los nucleStidos de 1la
secuencia original o de tipo silvestre, silente (esto es que
no provoca cambio en el aminodcido traducido) o de otra
manera, aungque no se deecribe explicitamente en la presente

se abarcan dentro del alcance de la invencidn;

EJEMPLO 2.
El piguiente ejemplo proporciona una deacripcién de los

métodos de separacién por exclusién usados para identificar
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los polipéptidos .CTLA mutantes e sitio doble y sencillo
expresados a partir de los constructos descritos én el
ejemplo 1, que muestran una mayor avidez de enlace por las
moléculas B7 en comparacién con las moléculas CTLA4Ig.

Los estudios actuales de CTLAIg indican que in vitro e
in vivo por 8f mismo es incapaz de blogquear por completo_el
cebado de las cé&lulas T activadas éspecificaa de antigeno.
Los estudios in vitro en CTLAIg Yy cualquier anticuerpo
monoclonal especifico para CD80 o CD86 que mide la inhibicién
de la proliferacifn de cé&lulas T, indica que el anticuerpo
monoclonal CD8B0 no aumenta 1a. inhibicién de CTLAIg. Sin
embargo, el anticuerpo monoclonal CUB6 aumenta la inhibicién
lo que indica que CTLAIg no fue tan efectivo-en bloquear las
interacciones CD86. Estos datos apoyan hallazgos previos por
Linsley et al. (Immunity, (1994), 1:973-801) que muestran la
inhibicién de las respuestas celulares mediadas por CD80 que
requirieron aproximadamente concentraciones de CTLAIg 100
veces inferiores que para las respuestas medidas por CD86.
con base en estos hallazgos, ae conjetura que las moléculas
mu;antea CTLA4 aolpbles que tienen una mayor avidez para CD86
que el CTLA4 de tipo silvestre deben poder mejor bloquear el
cebado de 1las células activadas espec!fiéas de antigeqo
CTLAIg.

Hasta este punto, las moléculas mutantes CTLA4 solubles

descritas en el ejemplo 1 anterior se separaron por exclusién



10

15

20

25

153 {»NP\

usando un procedini¥élitc de separacién por exclusidn novedoso
para identificar diversas mutaciones en el dc;minio
extracelular de CTLA4 gque mejora la avidez de enlace para
CD80 y CD86. Esta estrategia de separaciéﬂ por exclusién
proporciona un método efectivo para identificar directamente
mutantes con velocidades aparentemente m&s lentas de apagado
sin necesidad de purificacién de proteinas o cuantificacién
ya que la determinacién de la velocidad de apagado es
iondependiente de . la concentraciém (O’Shannessy et al.,
(1993) Anal. Biochem., 212:457-468).

Las células COS se tranefectaron con un ADN de pl&smido
purificado en una mini preparacién individual se propagaron
por varios dias. Se aplicaron medios de cultivo
acondicionados por tres dias a chips biosensores BIAcore
(Pharmacia Biotech AAB, Uppsala, Sweden) recubiertos con
CDB0Ig o Cb86Ig Boluble. El1 enlace especifico y la
disoclacifn de las proteinas mutantes se midid por resonancia
de plasmén de superficie (0’Shannessy, D.J., et al., 1597
Anal. Bilochem. 212:457-468). Todoe loa experimentos ®se
corrieron en biosensores BIAcore™ o BIAcore™ 2000 a 25° C.
Se inmovilizaron los ligandos en chips sensores NCM5 grado
investigacién (Pharmacia)uaando un acoplamiento estdndar de
N-etil~N’ - (dimetilaminopropili carbodiimidN-hidroxisuceinimida
(Johnsson, B., et al. {1991) Anal. Biochem. 198:268-277;

Khilke,S.N., et al.(1993) J. Biol.. Chem 268:5425-15434),

-
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Método ﬁo sepsraciSn ;de exclusibn

Las células C0OS que se hacen crecer en placas de cﬁltivo
de tejido de 24 pozos sBe transfectaron transitoriamente con
un CTLA4Ig mutante. Los medios de cultivo que contienen el
CTLA4Ig mutante 8soluble secretado a8e recolectaron 3 dlas
después.

Log medios de cultivo de células COS acondicionados se
dejaron fluir sobre chips biosensores de BIAcore deriva@ps
con CD86Ig o CD80Ig (como se describe en Greene et al., 1996
J. Biol. Chem. 271:25765-26771), y Be identificaron las
moléculas mutantes con relaciones de apagado mis lentas que
aquellas obsérvadas para el CTLA4Ig de tipo silvestre. Los
ADN que corresponden a las muestras de medios seleccionados
formaron secuencias y se prepar$ mfis ADN para llevar a cabo
una ‘transfeccién transitoria de células COS a mayor escalay a
partir de la cual la proteina mutante CTLA4Ig se prepard
siquiendo la purificacién de proteina A de los medios de
cultivo.

_ Las condiciones de anflisis de BIAcore y el an&lisis de
datos de enlace de equilibrio se eféctuaron como se describe
en J. Greene et al., 1996 J. Biol. Chem. 271:26762-26771 y la
solicitud de patente de E.U.A Nos. de serie 09/579,927, y
60/579,927, y 60/217,065 que se incorporan en la presen£e

como referencia.
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Anflisis de datos BIAcore

Las lineas base del sensograma se normalizafon a
unidades de respuesta cero (RU) previo al anflisis. Las
muestras se -corrieron sobre células de flujo derivadas de
imitacién para determinar los valores RU de respaldo debido a
las diferenciaes en el findice de refraccién en volumen entre
las soluciones. Las constantes de disociacién en equilib;io
(K4) se calcularon a partir de grédficas de Ry contra C, en
donde Req e8 la respuesta en régimen permanente menos la
respuesta en un chip derivado de imitacién, y C es la
concentracién molar del analito. Las curvas de enlace se
analizaron usando un software de ajuste de curvas no lineal
comercial {(Prism, GraphPAD Software). -

Los datos experimentalea se ajustaron primero a un
modelo para un enlace de ligando. sencillo a un receptor
sencillo (modelo del sitio 1, esto es, un sistema sencillo de
langmuir, A+B~AB), y las constantes de asoclacién en
equilibrio (Kd-[A]O[h]\[AB]) se calcularon a partir de 1la
ecuacién R=aRp.,®C/(Ka+C). Posteriormente, 1los datos Bse
ajustaron al modelo mis sencillo de dos sitios de enlace a
ligandos (esto es, a un receptor que tlene dos sitios. de
enlace independientes que no interactan como se describen
por la ecuacién R=Rpux1®*C\ (Ka1+C) +Raaxa®C\ (Ka3+C) .

La bondad de los ajustes de estos dos modelos se analizé

visualmente por comparacién con loa datos experimentales y
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estadisticamente por; una prueba F de las psumas de los
cuadrados. El modelo mie sencillo de un sitio se escogilé como
el mejor ajuste a menos que el modelo de dos sitios se
ajustara significativamente mejor (p<0.1).

Los anflisis de asociacién y disociacién se efectuaron .
usando un software de evaluacién BIA 2.1 (Pharmacia). Las
constantes de la velocidad de asociacifn K, se calcularon de
dos formas, suponiendo interacciones homogéneas de it'io
gencillo de interacciones en paralelo de dos sitios. Para las
interaccion-es de sitio sencillo, los valores K, se calcularon
de acuerdo con la ecuacidn Ri=Req(l-exp™'**'0), en donde R. es
una respuesta a un tiempo dado, t; Regy €8 la respuesta a
régimen permanente; T, es el tiempo al comienzo de 1la
inyeccidén y K,=dR/dt=K.,1®*CK.er, en donde C es una concentracién
del analite, calculado en té&rminos de Bsitios de enlace
monoméricos. Para las interacciones de dos sitios los valores

-

Kon 8e calcularon de acuerdo con la ecuacién Ry=Req: (1-exp ™It

*0) +Reqz {1-exp**¥*"*0) . Para cada modelo, los valores de K. sge

determinaron a partir de la pendiente calculada (hasta
alrededor de un 70% de asociacién maxima) de las gr&ficas.de
K, contra C.

Lo.s datos de disociacién se analizaron de acuerdo con
los modelos de wun sitio (AB=A+B) o© de dos siti;:s

(RiBj=Ai+Bj), Yy las conatantes de velocidad (K.r¢) 8e

calcularon de las curvas de mejor ajuste. El1 modelo de
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sitio d; enlace se usd, excepto cuando loe residuos fueron
mayores gque el reaplalldo de la miaquina (2-10RU, de ac;uerdo
con lia mcllquina) , en cuyo caso se empleé el modelo de sitio
de dos enlaces. Los tiempos medios de la ocupacién del

receptor se calcularon usando la relacién t;;3=0.693/Koze.

Citometria de flujo

Se adquirieron mAb L307.4 (anti-CDB0) murinos de Becton
Dickinsou (San Jose, California) y IT2.2 (anti-B7-0[también
conocido como CD86]), de Pharmingen (San Diego, California).
Para la ;i.nmunotincién, las células CHO positivas a CD86 y/o
positivas a CDB0O se retiraron de sus recipienteas de cultivo
por incubacién en solucién salina amortiguada de fosgfato
(PBS) que contiene 10 wM EDTA. Las células CHO (1-10 x 10°)
Be incubaron primero con mAbs o© proteinas de fusién por
inmunoglobulina en DMEM que contiene suerc de bovino fetal al
10% (FBS), luego se lavaron e incubaron con reactivos .de
segunda etapa inmunoglobulina antihumana ¢ antiratén de cabra
conjugado con isotiocianato de fluoresceina (Tago,
Burlingame, California). Se les dio a las cé€lulas un lavado

final y se analizaron en un FACS.. (Becton Dickinson).

BDS-PAGE y cromatografia de ax.elu-ién por tamafio
Se llev6 a cabo el SDS-PAGE en geles de Tris/glicina

4-20% crilamida (Novex, San Diego, CA). Se tifleron los
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geles analiticossrecon azul de Coomassie Blue, y 1las
imdgenes de los geles hiimedos se obtuvieron por ee;caneo
digital. CTLA4Ig (25 pug) Yy ©L104EA29YIg (25 pg) se
analizaron por cromatografia de exclusién de tamafio usando
una columna TSK-GEL G300 SWXL (7.8 x 300 mm, Toschaas,
Montgomeryviile, PA) equilibrada en solucién salina

amortiguada de fosfato que contiene 0.02% NAN; a una

relacién de flujo de 1.0 ml/min.

CTLA4Xc1a08 ¥ L104RA29YX 1200,

El CTLA4Xca0s de cadena sencilla se prepard como se
describe previamente (Linsley et al., (1995) J. Biol. Chem.,
270:15417-15424). Brevemente, un plésmido de expresién de
oncoatatina M CTLA4 (OMCTLA4) s8e us8 como plantilla, el
cebador delantero GAGGTGATAAAGCTTCACCAATGGGTGTACTGCTCACACAG
(SEQ ID NO: 4) se escogid para coincidir coz: las secuencias
en el vector, Y e]_. cebador inverl_ao
GTGGTGTATTGGTCTAGATCAATCAGAATCTGGGCACGGTTC (SEQ ID NO: 5)
correspondio con los Gltimos siete aminodcidos (estoc es, los
aminodicidos 118-124) en el dominio extracelular de CTLA4, y
contenia un sitic de enzima de reatricciébn y un codén de
retencién (TGA). El cebador reverso especificé una mutacién
de C1208 (de cistefna a serina en la posicién 120). En
particular, la secuencia del nucledtido GCA (nucleétidos 34-

36) de cebador reversc mostrado arriba se reemplaza con una
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de las siguientes vsecuencilas de nucleétidos: AGA, GGA, TGA,
CGA, ACT, O GCT. Como lo entenderan las personas -expert';as en
la técnica, la secuencia de nuclettidos GCA es una secuencia
complementaria reversa del codb6n TGC para la cisteina .
Similarmente, las secuencias de nucleStidos AGA, GGA, TGA,
CGA, ACT, o GCT son las secuencias complementarias inversas
de los codones para las serinas. Loa productog de la reaccidn
en cadena de polimerasa se digirieron con HindIII/Xbal y se

subclonaron direccionalmente dentro del vector de expresién
ALN (Bristol-Myers Squibb Company, Princeton, NJ) .
L104EA29YXc1208 8€ prepard en una forma idéntica. Cada

constructo se verificd por la formacién de secuencias de ADN,

Identificaclidn y caracterizacisn bioquimica de los mutantes
de alta avidex

Se escogieron venticuatro aminodcidos para mutagénesis y
las alrededor de 2300 proteinas mutantes resultantes, gse
engayaron para el enlace de CD8Ig por resonancia de plasmén
de superfici;. (SPR; como se describe supra). Los efectos
predominantes de la mutagénesis en cada sitio se resumen en
la tabla II, infra. La mutagéneais aleatoria de algun;')s
aminofcidos de la regi6n CDR-1 (S25-R33) aparentemente "1_'10
altero el enlace de ligandos. La mutagénesis dé E31 y R33 ¥y

los residuos M97-Y102 resultd aparentemente en un enlace de

ligandos reducido. La mutagéneeis de los residuos, S25, A29,
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y T30, K93, 1L96, Y163, L1l04, y 6105,. resultd en protefrfas con
velocidades lentas de encendido y/o lentas de apagado..Estos
resultados confirman los hallazgos previoe de que 1los
residuos en la regién de CDR-1 (825-R33) y los residuoe en o
cerca del enlace al ligando de influencia M$7-Y102 (Peach et
al., (1994) J. Exp. Med., 180:2049-2058).

La mutagénesis de los sitios 825, T30, K93, L96, Y103, y
G105, resultdé6 en la identificacién de algunas proteinas
mutantes gue tuvieron velocidades més lentas de apagado a
partir de CDB6Ig. Sin embargo, en estos casos, la velocidad
mis lenta de apagado se comprometié por una velocidad lenta
de encendido que result$ en proteinas mutantes con una avidez
global para CD86Ig que fue a?arentemente similar a aque]‘..la
que se observa con el CTLA4Ig de tipo sllvestre. Ademia, la
mutagénesis K93 resulté en una agregacién importante que pudo
haber sido responsable de los cambios cinéticos observados.

La mutagénesis aleatoria de L104 seguida por 1la
transfeccién de células COS y la separacidn por exclusién por
SPR de las muestras de los ﬁediqs de cultivo sobre CD86Ig
inmovilizado, produjeron seis muestras de wmwedios que
contienen proteinas mutantes con velocidades de
aproximadamente 2 veces mis lentas de apagado que el CTLA&;g
de tipo silvestre. Cuando el ADNc correspondiente de estos
mutantes se formd en secuencias, cada uno se encontré que

codificaba una mutacién de leucina a &cido glut&mico (L10Q4E).
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Aparentemente, 1la :suybstitucién de la leucina 104 al &cido
aspartico (LX04D) no afectd el enlace de CDB61g. .

Luecd se repltié la mutagénesis en cada sitio listado en
la tabla II, esta vez usando L104E como la plantilla de PCR
en lugar de CTLA4Ig de tipo silvestre como se descrsbe
arriba. El anfilisis SPR de nuevo utilizando el CD86Ig
inmovilizado, identificé seis muestrae de medio de cultivo a
partir de la mutagénesis de la alanina 29 con proteinas que
tienen aproximadamente velocidades 4 veceme méAs lentas de
apagado que el CTLA4Ig de tipo silvestre. Las dos més lentas
fueron las substituciones de tircsina (L104EA29Y), dos fueron
de leucina (L104EA29L), una fue de triptofanc (L104BA29W), y
una fue de treonina (L104EA29T). Aparentemente, no se
identificaron los mutantes de velocidad lenta de apagado
cuando la alanina 29 se mutd aleatoriamente sola, en CTLA4Ig
de tipo silvestre.

La masa molecular relativa y el estado de agregacién del
L104E y L104EA29Yig purificado se evalué por SDS-PAGE y por
cromatografia de .exclusién de tamafio. L104EA29Yig (~1 ug;
pista 3) y L104Eig (~1 pg; pista 2) tuvieron aparentemente la
misma movilidad electroforética que CTLA4Ig (~1 ug: pista 1)

bajo condiciones reductoras (~50 kbDa; +pME; plus 2-

mercaptoetanoi) y no reductoras {~100kDa; -pME) (FIG. 25R).
La cromatograffa de exclusién de tamafio demostrd que

L104FA29Yig (FIG. 25C) tuvé aparentemente la misma mobilidad
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que el CTLA4Ig (FIG: 25B) dimérico. Loa picos pripé€ipales
representan un dimero de proteinas mientras que el pico.menor
de elusifn més rapida en FIG. 25B representa agregados de
peso molecular puperior. Aproximadamente 5.0% de CTLAdIg
estuvo presente cuando los agregadoe de peso molecular
superior pero no hubo evidencia de agregacién de L104EA29YIg
o L104EIg. Por lo tanto, el enlace mis fuerte a CD861g
cbeervado con L104EIg y L104EA29YIg no me puede atribuir a la

agregacifn inducida por la mutagénesis.

AnSlieis de enlace cinético y de equilibrio

Se llevé a cabo el .anﬁlisis de enlace cinético y de
equilibrio sobre los CTLA4Ig, L104EIg, y L104EA28YIg
purificados con proteina A usando la resonancia de plasmon de
superficie (SPR). Los resultados se muestran en la tabla I,
infra. Las constantes de disociacién en equilibrio observadas
(Kq; Tabla I) se calcularon a partir de las curvaas de enlace
generadas sobre un intervalo de concentraciones (5.0-200 nM).
L104EA29YIg se enlaza mds fuertemente a CDB6Ig que lo hace
L104EIg o CTLA4Ig. La K3 inferior de L104EA29YIg (3.21 nM)
que L104EIg (6.06 nM) o CTLA4Ig (13.9 nM) indica una mayor
avidez de enlace de L104EA29YIg a CD86Ig. La Ka Iinferior de
L104EA29Y’g (3.66 nM) que L104EIg (4.47 nM) o CTLA4Ig (6.51
nM) indica una mayor avidez de enlace de L104EA29YIg a

CD801Ig. *
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£l andlisis dé‘énlace cinético revels que las velocidades

'

de encendido comparativas para el enlace de CTLA4Ig, L104EIg, Y
L104EA259YIg a CDB0 fueron agimilares como 1lo fueron las
velocidades de encendido para CD86Ig (Tabla I). Sin embargo,
las velocidades de apagado para estas moléculas no fueron
equivalentes (Tabla I). En comparacién con CTLA4lg, L104EA295YIg
tuvo aproximadamente una velocidad 2 veces m&s lenta de apagado
a partir de CDBOIg y una velocidad aproximadamente 4 veces mis
lenta de apagado a partir de CD86Ig. L104E tuvo velocidades de
apagado intermedias entre L104EA29YIg y CTLA4Ig. Ya que '1a
introduccién de estas mutaciones no afectéd signific'ativament:e
laa velocidades de encendido, el incremento en la avidez para
Cbs0Ig y (CDB6Ig observado <con L104EA29YIg se debe
principalmente a una disminucién en las velocidades de apagado.

Para determinar 8i el incremento en 1la avidez de
L104EAR29YIg para CD86Ig y CDBOIg se debia a las mutaciones que
afectan la forma en que cada -monémero agociado como un dimero,
0o 8i hubieron cambioes estructurales que mejoren la avidez
introducidos dentro de cada monémero, se prepararon constructos
de cadena sencilla de los dominios extracelulares de CTLA4 y
L104EA29Y siguiendo la mutagénesis de cistefna 120 a la serina
como se describe supra y por Linsley et al., (1995) J. Bio;l..
Chem., 270:15417-15424 (84). Las protefnas purificadas
CTLA4Xc1208 ¥ L104EA29YXa0s Se moBtrd que eran monoméricas por

cromatografia de permeacién de gel (Linsley et al., (1995),
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supra), antes de que se analizaran sus propiedades de enlace a
los ligandos por SPl.i. Los resultados mostraron que la af::.nidad
de enlace dé ambas protefnas monoméricas para CD86Ig fue
aproximadamente de 35-80 veces menor que el gque se observa para
sus dimeros reaspectivo (Tabla I). Esto soporta los datos
previamente publicados que establecen que la dimerizacidn “de
CTLA4 se requiere para un enlace de ligando de alta avidez
(Greene etj.'- al., {1996) J. Biol. Chem., 271:26762-26771). )

L104EA29YX~ma0s enlazado con una afinidad aproximadamente 2
veces puperior gque CTLA4Xma0s a ambos CD80Ig y CD86Ig. La
afinidad creciente se debe a una velocidad de disociacién
aproximadamente 3 veces mids lenta a partir de ambos ligandos.
Por lo tanto, el enlace mfis fuerte al ligando -1.301' L104EA29Y se
debid mis probablemente a los cambios estructurales que mejoran
la avidez que se hablan int:roducicllo dentro de cada cadena

monomérica mis que las alteraciones en las cuales se dimerizé

la molé&cula.

