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CRYSTALLINE TUMOR NECROSIS FACTOR RECEPTOR 2 POLYPEPTIDES

This application claims the benefit under 35 C.F.R 119(e) of U.8. provisional applicstion
Sexial No. 60/491,827, filed Angust 1, 2003, which is incorporated by refarence in its entirety
herain,

BACKGROUND OF THE INVENTION

Many therapoutic molccules are polypeptides, some of which are prone to denaturation,
degradation, and/or aggregation. Aggregation of polypeptides is undesirable as it may result in
immmunogenicity (Clolend ef al., 1993, Crit Rev Thergpeutic Drug Carrisr Systems, 10: 307-377;
and Robbins ef al,, 1987, Dibetes, 36: 838-845). Polypeptides aro also subjoct o catalysis or
conversion into inactive forms by the natural biological procosses of the arganisms to which they
are administered. Further, therapentic polypeptides may be produced as s heteroganeous mixture
of fornma, varying in the extent of glycosylation or in other aspects of their three-dimemsional
conformation,

Crystallization of therapeutic polypeptides provides an advantage in producing a stsble
and homogenous formulation of such polypeptides. Certain advaniages of crystls inchude greater
case of handling of the therspeutic compound in preparing pharmaceutical products; reduced
degradation, densturation end/or aggrogation; ths potential for creating a sustained relcsse form of
the tharspeutic polypeptide to reduce the frequency of dosing; and the mbility to use crystalline
therapeutic polypeptides to form a pharmaceutical composition having a very high concentration of
the therapeutic polypeptide, In addition, crystallization methods can produce & more homogenous
population of polypeptides in the formulation, becanse anly the addition of similarly configured
polypeptide molecules will add to sustained growth of the crystal — when a limiting amount of
polypeptides of variznt structure have been incorporated into the crystal lattice, the resulting
structoral weaknesses in the crystal will prevent its farther growth. Since incorparation into a
crystalline form can ansuro that a grester percentage of the polypoptides will be in an active form,
administration of o amaller amount of the crystalline therepeutic peptides can produce s therapeutic
effect equivalent to administration of u grester amount of a more hoterogeneous polypeptido
formmistion. '

‘Tharefore, there is & need for crystalline formulations of therspoutic polypoptides,

SUMMARY OF THE INVENTION
Tho prosent invention provides crystalline forms of TNFR2 polypeptidos, including

, crystlline TNFR2:Fec polypeptides and crystalline etanercept. Ono embodiment of the invention is

a crysial of etanercept; in cortain embodimenta the etanercept crystal is in the form of & rod, and/or
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has 8 maximum length of between 0.5 millimwters and 1.5 millimsters or between 0.05 millimetors
end 0.3 millimeters, '

Also provided by the invention are methods of making crystals of TNFR2 polypeptides

. such as an TNFR2-Ig fusion polypoptide ar etenercept In certain embodiments, the TNFR2

5  polypeptides are monomers; in additional embodiments, the TNFR2 polypeptides arc multimery

such as dimers, trimers, or cligomers. In further embodiments, the TNFR2 polypeptids shares at
least 90% amino acid identity acroas the length of amino acids 39 throngh 162 of SEQ ID NO:1.

: The present invention also relstes o the mse of the disclosed crysmlline TNFR2

polypeptides, such as crystalline TNFR2:Fc polypeptides or crystalline etemercept, in the

10  mamifhcture of a medicament for the prevention or therapeutic trestment of each medical disorder

Figure 1 is a photograph of etanercept crystals from a polypeptide salution

15  contnining 50.96 mg of otanercept per millilier, as described further in Example 1 below. The

crystallization reservoir buffer was 0.1M HEPES pH 7.0, 30% PEG 6000, 0.7M lithium chloride;

after seven days at smbient room temperaturo tha crystals were harvested mamuslly, extensively

washed in the ghove reservoir buffir, and the photograph was taken, Crystals from this group were
mubmitted for N-terminal amino actd sequence analyals.