Localizacién y andlisis estructural de las mutaciones que
potencian la avidesx

La esatructura de la solucién del dominio del tipo IgV
extracelular de CTLA4 8e ha determinado recientemente por
espectroscopia RMN (Metzler et al.,” (1997) Nature Struct.
Biol., 4:527-531). Esto permitié una ubicacién precisa de 1la

leucina- 104 y la alanina 29 en un pliegue tridimensional (FIG.
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26 detalles izquierﬁé'f"y derecho). La leucina 104 se sitGa cerca
de la secuencia de amino&cidoa MYPPPY altamente conservac.ia. La
alanina 29 se pitua cerca del extremo en la terminal C de la
regién CDR-1 (825-R33), que esta espacialmente adyacente a la
regién MYPPPY. Aunque hay una interaccién importante entre los
residuoe en la base de estas dos regiones, no existe
aparentemente una interaccién directa entre L104 y A2% aunque
ambas comprenden parte de un ncleo hidrofébico contiguo en la
proteina.

Las consecuencias estructurales de las dos mutantes que
potencian la avidez se evaluaron por modelado. La mutacién de
A29Y ge puede acomodar ficilmente en la hendidura entre la
regién CDR-1 (S25-R33) y la regién MYPPPY, y puede servir para
eatabilizar la conformacién de la regién MYPPPY. En el CTLA4 de
t-ipo silveatre, L104 forma interacciones  hidrofébicas
extensivas con L96 y V94 cerca de la regién MYPPPY. Es
altamente improbable que la mutacién por acido glutimico adopte
una conformaciSn similar a aquella de L104 por dos razones.
Primero, hay un espacio insuficiente para acomodar la cadéna
lateral mis larga de &cido glutimico en la estructura sin una
perturbacién importante para CDR-1 (regién 525-R33)._ En segundo
lugar, los 'costos energéticos de sepultar la carga negativa de
la cadena lateral de &cido glutfmico en la regién hidrof&bica
serian grandes. En su lugar, los eatudios del modelado predicen

que la cadena lateral de &cido glut&mico resalta sobre la
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puperficier en donde su carga se puede estabilizar por
solvatacién. Tal cambio conformacional se puede acomodar
facilmente por G105, con una distorsién minima a otros reaiduos

en otras regiones.

Enlace de los mutantes de alta avidexr a las células CHO que
axpresan CDB0 o CDBS

El anali.sis FACS (Fig. 27) .de CTLA4Ig y las moléculf-na
mutantes qgue se enlazan a céluias transfectadas de forma
estable CD80+ y CD86+CHO, se llevdé a cabo como se describe en
la presente. Las células positivas a CDBO- y positivae a cngs-
de CHO se incubaron con concentraciones crecientes de CTLA4Iqg,
L104EA29YIg o Ll104EIg, Yy luego se lavaron. La proteina de
fusién de inmunoglobulina enlazada se detectdé usando una
inmunoglobulina antihumana de cabra conjugada con isotiocianato
de fluoresceina.

Como se muestra en la Figura 27, las célu{ga CHO positivas
a CDB0 o positivam a CD86 (1.5 x 10°) se incubaron con las
concentraciones indicadas de CTLA4Ig (cuadrados cerrados),
L104EA29YIg (circulos), o L104EAIg (triAngulos) por 2 horas a
23°C, se lavaron e incubaron con anticuerpo de inmunoglobulina
antihumano de cabra conjugado con igotiocianato de
fluoresceina. Al enlazar un total de 5000 cé&lulas viablea se
analizaron (determinacién sencilla) en un FACScan, y &e

detexrminé la intensidad de fluorescencia media (MFI) a partir
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de los histogramas de datos usando PC-LYSYS. Se corrigleron los
datos para la fluorescencia de respaldo medida en las células

incubadas con un reactivo de segunda etapa solamente (MFI = 7).

El L6 mAb {88 pg/ml) de control dio MFI < 30. Estos resultados
son representativos de cuatro experimentos independientes.

El enlace de L104EA25YIqg, L104EIg, y CTLA4Ig a la célula
CHO tranafectadas con CD80 humana es aproximadamente
equivalente (FIG. 27A). L104EA29YIg y L104EIg se enlaza mis
fuertemente a las células CHO transfectadas de forma estable

con CD86 humano c¢omo lo hace CTLA4Ig (FIG. 27B).

Ensayos Funcionales

Se aiglaron células T positivas CD4 humanas por seleccién
negativa inmunomagnética (Linsley et al., (1992) J. Exp. Med.
176:1595-1604). Las células T positivas CD4 aisladas se
estimularon con 4ggetato de miristato de forbal (PMA) més
células CHO positivas CDBE o positivas CD80 en presencia de
concentraciones de titulacién de inhibidor. Las células T
positivas CD4 (8-10 x 10‘/pozo) se cultivaron en presencia de 1
nM PMA con o gin estimuladores de células CHO irradiados. Las
respuestas proliferativas se midieron por la adicién de 1
HCi/pozo o [3H]timidina durante las 7 horas finales de un
cultivo por 72 horas. La inhibicién de PMA mis ias células, T
estimuladas CHO positivas a CDB6 o CHO positivas a CD80 por

L104EA29YIg y CTLA4Ig se efectuaron. Los resultados se muestran
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en FIG. 28. L104EA29YIg inhibe la proliferacién de células CHO
tratadas con PMA positivas con CD80 m&s que CTLA4Ig (FIG.I28A) .
L104EA29YIg que es también mis efectivo que CTLA4Ig al inhibir
la proliferacién de células CHO tratadas con PMA positivas a
CD86 (FIG. 28B). Por lo tanto, L104Er29YIg es un inhibidor més
potente de la co-estimulacién mediada por CDBO y CD86 de las
céluias T.

La figura 29 muestra la inhibicién de L104EA29Yig y
CTLA4Ig de células T humanas aloestimuladas antes
preparadas, Yy aloestimuladas c¢on una linea celular
linfoblastoide humana B (LCL) denominada PM gue expresa
CDBO y CDB6 (células T a 3.0x10%pozo y PM a
8.0x10%/pozo). La aloestimulaciébn primaria sucedid
durante 6 dfas, luego se pulsaron las células con *H-
timidina por 7 horas, antes de que se determinara “la
incorporacién de la radioetigueta.

La aloestimulaci6n secundaria se efectué como sigue.
Células T alcestimuladas primarias por 7 dias, se
cosecharon sobre un medio de separacién con linfocitos
{LSM) (ICN, Aurora, OH) y reposaron por 24 horas. Luego
se vclvieron a eatimular las células T (secundarias), en
presencia - de cantidades de titulacién “de CTLA4IG o
L104EA29YIg, al agregar PM en la misma relacién como
arriba. La estimulacién st.lcedif:. por 3 dias, luego se

pulsaron las células con radioetiqueta y se cosecharon
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como arriba. El efecto de L104EA29Yig sobre la células T
primariase aloestifmuladas se muestra en la FIG.29A. Bl
efecto de L104EA29YIg sobre las células T aloestimﬁladas
secundarias se muestran en la FIG.29B. L104EA29YIg
inhibe tanto la respuesta de proliferacién de céiulas T
pPrimarias y secundarias mejor que CTLA4Ig,.

Para medir la produccién de citoquina (figura 3J;,
se prepararon placas de alocestimulaci6n secundaria por
duplicado. Después de 3 dias, se ensayaron los medios de
cultivo usando un kit ELISA {(Biosource, Camarillo, CA)
al usar condiciones recomendadas por el fabricante.

L104CA29YIg se encontrd que era méis potente que CTLA4Ig

al bloguear la produccidén de citocinas de células T IL-

2, IL-4 y y-IFN (gamma-IFN) después de un estimulo
alogénico secundario (FIGS. 30A-C).

Los efectos de L104EA29YIg y CTLA4Ig en la respuesta
de linfocitos mixtos de mono (MLR) 8se muestra en la
figura 31. Células mononucleares de sangre periférica
(PBMC’S; 3.5x10*/pozo de cada mono) a partir de 2 monos

ge purificacién sobre un medio de separacién con

linfocitos (L.SM) y B8e mezclaron con 2 pg/ml de
fitohemaglutinina (PHA) . Las células se estimularon 3
dias, luego se pulsaron con radiocoetiqueta 16 horas antes
de cosechar. L104EA29YIg inhibié la proliferacién de

-

células T de mono mejor que CTLA4Ig.
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TABLA I

ey

Constantes cinéticas aparentes y en equilibrio se dan en

la siguiente tabla (los va]:ores son medias + desviacién

esténdar de los tres diferentes experimentos)

S Proteina Analito Ko (x10%) | Koz (x 10° Kg nM
inmovilizada Mt g )
g1
- CDBOIg CTLA4Ig 3.4440.29 | 2.2140.18 | 6.5141.08
CD80Ig L104Elg 3.02+0.05 | 1.35+0.08 | 4.4710.36
0 CD801Ig L104EA29YIg | 2.,96+0.20 | 1.08+0.05 | 3.66+0.41
CDBOIg CTLA4Xc1308 12,0+1.0 230+10 195125
CDB(‘JIQ L104EA29Y¥Xma208| 8.310.26 7115 B85.0%2.5
Che61y CTLA4IG 5.95%0.57 | 8.16%0.52 | 13.9+2.27
15 CD861g L104EIg 7.03+0.22 | 4.26+0.11 | 6.0610.05
CDB&6Ig - L104EA29YIg | 6.4240.40 | 2.0610.03 | 3.21+0.23
CD861g CTLA4Xc1208 16.5+0.5 B40155 511417
CD861g L104EA29YXc1208| 11.4%1.6 300+10 267429
20 )

25
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TABLA II

El efecto del enlace de CDB6lg por mutagenesis de

CTLA4Ig en los sitios listados se determina por SPR, descrito

supra. El efecto predominante se ubica con un signo “+”,

Sitio de
mutagénesis

Efectos de mutagénesis

Sin
efecto
aparente

Velocidad lenta de Enlace
encendido/velocidad reducido de
lenta de apagado ligandos

525

+ . ]

P26

G27

K28

A29

T30

E31

R33

K93

L96

M97

Y98

P99

P100

P101

Y102

}
+| +| +] +| #| +

Y103

L104

G105

I106

G107

'Q111

Y113

I115

MEIRIEIE:
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BJEMPLO 3

Lo siguiente proporciona una descripcién de los eaéudios
clinicos en fase II de pacientes humanos administrados en.la
molécula mutante soluble CTLA4, L104EA29YIg (también conocida
como L104EA29YIG o LEA) © CTLA4Ig, para aliviar al menos un
sintoma asoclado con la artritis reumatoide, incluyendo
reducir: la hinchazén de articulacién, sensibilidad en las
articulaciones, inflamacién, entumecimiento matutino y dolor.
La molécula CTLA4Ig usada en la presente comienza con
metionina en la posicidén +1 (o0 a-ternativamente con alanina
en la posicién ~1) y termina con lisina en la posicién +357
como ge muestra en la figura 24. E1 ADN gque codifica una
modalidad de la molécula CTLA4Ig se ha depositado como ATCC
58629, L& molécula de L104EA29YIg usada en la presente
comienza con metionina en la posicién +1 (o alternativamente
con alanina en la posicién -1) y termina con. lisina en 1la
poslcién +357 como se muestra en la figqura 19. El1 ADN gque
codifica una wmodalidad de la molécula L104EA29YIg se ha
depositade como ATCC PTA 2104.

Adicionalmente, lo siguientes proporciona una descripecién
de pacientes ‘humanos administrados con L104EA29YIg o CTLA-4Ig
para aliviar al menoe un marcador biolégico substlituto asociado
con la artritis reumatoide, que incluye reducir las velocidades
de sedimentacién de eritrocitos, y los niveles de suero de 'la

proteina reactiva C y/o el receptor IL2.
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Ensayos con pacientes - '

Un total de 214 pacientes, incluyendo 54 nmsculiﬁos Y
160 femeninos participaron en el estudio (Figuras 1A, 1B).
Loa pacientes en la linea base tuvieron una duracién média de
la enfermedad de 3.4 (+2.0) afioe y hablan fracasado al menocs
con un farmaco anti-reumat_ico modificador de la enfermedad
(DMARD). Se permitieron farmacos anti-inflamatorios no
esteroidales estalles (NSAIDS) o esteroides (£ 10 mg/dfa) .y
se prohibié un DMARDS concomitante. Se colocaron de manera
aleatoria los pacientes en grupos de 25 a 32 pacientes por
grupo de tratamiento. Treinta y dos pacientes recibieron un
placebo, 92 recibieron L104EA29YIg, y 90 recibieron CTLA4Ig.
Los pacientes que siguieron los lineamientos de protocolo y
no descontinuaron antes del dfa 57 recibieron un total de 4
infusionea intravenosas, una infusién cada una en los dias.},
15, 29 y 57. Todos los pacientes se evaluaron en los dfas 1,
15, 29, 43, 57, 71 y 85. La dosis administradas incluyeron
0.5, 2.0 6 10.0 mg/kg de L104EA29YIg (denotado 'como LEA.S5,
LEA2 y LEAl10, respectivamente en las figuras 1A-1E) o de
CTLA40G (denotada como CTLA.S5, CTLAZ2 Y CTLALO0,
respectivamente en las figuras 1A-1E).

Todos los sujetos se monitorearon por eventos adveraos
peri-infusionales y seguridad global al feaponder un
cuestionario que listaba los eventos adversos potenciales. Se

les pregunté a los paclentes acerca de los eventos adversos
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potenciales que pdaian haber sucedido 24 horas posteériores a

la infusidén. Adem&s, los pacientes se les alentd a reﬁortar
esponténeamente cualquiera evéntoa adversos que hayan
experimentada. Los médicos rutinariamente observaron las
muestras de laboratorio de los pacientes para anormalidades
en la quimica sangufinea y la hematologfa. Por ejemplo,
evaluaron los niveles de los mediadores de respuegta
inflamatoria tales como las citocinas (TNF, IL-6)},. triptasa.y
complementos. El1 punto final primario fue la proporcién de

sujetos que relinen los criterios de ACR20 el dia 85.

Almacenamiento del material de pruseba

3e suministraron CTLA4Ié Yy L104EA29YIg en viales de
vidrio de uso sencillo que contienen 200 mg/v4al de CTLA4Ig o
100 mg/vial de L104EA29YIg, respectivamente. Previo a la
infusién, los CTLA4IG y L104EA29YIg se diluyeron hasta una

éoncentracién final de 25 mg/ml con agua estéril para

inyeccién (SWFI).

Protocolo de administracién

Todas las _infusiones ge administraron por via
intravenosa durante 1 hora (Figuras 1 hasta la 17). Todos los
sujetos recibieron una infusién de la medicacién’ de estudio:

Grupo 1: 32 pacientes, CTLA4Ig o L104EA29YIg que

coincide con el placebo,
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Grupo 2: 26 pacientes, 0.5 mg/kg de dosis de CTLAA4Ig.

Grupo 3: 32 pacientes, 2.0 mg’/kg de dosis de CTLA!IQ.

Grupo 4: 32 pacientes, 10.0 mg/kg de dosis de CTLA4Ig.

Grupo 5: 32 pacientes, 0.5 mg/kg de dosis de
L104EA29YIg.

Grupo 6: 29 pacientes, 2.0 mg/kg de dosis de
L104EA29YIg.

Grupo 7: 31 pacientes, 10.0 mg/kg de dosis de
L104EA29YIg.

Monitoreo clinice

Se evaluaron los pacientes para los sintomas de linea
base de actividad®de la enfermedad previo a recibir algunas
infusiones. Estas evaluaciones de 1linea base incluyeron:
hinchazén de las articulaciones, senasibilidad en 1las
articulaciones, inflamaci®én, entumecimiento matutino,
actividad de 'enfermedad evaluada por el paciente y el médico
asi como la discapacidad evaluada por la Evaluacifn del
Cuestionario de Salud (HAQ) (reportado como un registro de
funcién fisica en la figura 1C), y dolor (Figuras 1A a 1DP).
Adicionalmente, las evaluaciones de la linea base incluyeron
las velocidades de pedimentacién de eritrocitos (ESR), y los
niveles en suero de la proteina reactiva C (CRP) vy ;1
receptor soluble IL-2 (IL-2r) (Figuras 1C y 1D).

Los estudios de respuesta clinica se basaron en los
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criterios estableécidos por el Colegico Americano de
Reumatologia (ACR). Un sujeto satisface el criterio de.ACR20
81 hay una mejora de 20% en los conteos de articulacién
sensible e hinchada y una mejora de 20% en tres de los 5
sintomas restantes medidos, tales como loe cambios de la
enfermedad global por el médico y el paciente, dolor,
discapacidad y una reaccifn en fase aguda (Felson, D.T., et
al., 1993 Arthritis and Rheumatism 36: 729-740; Felson, D.
T., et al.: 1995 Arxthritis and Rheumatism 38: 1-9).
Similarmente, un sujeto satisface el criterio de ACR50 o
ACR70 si hay de un 50 6 70% de mejora respectivamente en los
conteos de articulaciones pensibles y un 50 6 70% de mejgfa
respectivamente en tres de los 5 sintomas restantes medidos
tales como los cambios globales en la enfermedad por .el

médico y el paciente, dolor, discapacidad fisica, y una

reaccién en fase aguda tal como CRP o ESR.

Biomarcadores N

Lose Dbiomarcadores potenciales de 1la actividad de
enfermedad (factor reumatoide, CRP, .ESR, IL-2R soluble, ICAM-
1l soluble, E-selectina soluble y MMP-3) también se evaluaron.

Se usaron métodos validados de inmunoensayc de enzimas (EIA)

para determinar la concentracién en suero de IlesRa, BICAM-

l, sE-eelecina y MMP-3. Se evaluaron los TNFa y IL-6 a una

infueidn previa y posterior a 2 horas, -8i es necesario.
-
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Se midieron 16 IL-28Ra, sICAM-1, y sE-select usando
kit EIA colorimétricos comercialmente disponibles de R&D
Syatemg, Inc. (Minneapolis, MN). Los limites superior.e
inferior de cuantificacién fueron 312-20,000 pg/ml, 40-907
ng/ml y 10-206 ng/ml, respectivamente. El coeficiente entre
ensayos de variacién estuvo en el intervalo de 4.48-8.4%,
3.8-5.0% y 5.5-9.0%, respectivamente. De acuerdo con el
fabricante del kit, los valores normales de suerc estin en el
intervalo de 676-2,132 pg/ml, respectivamente.

MMP-3 se midié usando un kit EIX colorimetrico
comerclalmente disponible de Amersham Pharmacia Biotech
(Piscataway, NJ). Los limites éuperior e inferior de
cuantificacién fueron 30-7,680 ng/ml. El coeficiente entre
ensayos de varlaciones tuvo en el intervalo desde 6.3-10.6%.
De acuerdc con el fabricante del kit, los valores normales en
suero estuvieron en el intervalo de 28-99 ng/ml.

IL-6 Y TNFa se midieron usando kits EIA
quimioluminiscentees comercialmente disponibles de R&D Systems,
Inc. (Minneapolis, MN). Los limites inferior y suﬁerior de
cuantificacién fueron de 0.3-3.600 pg/ml y 0.7-7,00 pg/ml,
respectivamente. El coeficiente de wvariacién entre ensayos
estuvo en el intervalo de 3.1-5.7% y 6.4-20,7%, respectivamente.
De acuerdo con el fabricante del kit, los valoreQ normales de

suero eat&n en el intervalo de <0.3-12 pg/ml y <0.7-7.5 pg/ml,



10

15

20

25

178

\\b‘\

Prueba de anticuerpoa

E ]

Se obtuvieron muestras de suero para evaluacién de
anticuerpos especificos para el f&rmaco previo a 1la
dosificacién en el dia 1 y aproximadamente en los dias 15,
29, 57, 85 y 169. Debido a las concentraciones altas pre-
existentes dirigidas a la porcifén de inmunoglobulina (Ig) de
la molécula, también se evaluS la formacién egpecifica de
anticuerpos contra CTLA4Ig y L104EA29YIGC en regiones
constantes Ig. *

Placas de noventa y seis pozos Immulon II BLISA (Dynex,
Chantilly, Virginia) se recubriercn con CTLA4Ig, CTLA4Ig sin
las reglones conatantes Ig, L104éA29YIG o L104EA29YIG ein las
regiones constantes Ig a 2, 4, 2 6 1 pg/ml en solucién salina
amortiquada de fomsfato (PBRS), respectivamente y se incubaron
durante la noche a 2-8°C. Las placas se lavaron con PBS que
contiene 0.05% Tween 20 y se bloquearon durante 1 hora a 37°C
con PBS que contiene albimina de suero de bovino al 1% (BSA).
Luego sBe lavaron las placas y 8e agregaron diluciones en
serie de los sueros de prueba o sueros de control de calidad
{QC) a los pozos adecuados y se incubarxon por 2 horas a 37°C.
Se diluyeron los sueros 3 veces en PBS con 0.25% Bsa y 0.05%
Tween 20 partiendo en una dilucién 1:10. Se lavaron las
placas en é&ctel de anticuerpos kappa y lambda anti humano de
cabra conjugado con fosfatasa alcalina {(Southern

Biotechnology Associates, Inc., Birmingham, Alabama) que fue
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infusionales fueron gimilares a todos’ los grupos de dosis con
la excepcién de los dolores de cabeza. La respuesta dé los
pacientes a los dolorea'de cabeza ;n el dia 85 se incrementé
dependiente de la dosis 23%, 44% y 53% en pacientes tratados
con CTLA4Ig y 34%, 45% y 61% en pacientes tratados con
L104EA29YIG a 0.5, 2.0 y 10.0 mg/kg respéctivamente. En
contraste, 31% de los pacientes a dquienes sBe les
adminiatraron placebos experimentaron dolores de cabeza.

El porcentaje de paciente que descontinué el estudio
clinico débido a apariciones de artritis y otros eventos
adversos se resume en la figura 2. Un porcentaje mucho mayor
de pacientes en el placebo descontinué el tratamiento debido
a aparicién de artritis. Los pacientes tratados con CTLA4Ig
descontinuaron el tratamiento menos con dosis creciente. Muy
pocos pacientes tratados con L104EA29YIg descontinuaron el
tratamiento. Estos resultados indican una buena respuesta
dependiente dg la dosis inversa para CTLA4Ig, Yy una respuesta
terapéuticas mis fuerte con la terapia de L104EAR25YIqg.

Las réspueatas de ARC-20, -50 y -70 de los pacientes
tratados con CTL4Ig, L104EA29YIg o el placebo en el dia 85 se
resumen en la figura 3A. Similarmente, Las figuras 3B y C
describen la respuesta de ACR-20 con 95% de 1limites qe
confianza. Las respuestas parecen ser dependientes de la
dosis con una respuesta clara importante a 10 mg/kg peso

corporal del paciente.
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El porcentaj&’' de pacientes que tuvo cuehtfas de
articulaciones sensibles e hinchadas reducidas en compaz.'acién
con los pacientes gque no tuvieron respuesta al tratamiento
con CTLA4Ig, L104BA25YIg, o placebo, se muestra en las
figuras 4A y B.*~ Las respuestas terapéuticas parecen ser
dependientes de la dosis. Un porcentaje mayor de paclentes
mostrd mejora de 20, 50, 70 y un 100% en los grupos de 20 y
10 mg/kg en ambos productos.

El porcentaje de pacientes que tuvo dolor reducido,
actividad de enfermedad evaluada por el paciente vy
unidades de registro medioc del wmédico con CTLA4lg,
L104EA29YIg o placebo, se muestra en las figura 5A, B, Gy
D. Las respuestas terapéuticas cuando se observan por
escala Likert, parecen ser dependientes de la dosis a
fFavor de los grupos de tratamiento activo en comparacién
el placsbo el dia 85. La eacal.a de Likert es una escala
de calificacién verbal valid_ada utilizando adjetivos para
calificar los sintomas (Conjunto Central Preliminar del
Colegio Americano de Reumatologfia de Medidas de Actividad
de Enfermedad para Ensayos Clinicos de Artritis
Reumatoide: Arthritis and Rﬁeumatiam, June 1993,
36(6) : 729-740) .

Las evaluaciones del paciente y del médico del cambio ;n
la actividad de la enfermedad a partir de la lfnea base por al

menos 2 unidades, resultantes del tratam:j.ento con CTLA4Ig,
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L1D4EA2SYIqg, -o placebo, se muestran en las figuras 6A y B. Las
respﬁestas parecen-aer dependientes de la dosis con una ﬁejora
mids notable para las dosis més elevadas de firmaco activo.

El porcentaje de reduccién en los niveles de la proteina
reactiva C (CRP) en pacientes tratados con CTLA4Ig, L104EA29YIg,
© placebo se muestran en las figura 7A y B. Las reapuestas
parecen ser dependientes de la dosis con una disminucién clara
para los grupos de tratamiento activos con 2 y 10 mg/kg. Ademis,
la figura 7B mostrS que la diferencia es bastante importante en
comparacién con el placebo con intervalos de confianza del _95%.
La figura 7C muestra los cambios en los cambio del nivel de
suero a partir de la linea base en el dia B85.

La cantidad de receptor IL-2 soluble en suero en
pacientes tratados con CTLA4Ig, Li04EA29YIg, o placebo, se
muestra en la figura B8. La reduccién en los niveles del
receptor soluble IL-2 parecé ser dependiente de la dosis.

La cantidad de ICAM-1 soluble en suero y E-selectina en
pacientes tratados con CTLA4lg, L104EA29YIg, o placebo, se
muegtra en la figura 33. La reduccién en los niveles de ICAM-
1 soluble y E-selectina soluble parecen ser dependientes de
la dosis.

Los corteos de la mediana y de 1la media ge
articulaciones sensibles en paclentes tratados con CTLA4Ig ©
placebo con el tiempo se muestra en laa figura SA y B. El

cambio deade de la lIinea base (por ejemplo, reduccién en Ias



10

15

20

25

163 \X,‘\\

articulaciones senaibles) parece ser mis importante en los
grupos tratados con 2 y 10 mg/kg que en los grupos de piacebo
o 0.5 mg/kg.

Los conteos de medliana y de media de articulaciones
hinchadas en pacientes tratados con CTLA4Ig o placebo con el
tiempo se muestran en las figuras 10A y B. El cambio desde la
linea base ({por ejemplo, reduccién en las articulaciones
hinchadas) parece ser mis importante en los grupos tratades
con 2 y 10 mg/kg que en los grupos con placebo o 0.5 mg/kg.

Los registros de evaluacién del dolor medio con el
tiempo en pacientes tratados con CTLA4Ig o placebo se muestra
en la figura 11. El cambio desde la linea base (por ejemplo,
reduccibén enq_el dolor) parece ser méds importante en los
grupos tratados con 2 y 10 mg/kg que en los grupos con
placebo o 0.5 mg/kg.

Los registros de evaluacién de 1la actividad de
enfermedad media evaluados por el paciente o el médico en
pacientes tratados con CTLA4Ig © placebo con el tiempo Bse
muéstran en las figuras 12A y 12B. El cambio de la lfnea base
(por ejemplo reduccién en la actividad de la enfermedad)
parece Eger m&s'importante en los grupos tratados con 2 y 10
mg/kg en el placebo o los grupos de 0.5 mg/kg.

Los conteos de articulaciones sensibles de media y
mediana en pacientes tratados con L104EA29YIg (denotados como

LEA en las figuras) o el placebo con el tiempo se muestran en
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las figuras 13A y-'B. El cambio desde la linea base (por
ejemplo reduccifén en las articulaciones sensibles) pareée ser
dependiente de la dosis.

Los conteos de articulacionés hinchadas mediana y media
en pacientes -tratados con L104EA29YIg (denotados como Lﬁ en
las figuras) o con el placebo con el tiempo se muestran en
las figuras 14A Y B. El cambio de la linea base (por ejemplo
reduccién en las articulaciones hinchadas) parece ger mis
importante en los grupos tratados con 2 y 10 mg/kg que con el
placebo o en los grupos con 0.5 mg/kg.

Los registros de evaluacién media del dolor en pacientes
tratados con L104EA29YIg (denotados como Lea en las figuras)
o con el placebo con el tiemgo se muestran en la figura 15.
El cambio deede la linea base (por ejemplo reduccién en el
dolor) parece ser dependiente de la dosis. -

Los registros de evaluacidén de 1la actividad de
enfermedad media evaluada por paciehte o médico en pacientes
tratados con L104EA29YIg (denotado como LEA en las figuras) o
el placebo con el tiempo se muestran en las figuras 16A y B.
El cambio desde la linea base (por ejemplo reduccifn en la

actividad de la enfermedad) parece ser dependiente de la

doeis.

El porcentaje de mejora de la discapacidad fisica
evaluada por HAQ el dfa 85 para pacientes tratados con

CTLA4Ig, L104EA29YIg o placebo Se muestran en la Figura 17
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(Cuestiocnario de Evaluaciéfn de la Salud (HAQ); ies, J F.,
et al., 1982 J. Of Rheumatology 9:789-793) . Existe una'clara
mejora dependiente de la doslis con este paréimetro.

Los cambios de la linea base para los niveles de
proteina reactivas C. Y .soluble con IL-2r fueron
dependientes de la dosis en ambos grupos de tratamiento.
después del tratamiento, los niveles sol;bles de IL-2r
fueron de -2%, -10% y -22% para CTLA4Ig y -4%, -18%, y -
32% para L104EBA29YIg a 0.5, 2.0 y 10.¢0 mg/kg
respectivamente, en comparacién con +3% para el placebo.
Los niveles de proteina reactivas C fueron +12%, -15% y -
32% para CTLA4Ig y +47%, -33% y -47% para L104EA29YIg a
0.5, 2.0 y 10.0 mg/kg respectivamente en comparacién con
+20% para el placebo (figura 7a).

No se observaron hallazgos clinicamente notables con
respecto a la prueba de hematologia de rutina, prueba de
laboratorio en quimica con '1a . excepcién de ligeras
supresiones em los niveles de IgA e IgG a dosls superiores de
ambos farmacos, hallazgos fisicos o evaluaciones de signos
vitales. De manera notable ninguna medicacién indujo

anticuerpoe especificos del farmaco.

EJEMPLO 4

Los piguientes ejemplos describen estudios clinicos

de fase II de pacientes humanos que se administrarsn
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L104EA29YIg para reducir o prevenir el dafio estructural,
incluyendo erosién del hueso o5 de las articulaciones
usando escalas radiogrdficas validadas. Esta mejora en
la reduccifn o prevencidén del dafio estructural es
paralela a la mejora clinica masdida por los parémetros

clinicos.

El estado de la estructura del hueso se observa en
algunos de los pacientes humanos previo al tratamiento
con CTLA41Ig o L104EA29Y1g. Estos pacientes ge
administran.-desde 0.5 hasta 20 mg/kg de CTLA4Ig o
L104EA29YIg crénicamente cada 2 a 12 semanas (solo o en
combinacién con otros agentes) para mantenexr Bsu mejora.
terapéutica con el tiempo. Se toman radiografias de las
manos y loe pies de 1los pacientes en intervalos
predefinidos: 6 meses Yy luego anualmente coma se
recomienda por los lineamientos de FDA. Eatos pacientes
se observan en una extensién de largo plazo después de
§ Yy 12 meses para determinar s8i el tratamiento con
CTL4Ig o L104EA29YIg reduce el avance de{.deterioro del
hueso y luego anualmente. Los pacientes se observan por
métodos radiogridficoes incluyendo. formacién de imé&genes
de resonancia magnética y/o rayos x (MRI) de acuerdo
con la practica estfindar en el arte (Larsen, A. K. And
M. Eek 1877 Acta. Radiol. Diag. 18:481-491; Sharp, J.

T., et al., 1985 Arthritis and Rheumatism 28:1326-
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Se evalan los resultados de 1los datos
radiogrificos para la prevencidén del dafio eatruct;.l;:'al,
incluyendo el aligeramiento del avance de la erosifn
del hueso y el dafio al cartflago, con el eapacio en
articulaciones siendo m&s egtrecho y/o la prevencién de

nuevas erosiones.

EJEMPLO 5 )
Estudioc para evaluar la seguridad y eficacia clinica de T
dosis diferentes de CTLA4Ig administradas por via intravenosa
a sujatos con artritis reumatoide activa mientras reciben
matotraxato

El tratamiento de la artritis reumatoide (RA) est&
cambiando r&pidamente con una voluntad creciente de usar
terapias més agresivas para lograr mayores incrementos en la
eficacia y mayores velocidades de é&xito. L; meta final es
mejorar la condicién del sujeto en una forma mis intensiva,
al elevar la rapidez de una respuesta c¢linica completa e
importante, al tratamiento y mantener este beneficio con
seguridad aceptable. '

El metotrexato permanece como la piedra angular del
tratamiento de la RA. Fue el primer agente que demoatrd un
comienzo temprano-de accién, eficacia superlor y tolerancia
comparado con los DMARDs (por ejemplo oro, hidroxicloroquina,

sulfasalasina) usados para tratar RA. Se puede observar el
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beneficio clfnico ™tdn pronto como 3 semanas después de
iniciar el tratamiento, y 1la mejora méxima ae .logra
generalmente por 6 meses. Sin embargo, el metotrexato tiene
diversas limitaciones. Por ejemplo a pesar de su tolerancia
aumentada, la ventana entre la eficacia y la toxicidad del
higado ep . bastante estrecha. Los sujetos tratados con
metotrexato requieren una observacién cpidadesa y la
toxicidad inaceptable es a menudo la razén para descontinuar
el tratamiento.

El metotrexato tampoco parece controlar
eficientemente el avance de la enfermedad o el deterioxo
de las articulaciones. Para algunos sujetos, los
practicantes se sienten obligados a agregar un segundo
DMARD con la esperanza de una eficacia mejorada a pesar
del riesgo de un; toxicidad aumentada. Alternativamente,
el co-tratamiento c¢on metotrexato y un blogqueadro co-
estimulador (por ejemplo los bloqueadores CDB0 y CD8§
tales como CTLA4Ig) que atacan el mecanismo autoinmune
gue 8e encu;ntra encima de la cascada inflamatoria de
citocinas, también puede incrementar la eficacia.

Como 8e observa en el ejemplo 3 anterior, se
observaron respuestas clinicas importantes y reducciones
en los marcadores substitutos de la actividad de 1la
enfermedad para CTLA4Ig a dosls de 2 y 10 mg/kg como un

buen perfil de tolerancia. También se ha confirmado que

i
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el CTLA4Ig en composicibén usado en el ejemplo 3 anterior
no indujo ningunos efectos colaterales. Como resuliado,
se decidié continuar el desarrollo clinico de CTLA4lIg
para la artritis reumatoide en la fase IIB.

Lo siguiente proporciona una descripcién del estudio
clinico de fase IIB de paciente humanos, a quienes se
les administré 1; molécula soluble de CTLA4 con
metotrexato y los resultados del estudio después de.G
meses.

Este ejfmplo describe un estudio de 12 meses en el
cual se evalué la eficacia primaria después de que todos
los sujetos terminaron 6 meses de tratamiento o
descontinuaron 1la terapia. También se evaluaron _fl
a%ance de la enfermedad y la eficaclia y seguridad a lo
largo de la duracién del estudio.

El estudio utilizé un disefio de dosificacién en
paralelo, controlado por placebo, de doble ciego,
aleatoric. El1 esBtudio pse disefi6 para evaluar la
seguridad, actividad ¢lfnica, inmunogenicidad Y

farmacocinética de*2 dosis de CTLA4Ig: 2 © 10 mg/kg. Un

‘total de aproximadamente 330 sujetos con RA activa y que

recibian metotrexato se colocaron de manera aleatoria en
uno de 3 extremos de dosificacién: CTLA4Ig a 2 mg/kg (Ne
110), 10 mg/kg (N= 110) y el grupo de control de placebo

(N= 110) a quien se le dieron infusiones mensuales por
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12 meses. Todos los grupos continuaroﬂ en un tratamiento
semanal de metotrexato (10-30 semanalmente) (Figuré 57-
62) .

También se administraron CTLA4Ig o un placebo en el
dfa 15. Cada dosis del medicamento de estudio se de
aplicé la infusién por via intravenosa durante
aproximadamente 30 minutos. El punto final de eficacia
primaria fue la velocidad de respuesta de ACR 20 despu@s
de 6 meses.

Durante los primeros 6 meses no se les permitié a*
los sujetos alterar sus dosis de corticoesteroides,
glucocorticoides o - NSAIDs. Tampoco €& permitieron
incrementos en el metotrexato durante los primeros 6
meses. Se permitieron solamenté disminuciones en el
metotrexato si se sentia que provocaba toxicidad. Se
trataron sujetos con metotrexato por al menos 6 meses y
a una dosis estable por 28 dias previo al primer
tratamiento de CTLA4Ig © placebo. No s8e permitieron
DMARD diferentgs al metotrexato. El uso de
corticoesteroides estables de baja dosis (a 10 mg por
dia o mencs) y/o el uso de fArmacos anti-inflamatorios
no esteroidales (NSAIDs), incluyendo el &cido acetil
salicflico (ASA) se permitié. se permitieron'analgésic;s
gue no contenfan ABA o NSAIDs en sujetos que

experimentan dolor que no se ccntrola adecuadamente por
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la linea base y 1lbs medicamentos de estudio, excepto 12
horas antes de una evaluacién de laas articulaciones. Se
permitieron disminuciones de NSAIDs pero solamente si se

debia a eventos adversos tales como toxicidad

gastrointestinal.

Producto de prueba, dosis y modo de administracién, duracién
del tratamiento

CTLA4Ig a 2 mg/kg o 10 mg/kg se colocsd por infusibn cada
2 pgemanas por el primer mes y mensualmente de alli en
adelante por 12 mdhes.

Todos los Bujetos recibieron dosis semanales de
metotrexato (10-30 mg) por al menos 6§ meses previo a la
colocacién aleatoria y se mantuvieron con una dosis de
entrada por -les primeros 6 meses del ensayo. Las dosis
solamente se pudieron disminuir ﬁor toxicidad durante los

primeros 6 meses.

Criterios para evaluacién

El punto final primario de la primera etapa del estudio
fue la proporcitn de sujetos gue refinen los criterioa del
Colegio Americano de Reumatologia con una mejora del 20% (ACR
20) en el dfa 180 (sexto mes). La definicién de ACR 20 de la
mejora es una mejora del 20% desde la linea base en el nfimero

de cuentas de articulaciones sensibles e Hinchadas y una



10

15

- 20

25

192 \XQ

mejora del 20% desde la linea base én 3 de las siguientes 5
mediciones del coqjunto central: evaluacidén élobal del ;ujeto
en cuanto al dolor, evaluacién global del sujeto de 1la
actividad de la enfermedad, evaluaci6én global del médico de
la actividad de enfermedad, evaluacién del sujeto de la
funcién fisic? y el valor de reactivo de fase aguda (proteina
reaétiva C' (CRP)). La evaluaéi6n para una mejora del 50% (ACR
50) y una mejora del 70% (ACR 70) siguen similarmente. Los
sujetos quienes descontinuaron el estudio debido a una falta
de eficacia (esto es, empeoramiento del RA) se consideraron
como 8in respuesta al ACR desde ese tiempo en adelante. Para
todos loe sujetos que abandonarorn por otras razones, Bu
reapuesta a ACR al momento de la descontinuacién se llevé a

adelante.

Métodos astadisticos.

—

Dos dosis de CTLA4Ig (2 mg/kg y 10 mg/kg) se compararon
con el grupo de control de placebo. Todos los sujetos se
mantuvieron en las mismas dosis de entrada estables de
metotrexato. El anélisis primario fue 1la comparacién de
CTLA4Ig 10 mg/kg con el placebo. Los tamafioa de muestra se
basaron en un_nifel de 5% ({extremo 2) de importancia. Con
base en los estudios publicados, la velocidad de respuesta
del placebo mias el-control de metotrexato de ACR20 en 6 meses

es de alrededor de 25%. Se determin® una muestra 107 sujetos
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(ajustado por un abandonoc posible del 15%) por extremo de
tratamiento para producir una potencia de 94% para detectar
una diferencia de 25% a una nivel de 5% (2 extremos).
Similarmente, se determiné la muestra para producir una
potencia de 95% y 90% para detectar las diferencias de 20% y
14% en ACR 50 y ACR 70, respectivamente. Si la comparacién
entre el CTLA4Ig 10 mg/kg y el placebo fue importante_ con
respecto a ACR 20, luego la comparacién entre CTLA4Ig 2 mg/kg
y el placebo se llevd a cabo. Esta segunda prueba debid tener
una potencia de B88%. Este procedimiento secuencialmente de
rechazo con base en las pruebas de Chi cuadrada también se
usd para probar las diferencias en las respuestas de ACR 50 y
ACR 70.

Todoe los anflisis de eficacla se basaron en un conjunto
de datos que contienen todas las evaluaciocnes disponibles de
todos los sujetos que recibieron al menos una dosis del
medicamento de estudio.

Los cambios en porcentaje de la linea base también se
reportaron para los componentes individuales de los ACR. Para

los s8sujetos que descontinuaron se trasladé su (dltima

obsexvacidn.
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TABLA III

Disposicibén del sujeto y demografia

ah>

Metotrexatc +|Metotrexato |Metotrexato
CTLA4Ig 10j+ CTLA4Ig 2|+ placebo
T |ma/kg mg/kg

Enrolamiento/aleatorio|115 105 190
Terminado 99 (86.1%) 82 (78.1%) 78 (65.5%)
Descontinuado 16 (13.9%) |23 (21.9%) |41 (34.5 %)
- Eventos adversos 2 (1.7%) 7 (6.7%) 7 (5.9%)
- Falta de eficacia 12 (10.4%) 13 (12.4%) 29 (24.4%)
- Otros 2 (1.7%) 3 (2.9%) 5 (4.2%)
Edad (aflos) - Media|55.8 (17-83) |54.4 (23-80) |54.7 (23-
{(rango) 80)
Peso (kg) - Media|77.8 (40.1 -|78.7 (48.4 -|79.9 (44 -
{(rango) 144) 186.8) 140)
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Metotrexato +|Metotrexato [Metotrexato
. CTLAdIg 10|+ CTLA4Ig 2+ placebo
ma/kg mg/kg
Sexo 75% femeninos |[63% 66%
femeninos femeninos
Raza 87% blancos B7% blancos |87% blancos
Duracién de laf9.7 + 9.8 9.7 + 8.1 8.9 + 8.3
enfermedad (aflos) '
media + SD
Las caracteristicas clinicas de lfnea base y
demograficas fueron gimilares entre los grupos de
tratamiento. 63 a 75% de los sujetos fueron femeninos, 87%

fueron Caucéseicos. La duraclién media de la enfermedad en 1la

entrada fue de 9.7 + 9.8, 9.7 + 8.1, y 8.9 + 8.3 afios
reapectivamente en el grupo de 10.2 mg/kg y en el de control.
El peso medio en kg fue muy similar entre 77.8 y 79.9 kg con

un rango de 40.1 hasta 186.8 kg (Tabla III).
Después de ¢ meses, mis sujetos habian descontinuado del

grupo de control (35.5%) que de los grupos de tratamiento

activo; 13.9% y 21.9% para los grupcs tratados con 10 y 2

ma/kg, respectivamente. La razén principal fue la falta de

eficacia con 24.3% descontinuado en el grupo de control, lo
opuesto a 12.4% y 10.4% descontinuado en los grupos de 2 y 10

mg/kg, respectivamente. La velccidad de deacontinuacién
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debida a eventos adversos fue menor en el grupo de 10 ﬁg(kg

con 1.7%, mientras que fue de 6.7% y 5.9% en los grupos de

control y de 2 mg/kg, respectivamente,

Durante los primeros 3-4 meses,

las descontinuaciones

aparecieron a una velocidad mds rdpida en el grupo de control

en comparacién con los grupos de tratamiento activo.

Después

ael dia 120, las descontinuaciones para todos los grupos de

tratamiento se estabilizaron para la duracién del periodo de

tratamiento primario (6 meses).

L

Caracteristicas olinicas de linea base

TABLA IV

Metotrexato + | Metotrexato + |Metotrexato
CTLA4Ig 10 CTLA4Ig 2 + placebo
. mg/kg (n= 115) | mg/kg (n= 105) (n= 119)
Articulaciones 30.8 + 12.2 28.2 + 12.0 29.2 + 13.0
sensibles (media +
SD) -
Articulaciones 21.3 + B.4 20.2 + 8.9 21.8 + 8.8
hinchadas (media +
SD)
Dolor (VAS 100 mm)|62.1 + 21.4  |64.5 + 22.3 65.2 + 22.1
(media + SD)
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‘| Metotrexato + | Metotrexato + [Metotrexato
CTLA4Ig 10 CTLA4Ig 2 + placebo
~ |mg/kg (n= 115) { mg/kg (n= 105) | (n= 119)
Funcién fisica|l1.0 + 0.5 1.0 + 0.5 1.0 + 0.6
(registro MHAQ de
0 a 3) (media +
8D) -
Evaluacién global|60. 20.7 59.4 + 23.7 62.8 + 21.6
|del sujeto (VAS
100 mm) (media + N
8D)
Evaluacién globaljs2. 14.8 €1.0 + 16.7 63.3 + 15.5
del médico (Vas
100 mm) (media +
SD)
CRP (mg/dL) 2.9 + 2.8 3.2 + 2.6 3.2 + 3.2
Entumecimiento 97.9 +63.1 104 + 63.9- 106.0 +
matutino {(en min.) 64.2

El nGmero medio de articulaciones hinchadas y sensibles

en la linea base fue comparable entre los 3 grupos de

tratamiento.

El nimero medioc de articulacicnes sensibles y

articulaciones hi_ncha.das en el grupo de 10 mg fue de 30.8 +

12.2 y 21.3 + 8.4,

respactivamente,

El nimeroc medic de

articulaciones sensibles y articulaciones hinchadas en el
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de 8.9,

grupo 2 mg fue de 28.2 12.0 y 20.2 +

respectivamente. El numero medio de articulacilones sensibies

y articulaciones hinchadas en el grupo de control fue de 29.2

+ 13.0 y 21.8 + 8.8, respectivamente. Estas evaluaciones y

todas la otras evaluaciones clinicas fueron similares entre

10

15

20

25

todos los grupos de tratamlento (Tabla IV):

Respuestas ACR y componentes del nicleo

TABLA V

Respuesta ACR a los 6 meses

grupo de

contral

Metotrexato+ Metotrexato+ Metotrexato+
CTLA4Ig CTLA4Ig Placebo
10 mg/kg 2 mg/kg (n = 119)
(n = 115) (n = 105)
ACR20 ~ 60.0% 41.9% 35.3%
Diferencia del 24.7 6.6 -
grupc de
control
95% CI - 11.9, 37.5 -6.2, 19.4 -
Valor p <0.001 0.31 -
ACRS50 36.5% 22.9% 11.8%
Diferencia del 24.8 11.1 -
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Métotrexato+ Metotrexato+ Met;tregato+
CTLA41g CTLA4Ig Placebo
10 mg/kg 2 mg/kg (n = 119)
(n = 115) {n = 105)
95% CI 13.8, 35.7 1.2, 20.9 -
Valor p <0,001 ° 0.027 -
ACR70 _ 16.5% 10.5% 1.7%
Diferencia del 14.8 8.8 -
grupo de
control
95% CI _ 7.5, 22.2 2.7, 14.9 -
Valor ﬁ <0.001 0.005 -

L.as mejoras en las tasas de respuesta de ACR 20, 50 y 70
en el grupo de tratamiento con 10 mg/kg a loa 6 meses con
relacién al grupo de control con metotrexato fueron
estadisticamente importante (figuras 34-38, 40). Las mejoras
en el ACRS0 y ACR 70 para el grupo de 2 mg/kg también fueron
estadisticamente importantes. La diferencia en la respuesta
en ACR 20 entre el grupo 2mg/kg y el grupo de control fue
6.6%. Esta diferencia no fue estadiaticamente_importahte, p =
0.31 (Tabla Vv, figura 49).

Las figuras 34-37 presentan tasas de respueéta ACR desde

el dia 1 hasta el dfa 180. Las figuras 38 y 40 presentan las

tasas de respuesta ACR20, -50 y -70 el dia 180 para los
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diversos grupos de, .tratamiento. Las tasas de respuesta de
ACR50 y ACR70 sugieren la posibilidad de que la eficacia
méxima pudiera no lograrse a 10 mg/kg.

La figura 39 muestra 1la

proporcién de nuevas

articulaciones sensibles

e hinchadas en el dia 180 del
estudio después de la terapla con metatrexato solo o en
comﬁinacién con CTLA4Ig (administrado-a 2 6 0 mg/kg de peso
corporal del sujeto).

La figura 46 muestra la mejora en porcentaje medioc en la

funcién fisica desde la linea base cuando se mide por HAQ.

TABLA VI

Componentes individuales dea ACR el dia 180

(mejora en el porcentaje medio)

Componentes Metotrexato+ Metotrexato+ Metotrexato+
del nicleo CTLA4Ig CTLA4Ig Placebo
10 mg/kg 2 mg/kg (n = 119)
(n = 115) (n = 105)
Articulaciones 59.9% 43.3% 32.1%
sensibles _
Articulaciones 54.9% 45.1% 33.4%
hinchadas
Dolox 46.4% 22.7% 8.4%
Funcién fisi?a 41.5% 17.3% 14.1%
(mHAQ)
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Componentes del .| Metotrexato+ Metotrexato+ |Metotrexato+
ndcleo CTLA4Ig CTLA4Ig placebo
10 mg/kg 2 mg/kg (n = 119)
(n = 115) (n = 105) '
Evaluacién global 40.8% 9.6% - 17.6%
del sujeto
Evaluacién global 52.0% 38.6% 25.6%
del médico
CRP 31.5% 16.2% -23.6%

Los grupos con dosis de 2 y 10 my/kg demostraron alglin grado de
eficacia de entre todos loa componentes clinicos de los criterios de
regspuesta ACR (Tabla VI; Figuras 41-45, 47-48); la evaluacién glcbal
del sujeto en el grupo de dosis de 2 mg/kg es la (nica excepcién. La
reduccién de las articulaciones sensibles e hinchadas parece ser
dependiente de” la dosis. El nimero de articulaciones sensibles se
disminuy$ por 59.9%, 43.3% y 32.1% en los grupos de 10 mg/kg, 2 mg/k
y control, respectivamente. Se cbservd un patrén similar para los
conteoe de articulaciones hinchadas con una dismimucitn de 59.9%,
45.1% y 33.4% con los grupos de 10 my/kg, 2 mg/k y control,
regpectivamente. Las mayores diferencias con relaciSn al grupo de
cantrol es observaron con la evaluaciSn de dolor la cual dlﬂnimyé
46.4%, y 22.7% con relacifn a la linea base para 10 mg y 2 mg/kg
CTLA4IG, respectivamente, en comparacién con 8.45 en el grupo de
cantrol. El CRP medio disminuy® 31.5% t 16.2% con relacién a la linea:
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base en los grupos de 10 y 2 mg/kg en comparacién con un incremento

de 23.6% en el grupo de control.

Calidad de vida r.la;imada con la salud

El impacto de CTLA4Ig en la calidad de vida relacicnada con la
salud (HRQOL) se midid por una forma corta del Estudio de Resultados
MEdicos 36 (SF-36). El SF-36 se administrd a todos los sujetos en la
1inea base, 90 ‘y 180 dfas. El SF-36 comsiste de 36 partes que cubren
8 dominios (funcién f£isica, rol fisico, dolor corporal, salud
general, vitalidad, funcién social, rol emocional y salud mental).
Estos dominios individuales se usan para derivar los registros del
resumen de componentes ffsicos y mentales en el intervalo de 0 a 100
con los mayores registros que indican una mejor calidad de vida.

Las diferencias absolutas de 5 o mis en los registrovs de SF-36
se cansideraron clinicamente aignificativas.

Comparado con los sujetos comparados con el placebo, los .
sujetos en el grupos de CTLA4Ig 10 mg/kg también experimentaron una
mejora estadisticamente significativamente ‘ mayor en todoa los 8
dominios de SF-36 (Figura 50-51). Para loa sujetos tratadoa con
CILAdIg 2 mg/kg, la mwejoras también fueron mejores que aquellos
tratados con placebo pero las diferencias no fueron esptadisticamente
importantes (Figura 50-51).

Ios registros de linea base de SF-36 fueron camparables entre
los tres grupos de tratamiento. ILas mejoras en calidad de wvida

nuestran una tendencla clara de respuesta a la dosis después de 6
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meses de tratamiento.- {os sujetos en el grupo de tratamiento con
CTLA4IG 10 my/kg demostraron mejoras clinica y estadistié&msnte
importantes de la linea base en todos los B8 dominios de SF-36. los
maycres efectos se muestran en los dominios de rol fisico, dolor
corporal ¥ rol emocicnal. Este hallazgo positivo fue consistente con
los resultadoe de eficacia, Para -los sujetos tratados con CTLA4Ig 2
mg/%g las mejoras de la linea base también fueron estadisticamente

importantes para tcdos los dominios excepto la salud mental.

Farmacocinética

Valores de parémetros farmacocinéticos

CMAX TMAX | AUC(TAU) { T-MEDIA CLT VSS
(pG/ML) (H) (ne.H/ML) | (Dfas) | (ML/H/KG) | (L/KG)
2 mg/kg
MEDIA | 57.96 | 0.50% |10176.14 { 13.50 0.23 0.07
DS 16.93 |[_(0.00, | 3069.84 5.91 0.13 0.04
4.00)
N 15 15 15 15 15 15
10 mg/kg
MEDIA | 292.09 [ 0.50* [ 50102.56  13.11 0.22 0.07
DS | 67.78 | (0.00, | 15345.95| 5.32 0.09 0.03
4.00)
N 14 14 14 14 14 14,

*Mediana (minimo, miximo)
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Las farmacocinética de CTLA4Ig se derivd -de los datos de
concentracién en sue:-c:c;ﬂcontra tiempo entre los dias de dosi:; 60 y
50. Se recolectaron las muestras previo a la dosificacién en los
dias 60, a 0.5 y 4 H después de la dosis, en los dias 67, 74, Bl y
previo a la dosificacién en el dfa 90. Los datos preliminares
indican que ambos valores de Cmax y AUC se incrementan en una
proporcién comparable con el incremento de la dosis. Para dosis
nominales que se tncrementan en una proporcién de 1:5, ambos
valores de Cmax y AUC se incrementaron en una proporcién de 1:5.04
y 1:4,92, respectivamente. Ios valores T-HALF, CLT y Vss
parecieron ser comparables e independientes de la dosis.

Los valores medios de Vse fueron de 0.07 L/Kg para ambos

niveles de dcsis, que fue de aproximadamente 1.6 veces del

volumen de plasma.

®
Farmacodinémica
TABLA VII
Valores de linea base media para los blomarcadores
farmacodin&micos
Biomarcador Metotrexato+ Metotrexato+ Metotrexato+
CTLA4Ig CTLA4Ig Placebo
10 mg/kg 2 mg/kg ~ (n = 119}
(n = 115) {n = 105) .
CRP (mg/dL) 2.9 . 3.2 3.2
RF (IU/L) 207 ‘ 274 179
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Biomarcador Metotrexato+ Metotrexato+ Metotrpxato+
CTLA4Ig CTLA4Ig Placebo
_ 10 mg/ky 2 mg/kg (n = 119)
(n = 115) (n = 105)
IL-2r (pg/ml) 1388 1407 1398
IL-6 (pg/ml) 26.7 31.7 21.4“
TNFa {(pg/ml 11.8 6.0 11.9
Los niveles en suero de los blomarcadores

farmacodinimicos se analizaron en diversos tiempos durante el

estudio.

VII.

muestra en las figuras 52-56.

[ ]

Los valores de linea base se muestran en la tabla

Los valores del dia 180 ton relacidn a la linea base se

Los niveles CRP disminuyeron de la l1inea base tanto

en los grupos tratados con CTLA4Ig mds gque en el grupo

de control,

grupo de dosificacién con 10 wmg/kg (Ver figuras 47,

52).

con una mayor reduccién observada en el

48 y

Los niveles del factor reumatoide disminuyeron de la

linea base tanto en los grupo tratados con CTLA4Ig mfs que el

grupo de control con una mayor reduccién observada en los

grupos de dosificacién de 10 mg/kg (Ver figura 53).

Los niveles de IL-2r solubles disminuyeron de la

linea base tanto en los grupos tratados con CTLA4Ig méis

que en el 8rupo de control,

con una mayor reduccidn
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observada en el grupo de dosificacién de 10 mg/kg (Ver
figura 54).

Los niveles en suerco de IL-6 disminuyeron en ambos

grupos tratadoa con CTLA4Ig mis que en el grupo de control

(Ver figura 55). -
Los efectos de CTLA4Ig en los niveles de TNFa en suero
no fueron concluyentes. El grupo dé 2 mg/kg incremento y el

grupo de 10 mg/kg diminuyo con relacién al grupo de control

(Ver Figura 56).

Baguridnd

CTLA4Ig fue bien tolerado en todas las dosis. No hubo
muertes, malignidades o infeccionee oportunistas en
ninguno de los Bujetos gque recibieron CTLA4ig. Los eventos
adversos serios (BAEs) y los eventos adversocs no serios
(NSAEs) fuergn similarea o menos frecuentes en los grupos
de tratamiento activos en comparacién con el grupo de
control.

Menores sujetos en el grupo de 10 mg/kg deacontinuagsn
debido a eventoa adversoa con relacién al grupo de control
(1.7% wva 5,9%, respectivamente). Las discontinuaciones
debidas a eventos adversos en el-z mg/kg fueron similares con
el grupo de control (6.7% vs 5.9%, reapectivamenﬁe). Los SAEs
siguieron un patrén eimilar a las discontinuaciones debidaas a

los eventos adversos.
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No se consideraron eventos adversos serios en el grupeo
de dosis de 10 mg/kg con relaciém a f&rmaco bajo eatudia.
Inmunogenicidad *
No se detectaron respuestas de anticuerpos antifdrmacos
a lo largo del dia 180 a ambos n;veles de dosis de CTLA4Ig.
CTLA4Ig redujo significativamente los signos y los
sintomas de la artritis reumatoide en sujetos que recibieron
metotrexato cuando se evalGa por los criterios de respuesta
ACR. Los efectos de CTLA4Ig parecen incrementarse en proporcién
al nivel de dosis. La mejora de la linea base en todos Yos
componentes del n(icleo de ACR, es mayor en el grupo de 10 mgkg/
que en ei grupo de 2 mg/kg. CTLA4Ig a dosis de 10 mg/kg
demostxé mejoras clinicas y estadisticamente importantes en
todos los 8 dominios del SP-36. Todos 1los biomarcadores
farmacodinimicos ensayados parecieron disminuir en proporcién
al nivel de dosis de CTLA4Ig excepto para TNFa. CTLA4Ig fue
seguro y bien tolerado eﬁ pujetos con artriti; reumatoide que
reciben metotrexato. El perfil del evento advero para ambas

dosis de CTLA4I fue simlilar con el grupo de control.

EJEMPLO 6§
Un estudio de un blogqueador de co-estimulacién, CTLA4Ig, dado
mensualmente en combinacién con Etanercapt a paclentes con

artritis reumatolide activa
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El siguiente ejemplo proporciona una descripcién de la
administracién de CTLA4lig en combinacién etanerceﬁt,- para
tratar pacientes con artritis reumatolde activa.

Etanercept, junto con 1infliximab, comprende una nueva
generaci6n de farmacos contra la artritis reumatoide que
atacan el factor de necrosis de tumor (TNF. Etanercept es una
proteina de fusién dimérica que tiene una porc¢idn
extracelular del receptor TNF ligado a la porcién Fc de la
inmunoglobulina humana (IgGl). Esta protefna de fusibén se
enlaza a TNF, ' blogquea sus interaccliones con lqs receptores
TNF de superficie celular y hace a las moléculas TNF
blolSgicamente inactivas.

Este ejemplo describe un estudio de doce meses en el

.cual Be evalla la eficacia después de que todos los sujetos

completaron 6 meses de tratamiento o de terapia discontinua.
Tamblén se evaluaron el avance de la enfermedad, la eficacia
Yy la seguridad a los largo de la duracién del estudio.

El estudio utilizé un disefio de dosificacién
paralelo controlado por placebo de.doble ciego aleatorio.
Un total de aproximadamente 141 sujetos con RA activa y
que recibenl;taneréept (25 mg dos veces por semana) Bse
colocaxon de , manera aleatoria en 1 de 2 grupos Qe
dosificacién: 1) un grupo recibe CTLA4Ig a 25 mg/kg (n =

94) m&s etanercept o 2) un grupo placebo recibe solamente

etanercept (n = 47).
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Producto de prueba, dosis y modo de administracién, duraciéa
de tratamiento |

Tod;aa los Bujetos que recibie-ron etanercept (25 mg veces
por semana) por al menos 3 meaes previo al tratamiento.

Se dieron infusiones de CTLA4Ig en los dias 1, 15, 30 y
mensualmente de ahf en adelante durante S‘meses (fase de
tratamiento primario). Cada dosis del medicamento bajo
estudio se coloco en infusién intravenosa por aproximadamente
30 minutos.

la fase de tratamiento primaria del estudio tuvo lugar
durante los primeroe 6 meses de tratamlento. Durante este
periodo, se les requirié a los sujetos permanecer en dosis
estables de etanercept (25' mg dos veces por semana). No se
permitieron DMARDs diferente sal etanercept. Corticosteriocdes
estables de baja dosigs (a 10 mg diario o menor) y/o farmaco anti-
inflamatorio no esteroidal estable (NSAID), incuyendo A&cidos
acetil salici’ico (ASA), en su uso se permitié. Se permitieron
los analgé€sicos {(Qque no contenian ASA o NSAIDs) en sujetos que
experimentaron dolor que no He controlo adecuadamente por 1la
lfnea base y los medicamentos bajo estudic excepto durante.l12

horas antes de la evaluacibén de la articulacién.

Criterios para evaluacién
El punto £final - primario de easte estudio fue recolectar

datos referentes a la proporcién de sujetos que re(inen los
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criterios modificadoa del colegio americano de reumatologia
(ACR) para una mejora del 20% (ACR 20) después de 6 neaeé. Los
criterios modificados de ARC20 se usaron para acomodar niveles
bajos de CRP en la poblacién de sujetos del estudio. SE
definieron los criGerios ACR modificados como 1) mayor de 20% de
mejora en el conteo de articulaciones sensibles e hinchadas y 2)
mayor de 20% de mejora en 2 de las. cuatro medidas de conjunto de
datos centrales restantes (dolor global, médico, sujeto,
evaluacién fuﬁbional). CRP, que es normalmente una parte de los
conjuntos de datos de nficleos de ACR esténdar, no se incluyo en
los criterios ACR modificados debido a los bajos niveles de CRP
en sujetos que usan bloqueadores TNF tales como etanercept. Los
cristerios esténdar de ACR y dos criterios alternativos (salud
fisica SF-36 y salud mental de SF-36) también se evaluaron como

puntos finales secundarios.

Métodos eatadisticos

El tratamiento de un grupo de pacientes con CTLA4Ig 2mg/kg
en combinacién con etanercept se comparo con unjgrupo de control
tratado con' placebo mis etanercept. Con base en los estudios
previo con etanercept con poblaciones de pacientes similares, se
asumid que la velocidad de respuesta ACR20 modificada (criterics
modificados para evaluacién) en 6 meses seria de 35% en el grupo

de control. Esta en la proporcién de respuesta esperada entre

sujetos que no respondieron adecuadamente a la terapia de
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etanercept. Al usar- una aleatorizacién de 2:1, una wmuestra de
141 sujetos {(ajustados por una desercifn pogible de 104) (47
control/94 CTLA4Ig) produjo una potencia de 90% para detecEar
una diferencia de 30% a un nivel de 5% de importancia (extremo
2, con base en la prueba chi-cuadrada sin ajuste para correccién
de continuidad) .

Similarmente, la muestra se determiné que producia una
potencia de 91% y 83% para detectar diferencias de 30 y 25%
en ACR 50 y 70, respectivamente. Sin embargo, debido al lento
enrolamiento, solamente 122 pujetos se colocaron de manera

aleatoria y 121 pe trataron y analizaron (un sujeto se colocd

de manera aleatoria pero nunca recibic tratamiento).

Caracterfisticas de demografia y de linea base
TABLA 1

DigposiciSn del sujeto en el dia 180

CTLA41Ig +|Placebo + | TOTAL
* etancerpt etancerpt

Aleatorio* 85 36 121
Terminado 68 (80%) 22 (61%) 90 (74%)
Descontinuado 17 (20%) 14 (39%) 31 (26%)
Eventos advérsos 6 (7.0%) : 1 (2.7%) 7 (6%)
Falta de eficacia |6 (7.0%) 12 (338) - |18 (158)
otro 5 (5.8%) 1 (2.7%) 6 (5%)

* Excluye a un sujeto que no recibié tratamiento
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sels

meses,

la

proporcién

&

de

descontinuaciones totales fueron superiores (39%) en el grupo

de tratamiento de placebo mds etanercept en comparado con el

grupo de CTLA4Ig mds Etancept (20%). La diferencla se impulso

por un mayor grado de descontinuacién debido a la falta de

efiéacia en el grupo de placebo mds etanercept (Tabla 1).

Las caracteristicas demogrdficas fueron similares entre

los grupos de tratamiento. La mayoria de los sujetos fueron

femeninos y caucAsicos.

fue de 13 aflos y la edad media fue de 52 afios (Tabla 2).

TABLA 2

Caracteristicas Clinicas y Demogriaficas de la linea Base

La duraciétn media de la enfermedad

Media

CTLA4Ig Placebo + | TOTAL

etancerpt etancerpt N = 121

N = 85 N = 36
Edad media: aflos|50 (24-74) 55 (28-72) 52 (24-74)
(rango})
Peso medio: Kg|81 (45-154) 79 (46-126) (81 (45-154)
(rango)
Genero: femenino: n|66 (78%} 26 (72%) 92 (76%)
(%) -
Raza: Caucasica - ni80 (94%) 36 {100%) 116 (96%)
(%)
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_ CTLA4Ig +|Placebo + | TOTAL

etancerpt etancerpt N = 121

N = 85 N = 36
Duracién media de|13.0 + 10.1 12.8 + 8.6 |13.0 + 9.7
la enfermedag: aros
+ bs
Articulaciones 28.7 + 14.0 29.5 + 13.7 |28.9 + 13.8
sensibles (de 68)-
media + bs
Articulacionea 19.6 + 9.4 20.3 + 11.0 |19.8 + 9.9
inchadas- (de 66) -
media + bs

Las caracteristicas clinicas de la linea base fueron
similares entre los grupos de tratamiento incluyendo una
media de 29 articulaciones sensibles y 26* articulaciones
inchadas. Con la excepcién de los Yalores de CRP que fueron
inferiores, las caracteristicas de linea base fueron tipicas

de los sujetos con artritis reumatoide activa y enrolados en

estudioa clinicos (Tabla 2).

Respuestas ACR y componentes del nficleo

Las mejoras en las respuestas de ACR 20 y ACR 70 en el
grupo de CTLA4Ig+ etanecept fueron estadisticamente
importantes en comparacién con el grupo de CTLA4Ig + placebo

(Tabla 3 y Figura 63).
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TABLA 3

Respuesta modificada de ACR en el dia 180 nimeroc de suiatos

S

‘o

- (%) »

ACR 20 ACR 50 ACR 70
| CTLA4Ig +|48.2% 25.9% 10.6%
etanercept**» -
Dif. del placebo +|20.5% 6.4% 10.6%
etanercept .
95% CI (1.2, 39.7) (-10.2, {o0.4, 20.8)

23.1)

Valor p 0.037*% . 0.448 0.042%~

* Ver criterios para evaluacibén
**p < 0.05 (probabilidad de respuesta ACR en CTLA4Ig +
etanercept vs. Placebo + etanerceptf

***N « 85 y N = 36 para CTLA4Ig + etanercept: y Placebo +
etanercept, respectivamente.

A los dos meses de tratamiento, se observaron respuestas
numericamente esuperiores en todos los componentes de 1los
criterios ACR para el grupo de CTLA4Ig mAs etanercept. Tres
de los siete componentes ACR se muestran en la Figura 64A-C.

Las mejoras medias en los componentes individuales de los

criterios ACR en el dfa 180 fueron consistentemente superiores

en el grupo de tratamiento de CTLA4Ig mis etanercept comparado

con el grupo de placebo més etanercept (Tabla 4).
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v TABLA 4
Mejora Media en Porcentaje (SE) en los componentes ACR

individuales en el Dia 180

Componente ACR CTLAAIg +|Placebo +
etanercept N= B85 |etanercept N=
36
Articulaciones senaibles 42% (5.5) — |24% (8.3)
Articulaciones inchadas 37% (5.0) 21% (8.1)
Dolor 34% (4.3) -1% (10.8)
Puncién fisica (MHAQ) 31% (5.2) -5% (13.8)
Evaluaclén Global del|27% (5.4) 3% (9.5)
Sujeto
Evaluacifn Fisica del|43% (4.3) 27% (5.8)
medico

Calidad de wvida

En comparacién con la linea base, los sujetos en “el
grupo de CTLA4Ig mis etanecerpt demostrarcn mejoras
estadisticamente importantes en el difia 180 en todas las 8
sub-escalas de SF-36- comparado con solamente una (funcién
fisica) en sujetos en el grupe de placebo mis etanecerpt. Los
cambios absolutos en la sub-escala de HRQOL se consideraron

clinicamente significativos.
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Comparado con el grupo de placebo mis etanecerpt los
sujetos en el g:r.'-u.po CTLA4Ig mis etanercept-experimentaron una
mejora aignificativamente mayor d-e forma esptadistica e.n
cuatro 8subescalas de 8F-36: rol fisico, dolor corporal,
vitalidad y funcién msoclal (Figura 65). Las mejoras en las
otras cuatro sub-escalas tawbién fueron mayores que en el
grupo de placebo mis etanecerpt aungue no fueron

estadisticamente importantes.

Seguridad

No sucediercn muertes ¢ infecciones oportunistas durante
los primerca seis meses de este estudio. Entre -los eventos
adversos mis frecuentemente méis reportgdos, el dolor de
cabeza, irrfecciﬁn respiratoria superior dolor musculo
eaguelético, nausea/vomito, hipertensién y diarrea sucedieron
a una velocidad euperior en el grupo de CTLA4Ig .m&s
etanecerpt comparado con el grupo placebo mis etanecerpt. Las
anormalidades de los senos nasales y el salpullido fueron
ligeramente; mayores en el grupo de CTLA4Ig mis etanecerpt
también.

Mis sujetos en el grupc CTLA4Ig més etaneceq‘:t
experimentaron eventos adversos serios (SAE) (7.1%) que en el
grupe de etanecerpt mi&s placebo {2.8%). Sih __eml;argo, ninguno
SAEs ge consideraron relacionados con el farmac;:a bajo

estudio.
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Dos 8sujetoa -‘que recibieron CTLA4Ig Yy etanecerpt
tuvieron una malignidad dermatolégica. Un sujeto tﬁ§6 un
carcinoma de célula basal que se extirpo después de la
visita en el dfa 150. El otro sujeto tuvo un carcinoma de
célula escampsa que fue una lesidén pre-existente que el
sujeto decidioc que se retirara después de la visita el dia
120. Otro sujeto experimento angioedema que se coneideré
por el investigador por ser una reaccifn de firmaco a_la
azitromicina.

Todoa los eventos adversos (AE) que conducen a 1la
descontinuacién fueron de intensidad media o moderada. Una
descontinuacién en el grupo &e CTLA4Ig méa etanecerpt ase

debié a un tremor, se conslder5 como un evento adverso

serio.
Inmunogenicidad

Ninguno sujetos gque  recibieron CTLAAIg
ceroconvertido para anticuerpos especificos de

CTLA4Ig o CTLAA-T. No se observd cambio importante en
losa GMT para anticuerpos especificos de CTLA4Ig o

CTLA4-T.

Comparacién entre las respuestas ACR de CTLA4Ig/etanecerpt y

CTLA4AIg/metotrexato
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TABLA 5
Respuestas ACR de CTLA4Ig + atanecerpt vae. CTLA4Ig +

metotrexato (% de mejora):

CTLA4Ig +|CTLA4Ig + Metotrexato® (IMLOl-

Etanecerpt" (IM101-]100)

101)
2 mg/kg|0 mg/kg®({10 mg/kg|2 -mg/kg 0 mg/kg®
N= 85 N= 36 N= ;15 N= 105 Ne 119
ACR 20 48.2%% 27.8% 60.0%" 41.9% 35.3%
ACR 50 29.3% 19.4% 36.5%° 22.9%° 11.8%
ACR 70 10.6%° o% 16.5%% 10.5%¢ 1.7%

ACR modificado ver criterios para evaluacién

-2

ACR estandar crikerios

terapia de placebo + respaldo (etanercept o metotrexato)

p<0.05 ACR para la diferencia en la respuesta de ACR contra
terapla de placebo + respaldo

La eficacia de CTLA4Ig mis etanercept a 2 mg/kg fue
similar con agquella cbservada en los sujetos gue reciben la
misma dosis de terapia de CTLA4Ig mie metotrexato (Ejemplo
5). 8in embargo, los criterios para la evaluacién en el
ensayo con metotrexato (Ejemplo 5) fue el ACR estandar que
incluye CRP entre los componentes del nficlec miéentras que ;1
ensayc con etanercpt (Ejemplo 6) 1los criterios para

evaluacién fueron el ACR modificado que excluye CRP.
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Conclusidn

La evaluacién preliminar del estudio 'a los Beis 'meses
encontré que CTLA4Ig (2 mg/kg) en combinacién con etanercept
redujo los signos y sintomas de la artritis reumatoide en
comparacién con el etanercept solamente. Los ‘incrementos en
los engayos AERz 0 Y ACR 70 modificados fueron
estadisticamente importantes. La eficacia de CTLA4Ig mis la
terapia con etanercept se observé dentro de un mes dgl
comienzo del tratamiento. CTLA4Ig fue generalmente seguro y
bien tolerac;o cuando ge administra en combinacién con
etanercept con un perfil de sequridad similar a la terapia
con etanercept sola. CTLA4Ig no fue inmunogénice durante el
periodo de ensayo de seis meses. Adicionalmente, la eficacia
de la terapia de CTLA4Ig en combinacifn con etanercept
(Ejemplo 6) fue similar a la misma dosis de CTLA4Ig con

metotrexato (Ejemplo 5).

EJEMPLO 7
Rasultados de un afio del estudio controlado con placebo de
doble clego, aleatorio multicentro de fase I;B para svaluar
la seguridad y eficacia clinica de dos dosis diferentes de
BMB-188667 administradas por via intravenosa a sujetos con
artritis reumatoide activa mientras reciben metotrexato .

El siguiente Ejemplo proporciona los resultados de un

afio de un estudio clinice controlado con placebo de doble
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A

clego, aleatoerio malticentro de fape IIB, para evaluar la
gseguridad y eficacia clinica de administrar dos -doais
diferentea de CTLA4Ig en combinacién con metotrexato para
tratar pacientes con artritis reumatolde activa (RA). _El
estudio presentado en este ejemplo es una continuacién del
estudio de seis meses p;;sentado en el Ejemplo 5.

Con base en los resultados de eficacia preliminares del
Ejemplo 3, arriba, y la préictica estidndar de agregar otras
terapias al MIX en el tratamiento de RA, este estudio se
disefi® para probar la hip6tesis de que CTLA4Ig(BMS-188667)
combinado con MTX puede tener una eficaci® clinica mayor
cuando se compara con MTX mis placebo en sujetos RA gquienes
todavfa tienen la enfermedad activa en vez de tratamiento
MTX.

Los resultadoe presentados en eate reporte de estudio
clinico se basan en los datos de un an8lisis realizado
después de que todos los sujetos completaron 6 meses de
tratamiento y nuevamente después de que todos los sujetos
completaron 12 meses de tratamiento.

A través de este Ejemplo, el grupo 10 mg/kg CTLA4Ig mésa
MIX puede referirse como el grupd 10 mg/kg, el grupo 2 mg/kg
mis MTX Be ‘refiere como el grupo 2mg/kg, y el grupo
CTLA4Ig(BMS-188667) placebo miAs MTX se refiere como el grupo

placebo.
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Maetodologia del Estudio

Este estudio compara la eficacia clfinica dé dos
diferentes dosis (10 y 2 mg/kg) de CTLAJ&g (BMS-188667)
combinado con metotrexato (MTX) o con MTX mds placebo en
sujetos con RA activo como se evalda por ACR a intervalos de
6 meses y 12 meses. Este estudio enrcla sujetos adultos con
RA activo que tienen una respuesta inadecuada al MTX.

Los resultados después de un afio de monitorear sujetps
con artritis reumatolde activa a los cuales se les administra
intravenogamente: ‘1) CTLA4Ig a una dosis de 2 mg/kg de peso
corporal con metotrexato, 2) CTLA4Ig a una dosis de 10 mg/kg
de peso corporal con metotrexato, o 3) placebo con
metotrexate (de aqui en adelante conocido como placebo), se
presentan aqui.

Los sujetos con RA activa, a pesar del tratamiento con
MTX y que cumplen los criterios de inclusién/exclusién parxa
este estudios se colocaron aleatoriamente 1:1:1 para recibir
uno de los siguientes tratamiento en un respaldg de terapia
MTX: CTLA4Ig (BMS-188667) 10 mg/kg, CTLA4Ig (BMS-188667) 2
mg/kg, o placebo. Los sujetos deber&n tratarse con MTX (10 mg
hasta 30 mg semanalmente) durante al menos 6 semanas, a una
dosle estable por 28 dias antes del Dia 1.

Grupos de Tratamiento: Los sujetos se colocaron
aleatoriamente 1:1:1 para uno de los fres grupos de

tratamiento:
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1) Grupo 1: CTLA4Ig (BMS-188667) 10 mg/kg por infusién
intravencsa
2) Grupc 2: CTLA4Ig (BMS-18B667) 2 mg/kg por infusién

intravenosa

3) Grupo3: CTLA4Ig {(BMS-188667) placebo por infusién
="
intravenosa.

Las dosis de infusién se basan en el peso corporal del
paciente desde una visita previa al tratamiento
inmediatamente antes de la visita del Dia 1 (para un suj;to
en monoterapia MTX, el peso se obtiene en la viseita de
seleccidén; para un sujeto en terapia de combinacién MTX ([en
combinacién con otros DMARDs], el peso sge obtiene de la
visita de eliminacién, Dia 2). Las infusiones no se modifican
durante el Dfa 1 hasta el Dia 360.

Las infuslones se presentan aproximadamente al mismo
tiempo del dfa a través del eatudio. Todas las dosis del
medicamento de estudio se administran en un volumen fijo de
75 mL a una relacién constante durante aproximadamente 30
minutos. La bolsa y la 11ne_a intravenosa se mojan con 25 mL
de dextrosma al 5% en solucibén acuosa (D5W) al final de cada
infusién: Todas las infusiones intravenosas se administran
con el sujetoc en la posicién de sentado. Los sujetos se
observan para Eventoa Adversos {(Aes) y cambios en los signos

vitales (presiém sanguinea, ritmo cardiaco, temperatura

coxrporal) desde el inicio de cada infusifn (previo a la

é\')
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L]
dosis, 15, 30, 45,~.60, 75, 90, 120 minutos) Y por un minimo

de 2 horas después de que inicio la infusién. El periédo de
obeervacidn podri extenderse, si se indica clinicamente.

Durante la fase primaria (Dfia 1 hasta Dia 180) del

estudio, se permite 1l1la administracién concomitante de
medicamentos seleccionados. Los medicamentos permitidos
incluye: -

MTX: Uso continuo de dosis actual (sin incrementos, .Y
reducciones 86lo por toxicidad)

Corticosteroides sistémicos (noo tépicos): Con: 1la
condicién de que la dosis sea esta@le y la dosis
total sea menor a o igual al equivalente de
prednisona 10 mg/dia. Inyecciones intra-articulares
se evitarfin; sin embargo, s8i es necesario, se
permiten- hasta dos inyeccionea intra-articulares.
NOTA: Una articulacién que recibe una inyeccién
intra-articular se cuenta como “activa* en TODOS
los ensayos/evaluaciones posteriores.

NSAIDg, incluyendo ASA: con la condicifn de que la dosis
sea estable

Acetaminofen, productos de combinacién que incluyen
acetaminofen y analgésicos narcdticos ({esto ;é,
acetaminofen con fosfato de codeina, acetaminofen
con napsilato de propoxifeno, acetaminofen con

clorochidrato de oxicodona, acetaminofen con

e‘d\
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bitartraté’ de oxicodona, étc), o tramadol: Para
gujetos gque experimentan dolor no controlado
adecuadamente por la linea base o medicamento del
estudio (excepto para 12 horas antes de la
evaluacibén de articulacién).

la Tabla 1 es un programa de procedimientos vy

evaluaciones de estudio.

TABLA 1

Programa de Procedimientos y Evaluaciones de Estudio

Pericdo de Tratamlento Pratratamients Dfa de Tretmmientd™ >
(Dda)
Dia de Visita [Seleccién| (-2)|1[15][30][60[90[130]150[180[210] 240270300330 360
{-20 a *
-2)
Bmluaciones ds seleccifn
Comentimientno informado F
Historia y Flaica Conpleta X x
OR X
e e x X
Maclicementos X
egtabilisados/
Retirados prohibidos (i -
es necegarin)®
fujeto ammlad X F ol
Sujeto en aleatarid® X g
Domi ficecifn®
Evaluacifnes de
Iotermedic®
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Pericdo de Tratamiento Powtratmzianto ._ Dis de Tratamiento™ 0
Duracién de rigidex X X|x|x X
matutina

Historis y Flsica X x| x| x X
Intermadin

Quenta de sxticulacifn 3 X x| x X
senaihle

Cuenta de articulacifn 3 X|xX|x X
hincharia

Bvaluacifn dal dolor del X X| x| X X
sujeto

Evaluacifn global del X X| x| x X
sujeto de la actividad de

1a enfarmdad -
Bwaluacifn glchal del X Xi1xXx| X X
midico de 1a actividad del

Bujeto

EBvaluacifn d=l puleto da b 4 X| x| x X

la funcifn £1sica

Questionario de eald
fiornm 36 cxrta (SP-36)

Respuneta del sujeto a la
tarapia

BEluaciones Ja Segurided .

Mxitoreo da gvento
adverso

Fead

Mamograffa (sblo mijeres)®

Signoa vitalea -
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Periods da Toatsmiento

Dia de Tratmmignto 3™

Laboratorio

Cac

Panal de quimica

Andlisis do orina

Prueba de enbarazo orima/
suerc?

wy x| X X

x| »| w| »

Antigeno da superficie de
hepatitis B

Anticuerpo de hepatitis C

Taomaccodinkicos (FO)

Factor reumatalde

CRP

IL-ZR

Citecines exploratorias
(ICP4-1 e-Salactina, II~6
Yy TR

LI T ]

"
»

| M| M| X
»

Wl Ml M w

Farmacocinétiocos

Datarmirscicnes da
irmmnoglchuline

Innmoglobul inea
cuantitativas (IgG, IgA,
IgM)

Inmunogenicidad

Prusha Anti-EMS-188667AD

Evalimciorme

rediogrificas

Rayos X (mancs/ milecas y
plad)
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* Se realizaron rayos X del pecho ¥ ECG sl no se realizan.

dentro de 6 meses ‘0 no se presentan.

P 581 el sujeto se trata con DMARD en la cima de la terapia de
metotrexato y no reline loe criterios de entrada iniciales,
los DMARD deberin lavarse por al menos 28 dias antes del Dia

1. -

° Esta visita se requiere sélo si el sujeto esti en terapia
MTX.

4 prueba de embarazo de orina.y suero realizada dentro de.48
horas antes de dosificar, para todas las mujeres de potencial
embarazo. La prueba de embarazo de suero 8se procesa
localmente.

®* Los sujetos que se descontinGGan deberin tener una visita de
“terminacién temprana”. Las evaluaciones en esta wvisita
fueron idénticas a las evaluacilones realizadas el Dia 360.
Las evaluaciones para esta visita reemplazamr las que pueden
programarse en el dia de la descontinuacién. Los cambios en
DMARD actual, estercide, o terapia'de NSAID no se permiten
hasta después de que estas evaluaciones se realizaron. Los
sujetos se contactan 30 dias después de la descontinuacién
para capturar datos de seguridad (eventos adversos).

f Cada esfuerzo deberi hacerse para asegurar que el miemo
evaluador complete la evaluacién para cada sujeto.

9 Deberi usarse el peso m&s reciente para calcular la doais

de firmaco del estudio. Todas las dogis administradas durante
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2]l estudio se basan en este peso.i -

» Para el Dia 15, se permite una ventana de visita +/- é dia.

Para visita® posteriores, se permite una ventana de visita

+/- 7 dia.

1 8610 examen fiaico completo.

} Todas las evaluaciones deberén realizarse o administrarse

antes de la administracién del farmaco del estudio, salvo que

se indique de otra manera.

* Los resultados de todas las evaluaciones deber&n revisarse

para requerimientos de elegibilidad antes de poner en

contacto con el Central Randomization System para colocar en

forma aleatoria.

1 Ver seccién 2.1.4.3 del protocelo para racionalizacién de

mamografia. Si no s8e realiza dentro de 6 mesee (la

documentacién deberid presentarse) .antes del consentimiento

firﬁado. Los sujetos que se descontinfan del estudio después

del Dia 1 requieren un mamograma de seguimiento al cumplir un

afio del mamograma que se realizé durante el periodo de

seleccién.

" El peso corporal del sujeto se proporciona al sistema de

¢olocacibébn aleatoria central.

? No se fequieren evaluaciones radiogridficas en la visita

final para los sujetos que se descontinuaron dentro de los

primercos nueve meses de tratamiento.

° Los sujetos que terminaron tempranamente que tienen eventos
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adversos y medicamentos concomitantes se registran 30 y 60

dias después de la filtima dosis para medicamento de estudio.

!valuaci-ones de Eficacia
Mediciones y Respuestas Clinicas

La respuesta._ clinica se evalGa usando el Conjunto de
Datog de Nicleo y Definiciones de Respuesta del Colegio
Americano de Reumatolegfa (ACR, por sus silgas en inglés).
Para esta evaluacién, los datos se colectan en piete
componentes: -1) cuenta de articulacién sensible (68 cuentas
de articulacidén estandarizadas); 2) cuenta de articulacién
hinchada (66 cuentas de articulacién estandarizadas); 3)
evaluacién global de dolor del sujeto; 4) evaluacién global
de actividad de la enfermedad del sujeto; 5) evaluacIén
global de 1la actividad de la énfermedad del médico; 6)
evaluacién de la funcién fisica del sujeto (MHAQ); y 7) un
valor de reactivo de fasme aguda CRP.

La definlicién ACR 20, ACR 50, y ACR 70 de la respuesta
corresponde a una mejora del 20%, 50%, o 70%,
regpectivamente, sobre la 1linea base en articulacién
sensibles e hinchadas componentes 1 y 2) y una mejora del
20%, 50%, y 70%, respectivamente, en tres c}e las cinco
mediciones del con;.iunto de datos de nicleo restantea

(componentes 3 hasta 7). Una Respuesta Clinica Mayor se

define como el mantenimiento de una respuesta ACR 70 sobre un

- ‘ 4‘[/
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periodo de 6 meges continuo. Ver la Tabla 1 para los dfas en
los datos para cada.-componente se colectan. -

Los andlisis de eficacia primarios se prueban para
diferencias en la respuesta ACR 20 entre los dos grupos de
tratamienco CTLA4Ig (BMS-188667) y el grupo placebo a los 6
meses (Dfia 180). Se emplea un procedimiento de prueba
secuencial. Primero, se usa una prueba de cuadrado Chi para
comparar los datos para el grupo 10 mg/kg CTLA4Ig con los
datos para el grupo placebo en el nivel de 0.05 de
importancia. 81 esto es importante, los datos para el grupo 2
mg/kg CTLA4Ig se comparan con el grupo placebo al nivel 0.05.
este procedimiento de prueba conserva el niveI alfa géneral a
5%. Se lievan a cabo anflisis similares para las respuestas
ACR 5C y ACR 70 a 6 mesesa. Las diferencias en respuestas ACR
20, ACR 50 y ACR 70 entre cada grupo de tratamiento CTLA4Ig
(BM5-188667) y el grupo placebo se resumen usando los
eatimados de punto y los intervalos de confianza al 95%. Loa
sujetos que se les deacontinGa del estudio debido a 1la
carencia de eficacia (esto es, RA agravade) se consideran que
no responden a ACR en todos los puntos de tiempo posteriores.
Para todos los sujetos que se les descontinia por otras
razones, se lleva adelante sgu Gltima respuesta ACR. _

Las relagiones de respuesta ACR 20, ACR 50, y ACR 70 el
difa 360 se comparan entre cada grupo de tratamiento CTLA4Ig

(BMS-188667) y el placebo al nivel de importancia ajustado
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Dunnett 0.027 (dos extremidades) .

La proporcidii dg respondedores gue alcanzaﬂ una
respuesta ACR 20 en cada punto de tiempo también se agrupan
durante el tiempo, y la prueba Cochran Mantei:Haenszel (W, G.
Cochran, 1954, Some Methods of Strengthening the Common Chi-
Square Test, Biometrics 10:417-451; N. Mantel and W.
Haenszel, 1959, Bilostatistical Aspects of the Analysis of
Data from Retrospective Studies of Disease, J Nat Cancer
Inst, 22: 719-748) se usa para comparar la frecuentcia de los
sujetos que alcanzan una respuesta ACR 20 en cada grupo
CTLA4Ig (BMS-188667) contra el grupo placebo.

Las respuestas ACR 20, ACR 50, y ACR 70 los Dias 15, 30,
60, S0, 120, 150, 180, 240, 300, y 360 también se presentan
para los dos grupos CTLA4Ig (BM57188667) Yy el grupo placebo.
Las diferenclas en lae respuestas ACR entre 1los grupos
CTLA4Ig (BMS-188667) y grupo placebo se resumen usando los
intervalos de confianza al 95%. Los datos ACR que se agrupan
durante el tiempo se usan para evaluar la accién de inicie y
para determinar el tiempo de respuesta miximo.

Una Respuesta Clinica Mayor se define como el
mantenimiento de una respuesta ACR 70 sobre un periodo de 6
mesesa continuo. En el andlisis de 12 meses, la proporcién de
sujetos que alcanzan una Respuesta Clinica Mayor entre los
tres grupos se resumen.

Con objeto de evaluar la integridad de los anilisis
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pianeados, todoa los s8ujetos que reciben medicamento de
estudio y descontiniian el estudio por cualquier razé'n, se
corisideran que no responden a ACR en todas las visitas de
estudio programadas posteriores a la descontinuacibn.

Bl Indice acumulativo, ACR-N, se evalué en cada
evaluacidn seguida, y el AUC se evalud durante hasta 6 meses
y hasta 12 meses. La regla trapezoidal se uso para computar
el AUC. El ACR-N AUC se compar6 entre los dos grupos de
t';ratamiento CTLAAIg (BMS-188667) y el grupo placebo usando un
andlipis de variacién (ANOVA) para datos de 6 y 12 mes;s.
Esto permite la evaluacién de la respuesta del sujeto a
través del estudio. Estos anflisis se llevan a cabo en los
conjuntos de datos LOCF.

Las 8suposiciones de distribucién con respecto a 1la
normalidad de los datos ACR-N AUC se revisaron usando la
prueba Shapiro-Wilks en regiduos eatandarizac_l_oa a partir del
modelo ANOVA al nivel del 10% de importancia.

Los biomarcadores substitutos también &se wusan para
evaluar la eficacia de los regimenes de tratamiento CTLA4Ig +
MTX o placebo + MTX. Los biomarcadores potenciales para

inmunomodulacién o inflamacién en RA incluyen CRP, IL-2r
soluble, RF, ICAM-1 sgoluble, E-selectina, IL-6 de suero, y
TNFa. Estos parémetros se resumen por el grupoc de

tratamiento, usando frecuencias y cambio medio de la linea

base hasta el Dia 180 y Dia 360.
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Un Evento Adversc (AE) se define como cualquter
enfermedad nueva o émpeorada, sintoma de seflal o anormélidad
de prueba de laboratorio clinicamente importante notada por
el investigador durante el curso del estudio, sin considerar
la casualidad. Un evento adverso serio (SAE) se define como
un AE que cumple cualesquiera de los siguientes criterios:
:fua fatal; amenaz6 1la vida; zresulta en o prolonga 1la
hospitalizacién; resulta en una discapacidad o incapacidad
persistente o importante, fue céncer, fue un defecto de
nacimiento/anormalidad congénita, resulta en una sobredosis,
reasulta en el desarrollo de una dependencia al firmaco o
abuso del f&rmaco, o fue un evento médico important':e.

La medicién de los signos vitales se obtiene al
seleccionar y en cada visita de estudio durante y deapué&s de
la administracién del f&rmaco de estudio. Las mediciones de
gignos vitales (presién sanguinea en reposo, rito cardiaco, y
temperatura corporal) se resumen por el grupo de tratamiento
usando medias.

Los dos grupos de tratamiento CTLA4Ig (BMS-188667) (10 y
2 mg/kg) s8se comparan con el grupo placebo. El1 anilisgis
primaria fue la comparacién de una relacién de respuesta ACR
de 6 meses para grupos 10 mg/kg y placebo, seguidc por ‘I_La
comparacién de 2 mg/kg cén placebo solamente si el anterior
fue importante. Los tamafios de muestra se basan en un nivel

del 5% (dos extremidades) de importancia. La relacién de



10

15,

20

25

234

respuesta ACR 20 para el grupo placebo a 6 meses se estima
que es de alrededor del 25% (Weinblatt M, Kremeé JM,
Bankhurst AD et. al. A trial of etanercept, a recombinant
TNF:Tc fusion protein in patients with RA receiving
methotrexato. NEJM 19%9; 340:253-259). Una muestra de 107
sujetos por grupo de tratamiento {(ajustado para una relacién
de descontinuacién del 15% posible) se determina para
proporcionar una energfa del 94% para deatectar una diferencia
del 25% en el nivel del 5% {dos extremidades). La Tabla 2
resume la energia necesaria para detectar lae diferencias de

tratamiento especificas en las respuestas ACR 20, ACR 50, y

ACR 70 a 6 meses,

TABLA 2 -

Relaciones de Respuesta y Energia con 107* Bujetos por Grupo

Respuesta Relacién de Diferencia de Energfa (%)
Control (%) Tratamiento
ACR 20 25 25 54
ACR 50 5 . 20 95
ACR 70 1 14 90

* El tamafioc de muestra se ajusta para una relacién de

descontinuacién del 15% posible; el tamafio de la muestra

actual fue 91.
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8i las compariacCiones primarias.del 10 mg/kg CTLA4Ig con
placebo fueron importantes, entonces para la comparaciéﬁ para
el 2 mg/kg ETLA&Ig con grupos placebo, la energia de 1la
prueba serfa de al menos 0.88, 0.90, y 0.8l para la
comparacidn que involucra respuestas ACR 20, ACR 50, y ACR 70
a 6 meses, respectivamente (Koch DD, Gansky SA. Statisti;al
considerations for multiplicity in confirmatory protocols.

Drug Info Journal 1996; 30: 523-534).

Anflisis Estadisticos
Poblacién de Estudio
Disposicién de Sujetos _
De los 524 sujetos que se enrolaron en este estudio, 339

sujetos Be colocaron aleatoriamente: 115 al grupo 10 mg/kg;

105 al grupo 2 mg/kg; y 119 al grupo placebo {Figura 68). La

‘razén més frecuente para no colocarse aleatoriamente fue la

falla para cumplir los criterios de inclusién y/o exclusién.

Yase Primaria (Dias 1-180)

Un total de 256 sujetos (75.5% de aquellos colocados
aleatoriamente) completan la fase primaria del estudio; 83
sujetos se descontiniGan durante este periodo (?abla 3). En
general, la descontinuacién fue mis de 2 veces mayor con

placebo en comparacién con el grupe 10 mg/kg CTLA4Ig. La

descontinuacién que se debe a la carencia de eficacia y la
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descontinuacién que se debe a un AE también fueron més de 2

veces mayor con placebo que con el grupo 10 mg/kg CTLA4Ig.

TABLA 3 *

Razonas para DescontinuaciSn: Fase Primaria (Dfas 1-180) -

CILA4Ig (BMS 188667)

10 mg/kg |2 mg/kg |[Placebo |Total

No. Tratado, n 115 105 119 339

Ho. Descontimuacién, n(¥) |17 (14.8) |25 (23.8) |41 (34.5) |83 (24.5)

Evento Adverso 3 (2.6) 7 (6.7) |9 (7.6} 19 (5.16)

Carencia de Eficacia 12 (1¢.4) |16 (15.2) {28 (23.5) |56 (16.5)

Retiro del Consenso 2 {(1.7) (2 {(1.9) |4 (3.4) g8 (2.4)

Completado 180 Dias dg 98 (B5.2) |80 (76.2) |78 (65.5) 256 (75.5)
Terapia, n{%)

Descontinuaciones Acumuladas (Dfias 1-360)

Un total de 235 sBujetos (69.3% de aquellos colocaépa
aleatoriamente) _completan ambas fases del estudio; 104
sujetos ge descontindan el Dia 360 (Tabla 4). Se nota el
mismo patrén general en las descontinuacion;s en la fase
primaria {(una incidencia 2 veces mayor c¢on placebo en
comparacién con el grupo 10 mé/kg CTLA4Ig) también Be
observa en general (Dias 1-560). Eato incluye la relacién

de descontinuacién general, las descontinuaciones se deben
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a la carencla de,6 eficacia y las descontinaciones se deben

a un AE.

TABLA 4

Ragones para Doscontinuacién:_hnbls Fases (Dias 1-360)

CTLAdIg (BMS 188667)

Terapia, n(%)

10 mg/kg {2 mg/kg |Placebo |Total
No. Tratado, n 115 105 109 339
No. Descontinuacién, n(%) |25 (21.7) |31 (29.5) |48 (40.3) [104 (30.7)
Evento Adverso 5 (4.3)° [9 (8.6) |11 (9.2) [25 (7.4)
Muerte 0 1 (1.0) 0 1 (0.3)
Pérdida a Seguir 1(0.9) |2 (1.9) |0 3 (0.9)
Otro® 1 (0.9) 0 1 (0.8) 2 (0.6)
Carencia de Eficacia 13 (11.3) |17 (16.2) |30 (25.2) |60 (17.7)
Retiro del Consenso 5 (4.3) 2 (1.9) [6 (5.0) 13 (3.8)
Completado 360 Dias de 90 (78.3) |74 (70.5) |71 (59.7) |235 (69.3)

complicacién

Otras razones para la descontinuacién se refieren a

® El sujeto IM101100-32-5 en el grupoc 10 mg/kg CTLA4Ig

reporté un AE que

descontinuacidén del estudio;

incluye er esta tabla.

se registrd

sin embargo,

resultando

en la

este ‘sujeto no se

Un lote Kaplan-Meier de la proporcién acumulada de
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sujetos que se deéscontinfian por cualquier fazén durante los
primercs 12 meses, se presenta en la.Figura 69; la propércién
acumulada de los sujetos que se descontintian debido a la
carencia de eficacia se presenta en la Figura 70. Notar que
en ambas gr&ficas después de aproximadgmente 30 dias de
terapia, las relaciones de descontinuacién con placebo fueron
consistentemente mayores en comparacién con ambos grupos
CTLA4Ig (BMS-188B667) . Adicionalmente, . después de
aproximadamente 150 dfas de terapia, las relaciones de

descontinuacién para el grupo 2 mg/kg CTLA4Ig fueron mayores

que aquellas para 10 mg/kg.

Caracteristicas Demogrédficas y del Bujeto

En general, las caracteristicas demogr&ficas de linea
base y layw caracteristicas de RA clinicas de linea base ESn
generalmente comp;rables a través de los tres grupoa de
tratamiento, y tipicamente son de RA relativamente avanzado
encontrados en la pr&ctica clinica (Tabla S y Tabla 6). La
mayorfia de los sujetos fuegon mujeres blancas de
aproximadameﬁ;e 55 afios de edad con una duracién media de RA
de aproxjimadamente 9 hasta 10 afios, un ndmero relativamente
grande de articulaciones aétivaa (aproximadamente 29
articulaciones sensibles y 21 hinchadas) y registros an&loéos

viguales (VAS) de aproximadamente 59-65 mm (escala 100 wm).

L]
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TABLA 5

<l

Caracteristicas Demogrificas de Linea Base

CILA4Ig (EMS-188667)

10 mg/kg 2 mg/kg Placebo
No. de Colocados 115 105 119
Aleatoriamente |
Edad'(aﬂos)
Media 1 SD 55.8412.5 54.4411.3 54.7412.0
(rango) (17, 83) (23, 80) (23, 80)
Peso (kg)
Media + 8D 77.8418.6 78.7421.4 79.91417.6
(rango) (40.1, 144.0) (48.4, 186.8) (44.0, 140.0)
Género
Hortres, n (8] |29 (25) 39 (37) 40 (34)
Mujeres, n (%) |86 (75) 66 (63) 79 (66)
Raza
Blanca, n (%) 100 (87) 91 (87) 104 (87)
Negra, n (%) 6 (5) 0 3 (3)
Otra, n (%) 9 (8) 14 (13) 12 (10)
Duracién de RA (afios)
Media + SD nell4* n=105 n=117*
{rango) 9.749.8 (0, 38) |9.748.1 (0, 36) |B8.918.3 (0, 41)

La duracién

del RA no se reporta para 3 sujetos.
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No obstante que no es un componente de los criterios de
LY ) " f

iento matutino también se

ACR, la duracién dél- entume.cim
evalud y fue cercana a las 2 horés en cada uno de los tres
grupos. También se evalfian los resultados positivos para RF
en la linea base, y loe grupos de tratamiento CTLA4Ig (BMS-
188667) tienen porcentajes mis altos de los pujetos Que
probaron positivo para RF (86% para ambos grupos 10 mg/kg y 2

mg/kg CTLA4Ig en comparacién al 76% para el grupo placebo).

TABLA 6

Caracteristicas de Artritis Reumatoide Clinica de Linaa Baae

CTLAAIg (BMS-188667)
Caracteristicas 10 mg/kg 2-m/l-ng Placebo
(n=115) {n=105) (n=119)

Articulaciones sensibles, n 115 105 119
Media * 30.8112.2 { 28.2412.0 | 29.24+13.0
Rango 11.0, 66.0] 3.0, 62.0) 4.0, 68.0
Articulaciones Hinchadas, n 115 105 119
Media * 21.348.4 20.248.9 21.648.8
Rarngo 9.0, 54.0 | 4.0, 48.0| 8.0, .64.0
.Dolor (VvAS 100 mm), n 113 104 119
Media 62.1421.4 | 64.3122.3 | 65.2422.1
Rango 0.0, 99.0 | 8.0, 100.0| 3.0, 95.0
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CTLA4Ig (BMS-188667)
Funcién Fisica (MHAQ 0-3), n 115 105 119
Media * 1.040.5 1.00.5 1.040.6
Rango 9.0, 2.5 | 0.B, 2.5 | 0.0, 2.3
Tuacién Global del Sujeto (VAS
100 mm}, n 113 105 119
Media * SD 60.1420.7 | 55.4423.4 | 62.8421.6
Rango 10.0, 100.0| 8.0, 99.0| 4.0, 94.0
Evaluacién Global MD (VAS 100 mm), n 113 105 119
Media + SD 62.1114.8 | 61.0416.7 | 63.3115.5
Rango 20.0, 98.0| 8.0, 95.0| 18.0, 93.0
CRP (mg/dL), n 112 99 115
Media * SD 2.912.8 3.242.5 3.243.2
Rango 0.2, 19.9 o.z,- 10.8| 0.2, 20.9
BEntumecimiento Matutino (en
mimnutos), n 115 103 119
Media + SD 97.9463.1 |104.1463.9| 106.0464.2
Rangio 0.0, 180.0( 0.0, 180.0] 0.0, 160.0
Factor Reumatoide (IU/ml), n 99 90 90
% Positivo 86% 86% 76%
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LaQ caracterfspicas demogrificas y RA de linea base
de la poblaclédn general de sujetos que tienen al.menos
una dosis de faArmaco de estudio y que Bse descpntinﬁan
debido a la carencia de eficacia, generalmente ason
comparables con la poblaciétn del estudio completa, sin
embargo, una proporcién mafor de s8ujetds en esta
subpoblacién se ha dlagnosticado con RA por >10 afios
(45% en comparacién con la poblacién de estudio general

(34%) .

Hallazgos HistSricos Médicos y Medicamentos Previos

Los hallazgos hist6ricos médicos para sujetos en
este estudios son consistentes con el RA relativamente
avanzado y fueron generalmente similares entre los
grupos de tratamiento. Los hallazgos mas
frecuentemente presentados (en »>40% de los sBujetos)
fueros hallazgos misculoesqueletales ~(sin incluir
sintomas RA; 59.3%), hallazgos gastrointestinales
(45.1%), y hallazgos genitourinario (42.2%). Otrose
hallazgos histSricos médicos importantes incluyen
enfermedad cardiovascular en aproximadamente 39% de
loa sujetos en todos 1los grupos de tratamiento vy
hallazgos endodrinoa/metabélicos en aproximadamente
2%% de todos 1os.sujetoa.

El uso general de MTX, costicosteroides Bsistémicos
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{no t6picos), DMARDs y medicamentos RA biolégicos antes
de entrar al estudio son generalmente comparables- a
través de 1los tres grupose de tratamiento (Tabla 7).
Todoe los sujetos que han recibido tratamiento previo
con medicamentos reumiticos, incluyendo  MTX, son

elegibles para el estudio. Un tratamienteo previo con MTX

- no se registré6 para 4 sujetos. El uso de

corticosteroides sistémicos (no t6picoa{. antes de la
colocacién aleatoria fue comparable entre 1los tres
grupos de tratamiento, con ligeramente mi&s sujetos en
lcs grupos 2 mg/ kg CTLA4Ig Y placebo tomando
corticosteroides sistémicos (-67-68%) en comparacién con
sujetos en el grupec 10 mg/kg CTLA4Ig (60.0%). El uso de
otros DMARDa y medicamento RA bioldgicos antes de entrar
al estudio varia desde 0 hasta 12% a través de 1los
grupos de tratamiento ein predominancia general en
ningtin grupo de tratamiento. La dosis media de MTX y de
corticomsteroides sisté&micos (no tépicos) el Dfa 1 fueron
comparables entre los tres grupos de tratamiento (~15-16

mg/sem, -G—T‘mgdldia), respectivamente.
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TABLA 7

7
[ {;“5ﬁ>

Reaumen de Medicamentos Reuméticos Antes del Enrolamiento

CTLMIg (BMS-188667)

Antes de Medicamento Reumdtico, n | 10 ma/kg 2 n/kg Placebho
v*- (n=115) (n=105) (n=119)
No. de Sujetos con Medicamentos 114 .(99.1) | 103 (98.1) | 118 (99.2)
Previos
Metotrexatc® 114 (99.1) {103 (98.1) [118 (99.2)
Corticosteroides Sistémicos (no 69 (60.0) | 71 (67.6) | 80 (67.2)
tépicos)
Otros DMARDS - 19 (16.5) | 19 (18.1) | 25 (21.0)
Sulfasalazina 9 (7.8) 2 (1.9) 10 (8.4)
Hidroxicloroquina 8 (7.0) 6 (5.7) 14 (11.8)
Ciclosporina 2 (1.7) 4 (3.8) 4 (3.4)
Infliximab 2 (1.7) 2 (1.9) 2 (1.7)
Etanercept 1 (0.9) 4 (3.8) 1 (0.8)
Cloroquina 1 (0.9) 0 [V
Lefluncmida 0 2 (1.9) 2 (1.7)

mutuamente exclusivas

b

La

sujeton,

administracién de MTX

no se

reumdticos previos no son

registré para 4
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Terxrapia de Estudio

De los tres érupos de tratamiento, el grupo 10.n@/kg
CTLA4Ig tiene la duracién media mids larga de exposiclén para
ambas fases de estudioco y el grupo placebo tiene la duracién
media miAs corta de exposicién para ambas fases de estudio
(Dia 180: 163 dias, 156 dias, 140 dias; Dia 360: 286 di%s,
268 dias, y 234 dias; 10 mg/kg, 2 mg/kg, y placebo,

respectivamente). .
El Dia 180 (final de la fase.primaria), la proporcién de
sﬁjetos qﬁe reciben infusiones fue mis alta en el grupo 10
mg/kg CTLA4Ig

(B5%) en comparacién con el grupo 2 mg/kg

CTLA4Ig (79%) y el grupo placebo (6F%) (Tabla 8). El Dia 330
(dia cde la ultima infusidén programada en la fase secundaria),
la proporcién de sujetos que recihen infusiones también fue
mayor en el grupc 10 mg/kg CTLA4Ig (78%) en comparacién con

el grupo 2 mg/kg CTLA4Ig (70%) y el grupo placebo (59%).

TABLA 8

Sujetos Que Reciben Infusiones en los Dias de Estudio Dados

Nimero (%) de Sujetos

CIIA4Ig (BMS-188667)

Dia 10 mg/kg (n=115) | 2 m/kg (n=105) |Placebo (m=119)
1 115 (100) 105 (100) 715 (100]
15 114 (99) 104 (99) 117 (98)
30 113 (98) 101 (96) 111 (93)
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NGmero (%) de Sujetos
CILAAIg (BMS-180667)
60 108 (94) 97 (92) 103 (87)
90 ' 106 (92) 94 (90) _- 94 (79)
120 100 (87) 86 (82) 83 (70)
150 98 (85) . 83 (79) 81 (68)
180 98 (85) 83 (79) 78 (66)
210 92 (82) 80 (86) 78 (66) .
240 95 (83) 78 (74) 76 (64)
270 93 (81) 71 (73) 73 (61)
300 90 (78) 78 (70) 72 (61)
330 90 (70) 73 (70) 70 (59)
Metotrexato

Los sujgtos se trataron con una dosis "estable” de MTX
(10-30 mg semanalmente) durante ai menos 6 meses, durante 28
dias antes del Dia 1. Con excepcién de 4 sujetos, todos los
sujetos reciben entre 10 y 30 mg de MTX semanalmente ademés
de CTLA4Ig (BMS-188667) durante la fase primaria (Dia 1-180).
Durante la fase secundaria (Dfa 181-360), la dosis de MTX se
ajustaria con la condicién de gue se mantenga entre 10.y 30

mg semanalmente.
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Durante la fase primaria, el n(imero de infusiones

Medicién de Acatnn}:l._agto dal Tratamiento

perdidas del fArmaco de estudio fue <2 en cualquier punt.o de
tiempo (Tabla 9). Durante la fase secundaria, los sujetos en
el grupo placebo parecen tener algunas infusiones ligeramente
perdidas mi&s que los sujetos en los grupos CTLA4Ig (BMS-
188667). Sin_embargo, mis sujetos en el placebo que en el
CTLA4Ig (BMS-188667) se descontiniian por estos Gltimos puntos

de tiempo (ver supra).

TABLA 9

Nimero de Infusiones Perdidas del Firmaco de Estudio

CILMIg (BMS-18B667)
10 mg/kg (n=115) | 2 w'ky (n=105) |Placebo (n=115)

Dfa 1

Dia 15
Dia 30
Dia 60
Dia S0

Dia 120
Dia 150
Dia 180
Pia 210
Dia 240
Dia 270
Dia 300
Dia 330 B

ol Ll o] B &] =] B O] O] O] O] H| ©
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Los corticosteroides gsistémicos (no tépicos) ﬁsados
generalmente son comparables entre los tres grupos durante la
seleccidén/enrolamiento (58-67-%) y durante la fase primaria
del estudio (67-71%), Tablas 10 y 11, respectivamente. Aunque
el corticosteroide usado se reduce en los tres grupos de
tratamiento por el Dia 360, mis sujetos en el grupo 10 mg/kg
CTLA4Ig toman corticosteroides sistémicod. (no t6picos)
(63.5%) en comparacién con 1los otros dos grupos de
tratamiento (53.3% y 45.4% para los grupos 2 mg/kg CTLA4Ig y
placebo, respectivamente). Varios sujetos (CTLA4Ig: 0-3%,
placebo: 0-10%) reciben DMARDas difefentes al MTX durante la

seleccién/enrolamiento.

- TABLA 10
Resumen de Medicamentos Concomitantes Reumiticos Durante la

Beleccién/Enrolamiento

CTLA4Ig (BMS-1BB667)

" Medicamento Reumitico, n (¥)° 10 mg/kg | 2 wkg | FPlacebo
(n=115) (n=105) {(n=119)
No. de Sujetca con Medicamentos 114 (99.1) | 103 (98.1) | 118 (99.2)
o -
Metotrexato 114 (99.1) | 103 (98.1) | 118 (99.2)
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CTLA4Ig (BMS-188667) _
Medicamento Reumdtico, n (%)> 10 mg/kg 2 m/kg Placebo

(n=115) {n=105} (n=119)
Corticosteroides Sistémicos (no 67 (58.3) | 70 (66.7) | 75 (63.0)
tépicos) .
Otros DMARDS 5 (4.3) 6 (5.7 | 14 (11.8)
Sul fapalazina 3 (2.6) 1 (1.0) 4 (3.4)
Midraxdcioroqim 2 .7 | 3 @.9 |12 o.D
Ciclosporina 1 (0.9) 1 (1.0) 2 (1.7)
Etanercept 0 1 (1.0) 0

% Lag categorzas del fé&rmaco no son exclusivas mutuamente

TABLA 11

Sujetos Que Reciben Medicamentos Concomitantes Clinicamenfe

Raelavantes Durante Ambas Fases del Estudio

CTLA4Tg (BMS-188667)
Medicamento" 10 mg/kg 2 m/kg Placebo
(n=115) (n=105) (n=119)
Corticosteroides sistémicos (no 77 (67.0) |71 (67.6) | 85 (71.4)
tépicos) (Fase Primaria)
Gorticostu:oi:des sistémicos (no 73 (63.5) {56 ‘(53.3) 54 (45:¢!_=)
tépicos) (Fase Secundaria)

* Las categorias del farmaco no

son exclusivas mutuamente
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Nota: El sujeto. IM101100-83-3 (10 wg/kg CTLA4Ig) toma
meflogquina y el sujeto IM101100-28-7 (placebo) toma qﬁinina
entre los D;Ea 1l y 180; el sujeto IM101100-18-11 (10 wg/kg
CTLA41Ig) toma quinina entre los Dias 181 y 360 como un
medicamenzo antimalaria, y no se considera una violacién

importante al protocolo.

Resultados de Eficacia _
El grupo CTLA4Ig (BMS-188667) 10 mg/kg tiene wuna
eficacia superior en comparacién con el grupo placebo en el
Dia 180 y Difa 360. Para el grupc 2 wmg/kg CTLA4Ig, los
resultadoa para algunos parametios de eficacia fueron
significativamente mejores en comparacién_ con el grupo
placebo, lo que resulta que la wmayoria de 1los otres
pardmetrcs de eficacia sean numéricamente mayores en

comparacién con placebo.

Respuestas ACR el Dia 180
Los anélisis de variable de eficacia primaria para este
estudio, relaciSn de respuesta ACR20 el Dfia 180, muestra que
el grupo 10 mg/kg'?TLA4Ig es significativamente mée efectivo
(p<0.001) que el placebo (Tabla 12, Figura 71A y Figura 71B).
Las respuestas ACR50 y ACR70 el Dfa 180 para el grupo .10
mg/kg CTLA4Ig también fueron significativamente mayores en

comparacidn con el grupo placebo (Tabla 12, Figura. 71A y
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Figura 71B). Las respuestas ACR50 y ACR70 el Dia 180 para el
grupo 2 mg/kg CTLA4Ig fueron significativamente mayor'es en
comparacién con el grupo placebo. La respuesta ACR20 el Dia
180 para el grupo 2 mg/kg CTLA4Ig fue ligeramente mayor en
comparacién con el grupo placebo; sin embargoy no se observan

diferencias estadisticamente importantes.

TABLA 12

Respuaestas ACR el Dia 180

CTLA4Ig (BMS-1B8667)
10 mg/kg 2 m/kg Placebo
(p=115) (n=105) (n=119)
ACR 20
n (%) 70 (60.9) 44 (41.9) 42 (35.3)
cI 25.6 (12.8, 6.6 (-6.2, N/A
38.4) 19.4)
Valor p - <0.001° 0.31 N/A
ACR 50
n (%) 42 (36.5) 24 (22.9) 14 (11.8)
CI 24.8 (13.8, 11.1 (1.2, N/A
35.,7) 20.9) ‘
Valor p <0.001* 0.027* N/A
ACR 70
n (%) 19 (16.5) 11 (10.5) é_(l.?)
CI 14.8 (7.5, B.8 (2.7, N/A
22.2) 14.9)
Valor p <0.001°% - 0.005* N/A
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* piferencia estadisticamente importante para la comparacién

de BMS-188667 va placebo.

Regpuestas ACR el Dia 360

El Dia 360,

las respuestas ACR20, ACR50 y ACR70 por el

grupe 10 mg/kg CTLA4Ig fueron significativamente mayores

{(p<0.001) en comparacién con el grupo placebo (Tabla 13,

Figura 72A y Figura 72B). No obstante que las migmas

relaciones de respuestas para el grupo 2 mg/kg CTLA4Ig son

numéricamente mayores en comparacién con el grupo placebo,

estas diferencias no son estadfsticamente importantes.

TABLA 13

Respusstas ACR el Dia 360

CTLA4Ig (BMS-188667)
10 mg/kg. 2 m/kg Placebo
(n=115) (n=105) (n=119)
ACR 20
N (%) 72 (62.6) 43 (41.0) 43 (36.1)
CI 26.5 (13.7, 4.8 (-7.9, "N/A
39.3) 17.6)
Valor p <0.001" 0.459 “ N/A
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CILA41lg (BMS-188667)
10 mg/kg 2 m/kg Placebo
{n=115) (n=105) (n=119)
ACR 50
N (%) 18 (41.7) 23 (21.9) 24 (20.2)
CI 21.6 (9.7, 1.7 (-8.9, N/A
33.4) 12.4) -
Valor p <0.001" 9.75 N/A :
ACR 70
N (%) 24 (20.9) 13 (12.4) 9 (7.6)
eI 13.3 (4.4, 2.8 (-3.0, N/A
22.2) 12.6)
Valor p 0.003" 0.227 N/A

* Diferencia estadisticamente importante para la comparacién

del grupo 10/mg/kg CTLA4Ig vs placebo.

Respuestas ACR por Viasita

Para la comparacién del grupo 10 mg/kg CTLA4Ig al grupo
placebo. se observan mejoras estadisticamente importante para
las tres relaciones de respuesta (ACR 20, ACR 50, y ACR 70)

por el Dia 90, y estos valores se mantienen estadisticamente

importantes en cada punto de tiempo e incluyen ei Dia 360 (p<

0.008 para las tres relaciones de respuesta ACR) (Figura 73A,

Figura 73B,- y PFigura 73C). De hecho, las mejoras
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estadisticamente importantes en Eesbuestas ACR S0 ADR 70
para el grupo 10 mg/kg CTLA4Ig se presentan tan tempran; como
el Dia 30 (p=0.039 y p=0.04, respectivamente).

Para el grupo 2 mg/kg CTLA4Ig, se observan mejoras
estadisticamente importantes en comparacién con el placeho en
respuestas ACR 50 y ACR 70 el Dia 180 (p=0.027 y p=0.005,
respectivamente). El Dia 360, las mejoras en respuesta ACR
fueron ligeramente mayores en el grupo 2 wmg/kg CTLA4Ig en
comparacién con el grupo placebo; sin embargo, no se cobservan
diferencias estadisticamente importantes.

Después de ajustar para la wvisita usando la prueba
Cochran-Mantel Haenszel, se observa una diferencia importante
en la respuesta fcr 20 para el grupo 10 mg/kg CTLA4Ig en
comparacién con el grupo placebo tanto en el Dia 180 como el
Dia 360. No se observa diferencia importante entre los grupos
2 mg/kg CTLA4Ig Y placebo en ambos puntos de tiempo. Se
obtienen resfltados similares para reaspuesta ACR 50 en ambos
puntos de tiempo. Para la reaspuesta ACR 70 en ambos puntos de
tiempo, s8e obgerva una diferencia importante para ambos
grupos de tratamiento CTLA4Ig (BMS-188667) en comparacién con

el grupo placebo.

Repumen de Respuesta Clinica Mayor
La Respuegsta (Clinica Mayor se define como el

mantenimiento de una respuesta ACR 70 durante un periodo

Y

5
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continuo de 6 mesé€a. Los porcentajes de sujetos que alcanzan
una Respuesta Clinica Mayor el Dia 360 fueron
significativamente mayores en ambos de los grupos 10 mg/kyg y
2 mg/kg CTLA4Ig __('7.3% y 5.7%, respectivamente) cuando se
comparan con el grupo placebo (0.8%; p=0.008 y 0.036,

reppectivamente) (Tabla 14).

TABLA 14

Resumen de Respuesta Clinica Mayor el Dia 360

CILA4Ig (BMS-188667)
10 mg/kg | 2 wkg Placelp
{ne115) (n=105) (n=119)
No. de Sujetos con una Reespuesta 9 (7.8) 6 (5.7) 1 (0.8)
Mayor
Dif (CI) 7.0 (1.8, | 4.9 (0.3, N/A
12.2) 9.4)
Valor p 0.008" 0.036" N/A

" Indica una diferencia estadfsticamente importante para la

comparacién de BMS-188667 vs placebo.

ACR Numérico Medio (ACR-N) y ACR-N de Area bajo la Curva
" (ACR-N- AUC)
En general, el ACR mumérico medio (ACR-N) para todos los

grupcs de tratamiento se incrementan durante el tiempo durante

-



10

15

20

25

256 X
_ o X5\

los primeros 6 meses del estudio (Figura 74). Durante los
segundos 6 meses, el ACR-N medio incrementa ligeramente éon 10
mg/kg CTLA4Ig, pero se mantiene relativamente sin cambio con 2
mg/kg CTLA4Ig y placebo. En cada visita de eatudio, el ACR-N
fue consistentemente mayor para el grupo 10 mg/kg CTLA4Ig en
comparacién con loa grupos 2 mg/kg CTLA4Ig y placebo.

En comparacién con el grupo placebo, las diferencias en
los valores para ACR-N AUC (area bajo la curva) para el grupo

10 mg/kg CTLA4Ig fue significativamente (p<0. 001) mayor por

el Dia 360.

Mejora en Porcentaje de la Linea Base el Dia 180

Para el grupo 10 mg/kg CTLA4Ig, las mejoras en cada
componente ACR individual {cuentas de articulaciones
sensibles e hinchadas, CRP, dolor, evaluacién glocbal del
sujeto, evaluacién global del médico, y funcién fisica) el
Dia 180 fueron estadisticamente iﬁportantea con relacién a
las mejoras para el grupo placebo (Tabla 15).

Para el grupo 2 mg/kg  CTLA4lg, las mejoras
eatadisticamente importantes en' comparacién con el grupo
placebo se cbservan en la evaluacién global del mé&dico y CRP el
Dia 180. Adicionalmente, los niveles CRP en el grupo placebo se
empeoran actualmente el Dia 180. El camblo desde la lfnea base
en la duracidén media de entumecimiento matutino fue comparable

entre los tres grupos de tratamiento el Dia 180.
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TABLA 15

Porcentaje Medio de Mejora desde la Linea Base el Dia 180

(Componentes Individuales de Criterioas ACR)

CTIA4Ig (BMS-188667)

10 mg/kg 2 w/kg Placebo
Componente (n=115) {n=105) {n=119)
Articulaciones sensibles n=114 n=104 n=118
% de Canbio Medio 59.78% 43,15 31.88
Articulaciones Hinchadas nalld4 n=104 n=118
% de Cambio Medio 55.28% 45.34w 33.49
CRP n=108 n=98 n=114
% de Cambio Medio 31.79% 16.41% -23.43
Doler = n=109 n=102 n=118
¥ de Canbio Medlo 46.19* 22.09% 8.20
Evaluacitn Glcbal del Sujeto n=111 n=103 n=118
% de Cambio Medio 40.76% 9.07 17.48
Evaluacién Global MD n=111 n=103 nell6
% de Cambio Medio : 51.91% | 38.71+ 25.14
Funcién Fisica n=107 n=98 n=110
% de Cambio Medio 41.21+ 21.63 13.71
Duracién del Entumecimiento n=98 n=82 n=80
Matutinc
Medio + SD (Minutos) 61.9555.4|60.8466.1] 55.9%66.2
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*Indica p<0.05 en ' tomparacién con placebo ya que el 95% CIs

no incluye cero.

Mejora en Poggentaje deade la Linea Base el Dia 360

Para el grupo 10 mg/kg CTLA4Ig, las mejoras en cada
componente ACR indi;idual (cuentas de articulaciones
sensibles e hinchadas, CRP, dolor, evaluacién global gel
sujeto, evaluacifn global dél médico, y funcién fisica) gl
Dia 360 fueron estadisticamente importantes con relacién a
las mejoras para el grupo placebo. Las mejorae en porcentaje
medias desde la linea base hasta dfa 360 se presentan en la
Tabla 16 para todos los parimetros clinicos de los criterios
ACR.

Para el grupo 2 mg/kg CTLA4Ig,, las mejoras
estadisticamente importantes en comparacidén con el grupo
placebo se observan en evaluacién global del médico y CRP el
Dia 360. Adicionalmente, los niveles CRP en el grupo placebo
se empeoran actualmente el Difia 360, El Dia 360, los grupos de
tratamiento CTLA4Ig (BMS-188667) tienen cambios mayores desde
la linea base en la duracifn del entumecimiento matutino en

comparacién con el grupo placebo,
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TABLA 16

O

£

.

‘Porcentaje.Madio de Mejora desde la Linea Base el Dia 360

.(Componentes Individuales de Criterios ACR)

CILMIg {BMS-188667)
10 my/kg 2 m/kg Placebo
Componente .(n=115) {n=105) (n=119)
Articulacicnes sensibles n=115 n=105 nall9
% de Cambio Medio 66.39% | 43.54% 29.97
Articulaciones Hinchadas nalls n=105 n=ll9
% de Cambio Medio 59.74* 46.40 36.17
CRP n=112 n=98 n=115
% de Canbio Medio 27.59% | 10.31* | -31.26
Dolor . :_1=112 n=104 n=119
|% de Cambio Medio 44 ,93% 26.26 12.55
Evaluacién Global del Sujeto n=113 n=105 n=119
% de Cambio Medio 41.01*> . 16.08 -1.99
Evaluacién Global MD n=113 n=105 n=119
% de Cambio Medio 53.48%* 37.87* 24.14
Funcién Fipica n=109 n=100 n=111
% de Cambio Medio 42 . 32* 22,94 10.25
Duracifn del Entumecimiento n=88 na71 n=72
Matutino
Medio SO (Mitutos) 66.2159.5*166.6172.2| 49.71+73.9
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*Indica p<«0.05 en comparacién con placebo ya que el 95% CIs

Ll

no incluye cero.

Articulaciones Activas Nuevas

La proporcién de articulaciones activas nuevas se
determina usando la cuenta de 28 articulaciones validada (de
68 articulaciones &sensibles totalea y de 66 total
articulaciones hinchadas totales) propuesta por Smﬁllen et al
(Smollen JS, Breedveld FC, Eberl G, Jones I et al. Validity
and reliability of the twenty-eight-joint count for the
assessment of RA &dctivity. Arthritis & Rheum 1993; 38:38-43).
La proporcién de articulaciones activas nuevas (tanto
gsensibles como hinchadas) el Dia 180 fue menor para sujetos
que reciben 10 mg/kg CTLA4Ig (Figura 75).

El Dia »80, loe porcentajes de sujetos que no reportan
articulaciones sensibles nuevas y no articulaciones hinchadas
nuevas fue més alto en el grupo 10 mé/kg CTLA41g (Figura 76A,
Figura 77A). El porcentaje de sujetos que no zreporean
articulaciones sensibles nuevas y no articulaciones hinchadas
nuevas fue de aproximadamente 59% y 52%, respectivamente, en
el grupo 10 mg/kg CTLA4Ig; 38% y 44%, respectivamente, en el
grupo 2 mg/kg CTLA4Ig; y 41% y 37%, respectivamente, en el
grupo placebo.

La proporcién de articulaciones activas nuevas (tanto

sensibles como hinchadas) el Dfa 360 fue menor para sujetos
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que reciben 10 mg{kg CTLA41lg (Figura 78). Este patrén para la
proporcién de arti;;{acionea activas nuevas refleja el ﬁatrén
apreciado el Dia iao.

Similarmente, el Dia 360, la proporcién de sujetos que
no reportan articulaciones eensibles nuevas Y no
articulaciones hinchadas nuevas fue mis alto en el grupo 10
mg/kg CTLA4I§ (Figura 768, y Figura 77B). El porcentaje de
sujetos gue no reportan articulaciones hinchadas nuevas y
sensibles nuevas fue de aproximadamente 71% y 61%,
redpectivamente, en el grupo 10 mg/kg CTLA4Ig; 41i'y 42&,
respectivamente, en el grupo 2 mg/kg CTLA4Ig; y 42% para

ambas cuentas en el grupo placebo.

Mejora en los Parémetros Clinicos Entre Sujetos con una
Regpuesta ACR

Entre los que responden a ACR 20, ACR 50, y ACR 70, la
mejora en los componentes de nficleo de 10; criterios ACR
fueron ligeramente mayores para los dos grupos de tratamiento
CTLA4Ig (BMS- 18B667) en comparacién con placebo.

El inicio de accifn para sujetos que reciben la doasis 10
mg/kg CTLA4Ig se presenta después de aproximadamente 15 dias,
con incrementos importantes en mejora ACR 20 que se presenta

en 2Dia 60 para ACR50 en 2Dia 90 para ACR70 en 2Dfa 30 y en

cada caso, contin@a hasta dia 360 (ver Figura 73A, Figura 73B

y Figura 73C).
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Cambios desde la Linea Base para los Resultados de Salud de
Cuest:l.o.:urio de Forma Corta (8F-36) .

El impacto de CTLA4Ig (BMS-188667) en la calidad de vida
relacionada con la salud se evalud usando el Cuestionario de
Forma Corta de Resultados de Salud SF-36 (registros resumidos
en el rango desde 0 hasta 100 con registros mayores que
indican wuna mwmejor calidad de wvida). Los andlisis Be
realizaron en el conjunto de datos LOCF (dGleima observacién
adelantada) asf como el conjunto de datos observados.

Para el grupo 10 mg/kg CTLA4Ig, las mejoras
estadisticamente importantes desde la linea base en
comparacién con el grupc placebo se observan en los cuatro
dominios de palud mental y cuatro dominios de salud fiIsica
del SF-36 el Dia 180, usando el an&lisis LOCF (esto es, 95%
CIs no incluyen 0) {(Figuras 79A, 79B). Para el grupo 2 mg/kg
CTLA4Ig, fueron mejoras numéricas en los dominios de salud
mental o salud fisica en comparacién con placebo el Dia 180,
sin embargo, estas mejoras no son estadisticamente
importantes.

Los resultados de los andlisis realizados en el conjunto
de datos como s8e observa fueron similares a aquellos
cbservados para el conjunto de datos ILOCF, excepto que el
dominio de *“papel emocional” el Dia°’ 1ab no s8se mejora

significativamente (pero se mejora numéricamente) para la
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comparacién entre _‘_J,._os grupoa 10 mg/kg CTLA4Ig y placebo

gruposa usando el conjunto de datos como se observa.

El componente fisico y el componente de salud mental

medidos en resumen el Dia 180 se muestran en la Tabla 17.

TABLA 17

Cambio Medio desde la Lfnea Base hasta el Dia 180 para el SF-

36 {Componentes de Balud Figpica y Mental)

'CTLA4Ig (BMS-188667)

10 my/ky | 2 m/kg Placebo
Registro Resu;l:i.do (n=115) {n=105) (n=119)
Componente de Salud Mental ne1l5 n=103 n=118
Linea Base Media 44 .52 43.06 41.75
Linea bage Posterior Media 4B8.69 45.59 44 .04
Cambio Medio desde la Linea Base 4.17 2.53 2.30
95% CI (2.46, (0.39, (0.42,

5.88) 4.67) 4.17)
Componente Fisico n=115 n=103 n=118
Iinea Base Media 31.13 30.80 32.33
Linea base Posterior Media 38.30 35.47 35.21
Cambio Medio desde la Linea Base 8.16 4.67 2.88
95% CI {(6.33, (3.25, (1.54,

9.99) 6.09) 4.22)
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Los resultadose de los Resultados de Salud el Dia
360 fueron similares a aquelloas apreclados el Dia
180. Para el grupo 10 mg/kg CTLA4Ig, las mejoras
estadisticamente importantes desde la linea base en
comparacién con el grupo. placebo se observaron en
todoé loe cuatro dominiocs mentalee y 1los cuatro
fieicos del SF-36 el Dia 360, usando el anilisis LOCF
{({esto es, 95% CIs no incluye 0) (Figuras 80A, y B80B).
Para el grupo 2 mg/kg CTLA4Ig, s8e observa una
diferencia estadisticamente importante en tres de los
cuatro dominios fimsicos el Dfa 360 y uno de los
cuatro dominios mentales el Dia 360 en comparacién
con el grupo.placebo.

Los resultados de loas anélisie realizados en el
conjunto de datos como se observa fueron similares a
aquellos observados por el conjunto de datos LOCF.

El componente de salud fisico y mental resumido

medido el Dfa 360 Be muestra en la Tabla 18.
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TABLA 1R

Cambio Medio desde la Linea Base hasta el Dia 360 para el

BF-36 (Resumen del Componente de Saludo Fisico y sl

Componente de Salud Mental) -

CTLAIg (BMS-188667)
10 mg/ka | 2 Wk Placebo
Registro Resumido (n=115) (n=105) (n=119)
Componente de Salud Mental . n=115 n=103 n=118,
Linea Base Media 44 .52 43.06 44.75
Linea base Posterior Media 48.83 45.65 43 .22
Cambio Medio desde la Linea Base 4,31 2.59 1.47
55% CI (2.64, (0.64, (-0.14,
5.98) 4 .55} 3.08)
Componente Fisico n=115 n=103 n=118
Linea Base Megdia 31.13 30.80 32.33
Linea base Posterior Media .38.93 36.49 . 34.93
Cambio Medio deade la Linea Base 7.79 5.69 2.60
95% CI {5.90, (4.10, (1.09,
9.68) 7.28) 4.11)

Biomarcador y Datos Farmacodindmicos

Hay nejoras importantes (reducciones) en 5 de los 6

pardmetros biomarcador/farmacodim&mico (PD)

CTLA4Ig el Dia

con 10 mg/kg

180 (IL-2r soluble, fac_tor reumatoide
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(RF), ICAM-1, E-gelectina e IL-6) y una reduccién

numérica en TNF-a (Tabla 19). Hay mejoras importanteb
(reducciones) en ‘3 de los 6 par&metros biomarcador/PD con
2 mg/kg CTLA4Ig el Dia 180 (IL-2r soluble, RF e IL-6) y
una mejora numérica en ICAM-1. No hay cambios importantes
en ninquno de los parimetros biomarcador/PD con placebo

el Dia 180. Parece gque hay una relacifn de respuesta a la

10

15

20

25

dosis con las mejoras (reducciones) en parémetros
biomarcador/PD.
TABLA 19
Mediciones Farmacodinémicas el Dia 180
CTLMIg (BMS-188667)
10 mg/kg | 2 m/kg Placebo
Parimetro (n=115) (n=105) (n=119)
IL-2r soluble n=95 n=84 n=76 -
(Rango normal: 640-2543 pg/nil) -
Linea Base Media (1SD) 1426.15+ | 1396.82k 1429.13t
751.76 610.21 667.84
Linea Base Posterior Media (iSD) 1112.62t | 1261.31+ | 1470.03%
693.68 473.66 637.75
Cambio Medio -315.53 -135.51 43,59 °
95% CI (-417.73, | (-241.48, (-71.24,
- -214.72) | -29.53) 158.43)
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CTLA4lg (BMB-188667)
10 mg/kg | 2 m/kg Placebo
Parimetro (n=115) (n=105} (n=119)
Factor Reumatoide n=95 n=84 n=74
(Rango Noxrmal: 0-20 IU/mL)
Linea Base Media (SD) 289.71t | 256.19t 196.11%
401.95 307.92 265.48
Linea Base Posterior Media (¥SD) 185.43 | 229.82t | 204.36+
269.52 | 276.27 320.09
| cambio Medio -104.27 -28.12 -0.62
95% CI (-151.53, | (-52.13, (-31.67,
-57.01) -4.11) 30.43)
IcAaM-1 n=9%5 nNmA2 =75
Linea Base Media (14D) 404,89t | 393.4H 387.33%
. 137.72 150.85 230.93
|Linea Base Posterior Media (1SD) 364.74t 387.25% 386.1%
109.47 142.73 163.82
Cambio Medio -40.42 -6.22 1.09
95% CI (-58.06, -| (-27.49, (-31.88,
22.78) 15.05) 34.05)
E-selectina n=89 n=80 n=71
Linea Base Media (+9D) 68.07t 67.32t 68.23%
32,93 37.13 43.09
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>
CTLMIg (BMS-188667)
10 ma/kg 2 m/kg Placebo
Parémetro (n=115) (n=105) (n=119)
Linea Base Posterior Media (iSD) 61.01% 67.86% 67.37¢
31.53 40.20 35.66
Cambio Medio -8.41 0.54 -0.68
95% CI (-13.24, -| (-5.95, (-6.7,
- 3.58) 7.03) 5.51)
Suero IL-6 n=86 =74 =69
(Rango Normal: 0.3-14.8 pg/ui)
Linea Base Media (1SD) 28.47+ 31.75¢ 21.20+
38.28 42.29 26.51
Linea Base FPosterior Media (i8D) 9.25+: 16.00% 23,98t
15.85 22.13 37.92
Cambio Medio -20.30 -16.10 1.98
95% CI (-27.55, -| (-24.20, | (-7.21,
13.06) -8.00) 11.17)
TNFu n=84 Nna74 =69
(1.2-8.0 pg/mL)
Linea Base Media (1SD) 1.1 7.51% 13.12%
23.72 13.25 23.20 -
Linea Base Posterior Media (1SD) 7.57 £ 6.20t 9.59 +
7.90 4.48 11.21
Canbio Medio -3.66 -1.21 -3.54
95% CI (-.8.62, {-4.32, (-7.82,
1.30) 1.90) 0.75)
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En general, -el.-'patrén en los cambios en los datos
biomarcador/PD el Difa 360 fueron sgimilarea a los que se
aprecian el Dia 180. Hay mejoras importantes (reducciones) en
5 de los 6 parémetros biomarcador/PD con 10 mg/kg CTLA4Ig el
Dia 360 (IL-2xr soluble, RF, ICAM-1, E-sgelectina e IL-6) y una
numérica, pero no las mejoras estadisticamente importantes
obgservadas para TNF-a (Tabla 20). Hay una mejora importante
(reduccién) en IL-6 sblo con 2 mg/kg CTLA4Ig el Dia 360, smin
embargo, las mejoras numéricas se aprecian con RF y ICAM-1.
No hay cembios ‘importantes en ninguno de los pardmetros
biomarcador/PD con placebo el Dia 360. Como se aprecia con
los datos del Dia 180, parece que todas las wmeioras
(reducciones) en par&metros biomarcador/PD Se presentan en
una manera que responde a la dosis.

Una comparacidn. para las 1Inea-s base posteriores medias
para los parimetros biomarcadbr/PD el Dfa 180 a aquellos el
Dia 360 revela tendencias importantes. Para el grupo 10 mg/kg
CTLA4Ig, todas las mediciones biomarcadores/PD continfan a la
reduccién, con la excepcién de IL-2r Boluble gue se
incrementa ligeramente. Para el grupo 2 wmg/kg CTLA4Ig, los
valores medios para 3 de los pardmetros biomarcadores/PD ya
geea que se reducen ligeramente (ICAM-1, IL-6 suero) o ge
mantienen relativamente consta.ntés (E-selectina) Yy los

valores medios APRA las otras 3 mecdiciones biomarcadores/PD

se incrementan ligeramente (IL-2r soluble, RF, TNF a). Para
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el grupo placebo, " los

valores

ﬁedioa

para

todos

los

parAmetros biomarcadores/PD se incrementan ligeramente el Dia

360, con la excepclén de TNF & que se mantiene relativamente

gin cambio.

TABLA 20 .

Mediciones Farmacodinfmicas sl DIi 360

CTLAMIg (BMS-188667)

10 mg/kg 2 m/kg Placebo
Medicién {n=115) {n=105) (n=119)
[1L-2r soluble n=68 n=56 n=55
(Rango normal: 640;;543 pg/mlL)
Linea Base Media (iﬁD) 1372.10+ | 1373.86t 1459.93%
770.11 .567.75 695.07
Linea Base Pogterior Media (1SD) 1185.51+ | 1413.84% 1666.59¢
638,95 452.50 611.97
Cambio Medio -194.31 39.99 206.22
95% CI (-305.67, | (-65.87, (35.8Q;
-82,96) 145.84) 376.56)
Factor Reumatoide n=69 n=55 n=58
(Rango Normal: 0-20 IU/mL}
Linea Base Media ({(iSD) 261.43% 258.42% 179.12+
333.58 318.65 207.72
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CTLA4Ig (BMS-188667)

10 mg/kg | 2 m/kg Placebo

Medicién (n=115) (n=105) (n=119)
Linea Base Posteri:)::—bhdia (15D} 143.13% 236.61% 206.42+
180.80 287.36 256.27

Canbio Medio -118.30 -25.64 20.90
95% CI (-175.19, | (-58.50, (-10.72,
i -61.42) 7.23) 52.51)

ICAM-1 n=77 n=68 n=64
Linea Base Media (iSD) 406.44% 393.41+ 405.67+
145.22 132.97 245.1g
Linea Base Posterior Media (1SD) 354.90+ 3680.42¢ 405,07t
111.40 113.20 194.15

Carbio Medio -55.15 -12.98 1.47
95% CI (-74.80, (-35.36, (-26.41,
—-35.49) 9.39) 29.35)

E-selectina =75 R=68 n=62
Linea Base Media (1SD) 68.84% 66.75% 69.72+
34.38 37.10 44.38

Linea Base Posterior Media (iSD) 58. 77 67.58% 71.90%
26.61 31.50 47.43

Cambio Medio -10.89 0.83 2.34
95% CI . (-15.70, (-5.62, (-4.53,
- -6.08) 7.28) 9.20)
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CIiA4lg (BMB-188667) _
10 mg/kg | 2 wkg Placebo
Medicidn (n=115) (n=105) (n=119)
Suero IL-6 n=56 n=47 n=48
(Rango Noxmal: 0.3-14.8 pg/miL)
Linea Base Media (48D) 27.68t 27.19% 17.24
38.56 32.45 22.47
Linea Base Posterlor Media (iSD) 7.64t 13.93% 17.72¢
14.21 19.00 29.76
Cambio Medio -20.88 -12.72 -0.19
95% CI (-31.56, | (-22.49, (-7.55,
-10.19) -2.94) 7.18)
TNFo n=61 n=48 n=50
(1.2-8.0 pg/mL)
Lined Base Media (SD) 9.71t 6.27% 10.81%
22.80 3.62 21.24
Linea Bage Posterior Media (iSD) 6.67 % 7.18t 9.36 £
4.80 8.14 26.43
Cambio Medio -3.02 1.08 -1.41
95% CI (-8.70, (-1.26, (-5.14,
2.67) 3.42) 2.33)
-

Los datos se muestran grificamente para estas mediciones
de bilomarcador/PD, asi como para cambios en los niveles CRP,

en las Figuras 81 hasta 87.

Con objeto de evaluar la integridad de los anélisis

proyectados, todos los sujetos que reciben medicamento de
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eatudio y se descontix:r&an del estudio por cualquier razén, se
consideran que no responden a ACR. en todas las visitas de
estudio programadas después de la descontinuacién. Los
resultados de estos andlisis (Tabla 21) son consistentes con
los resultados de eficacia ya presentados. La proporcién de
sujetos que reciben 10 mg/kg CTLA4Ig y alcanzan una respuesta
ACR 20, ACR 50, o ACR 70 el Dia 180 fue significativamente
(p<0.001) mayor en comparacién con la proporcién de sujetps
que reciben placebo. Para el grupo 2 mg/kg CTLA4Ig, una
proporcién significativamente (p<0.00%8) mayor de sujetos
alcanzan ya sea una respuesta ACR 50 & ACR 70,
TABLA 21

Respuesta ACR el Dfa 180 (gue no completan igual que no

rasponden) h
CTLA4Ig (BMS-188667)
10 mg/kg (n=115) 2 m/kg (n=105) |Placebo (n=119)
ACR 20, n (%) 67 (58.3) 41 (39.0) 38 (31.9)
Dif (CI) 26.3 (13.6, 39.1) [ 7.1 .-5.4, 19.7) N/A
Valor p <0.001" 0.266 N/A
ACR 50, n (%) 41 (35.7) 24 (22.9) N/A
Dif {CI) 25.6 (14.8, 36.3) | 12.8 (3.1, 22.4) N/A
Valor p <0.001* 0.009" N/A
ACR 70, n (%) 19 (16.5) 11 (10.5) -2 (1.7)
Dif (CI) 14.8 (7.5, 22.2) | 8.8° (2.7, 14.9) N/A
Valor p <0.001" 0.005* N/A

<
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* Indica una diferencia estadisticamente importante para la

comparacifén de BMS-188667 vs placebo.

Ademis, -todos los anflisis de eficacia primarios se
realizaron en el conjunto de datos WOCF (peor observacién
realizada). Las respuestas ACR basadas en el conjunto de
datos WOCF fueron ligeramente mAs bajas que aquelias
reportadas en la Tabla 13 y son comparables con aquellas
presentadas en la Tabla 21. estos hallazgos confirman 1la
consistencia de las relaciones de respuesta ACR en los grupos
de tratamiento CTLA4Ig (BMS-18B667).

Lags doeis de medicamentoes concomitantes anti-reumiticos
Be colectan para evaluar la necesidad de estos medicamentos
en 6 y 12 meses; 8in embargo, los datos disponibles son
inadecuados para realizar estos anflisis. S6lo loa valores de
linea base para la dosis media de metotrexato vy

corticosteroides (no tépicos) sistémicos se proporcionan.

Conclusiones de Eficacia
CTLA4Ig (BMS-188667) administrado a 10 wmg/kg (+ MTX)
tuvo una eficaciahhomparada al placebo (+ MTIX) en el dia 180
Y el dia 360. Para los sigulentes parimetroe de eficacia, la
administracién de 10 mg/kg de CTLA4Ig fue significativamente
mejor que el placebo:

Eficacia primaria variable: respuesta de ACR20 el dia 180

5
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(p<0.001) .
Respuesta de ACR50 y ACR70 el dia 180 (p<0.001)

Respuestas de ACR20, ACRS50 y ACR70 el dfa 360 (p< O.
003)

Se observaron. respuestas estadisticament; significativas
en ACRS0 y ACR70 el dfa 30 (p=0.039 y p=0. 04), se observaron
diferencias eatadisticamente significativas en todas las 3
relaciones de la respuesta (ACR 20, ACR50 y ACR70) en el dia
90; westoe valores permanecieron con°: una estadistica
importante en un intervalo de tiempo que incluye el dfa 360
(p<0.008) .

Proporciones "de sujetos gque obtienen una respuesta
Clinica Principal (mantenimiento de una xrespuesta ACR 70
durante un periodo continuo de 6 meses) en el dia 2360
(p=0.008) . |

Media numérica ACR-AUC para el dfa 360 (p<0.001}.

Media mejorada en porcentaje en cada componente ACR
individual el dia 180 y el difia 360 (p<0.05, 95% CIs no
incluye 0)

Las mejoras en todos loa cuatro dominios mentales y
fisicos de la evaluacién superada de Salud (SF-36) tanto en
el Dfa 180 como en el dia 360 (p<0.05, 95% CIa no incluye 0)
Ademis de las diferencias estadisticamente significativas, el
grupo CTLA4Ig 10 mg/kg obtuvo un nlmero reducido de nuevas

uniones y un niimero alto de Bsujetos que no reportaron

¢