The invention ia directed to TNFRZ polypeptides in arystalline form, and to methods for
making and using such crystalline TNFRZ polypeptides. These polypeptids crystals are

25  advaningeous in that crystalline polypeptides can be stared fir langer periods and can exhibit
greater physical stability and retention of biologica! activity, under s wider rnge of storage and
handling conditions, than polypeptides not in crystalline form.

Dafinitiona

30 “Polypeptide” is defined harein as natural, synthetic, and recombinant proteing or peptides
genenlly having more than 10 mmino acids. A "polypeptide linker" can be a polypeptide formed
by a series of amino acids as short as one amine acid in length.

"Isclated”, as used herein, refirs to & polypeptide or other molecule that has been removed

from the environment in which it naturally occnrs.

35 "Substantially purified®, as used berein, refiers to a polypeptide that is substantially free of
other polypeptides present in the enviromment in which it naturally occors or in which it was
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Froduced; s preparation of & polypeptide that has been substantially purified contains at least 90%

by weight (ar at least 95%, et lcast 98%, or at least 99% by weight) of that polypeptide, wharein

the weight of the polypeptide includes mny carbohydrats, lipid, or other residues covalently

sttached to the polypeptide. A substantially purified polypeptide proparstion may contain variation

5 wmong polypeptide molccules within tho proparstion, with respect to oxtent and type of

glycosylation ar other post-tranalation modification, or with respect to conformstion or extent of
ibmeckati

"Purified polypeptide”, as used herein, refers to an esscntially homopanous polypeptide

preparation; however, an esseatially homogenous polypeptide preparation may contain variation

10  emong polypoptido molecules within the preparstion, with respect to extent and type of

glycosylation or other post-translation modification, or with respect to conformmtion or extent of
Himecization.

"Full-length" polypeptides are those baving the camplete primary amino acid sequence of

the polypeptido es initially tanslated; for exsmple, the fall-length form of the luman TNFR2 is

15  shown as SEQ ID NO:1. The “mature form™ of a polypeptide refirs to & polypeptide thet has

undergone post-trenalational processing stops soch as cleavage of the signal sequence or proteolytic

cleavage to remove a prodomain.  Multiple mature forme of s particular foll-length polypeptide

may bo prodoced, for cxample by cloavage of the signal sequence st multiple sites, or by

differential regulation of protesses that cloxve tha polypeptide. The mature form(s) of such

20  polypeptide can be obinined by expression, in a suitable mammalian call or ofher host cell, of a

miclsic acid molecule that encodes the full-length polypeptide. The sequence of the mature form of

the polypeptide may also be determinable fram the amino acid sequence of the full-length form,

through identification of signal scquences or protéase cloavage rites. In certain embodiments, the

mature form of the kuman TNFR2 palypeptide has an N-torminal amino acid residus selected from

25  the proup consisting of amino acids 23, 27, and 28 of SEQ ID NO:1, or sn N-terminal amino acid

selected from the group conaisting of each amino acid between amino acid 1 and amino acid 39 of
SEQID NO:1.

The "percent identity” of two amino sequences can be determined by visual inspection and

mathamatical calculation, and the comparison can also be done by compering sequence information

30  using a computer program. The first stop in determining percent identity is aligning the aming acid

sequences to a0 88 to maximize overlsp und identities, while minimizing gaps in the aligmment.

Tho second step in determining percent idontity is calculation of the mxmber of identities between

the aligned sequences, divided by the toial mumber of amino scids in the alignment. When

dstermining the percent identity that an amino acid ssquence bas "across the length of” a target

35  amino acid sequance, the length of the target amino acid sequence is the minimum value for the

mrmber of total bases in the alignment. For example, when determining the percont identity of &

first amino aoid sequance of S0 amino acids "aaross the length of' & socond amino acld sequenco of

amino acids I through 100 of SEQ ID NO:X, if the first amino acid sequenco is identical to amino
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scids 1 through 50 of SEQ ID NO:X, tho percent identity would be 50%: 50 amino acid identities
divided by the total length of the aligmment (100 amino acids). An exemplary computer program
for aligning amino acid scquences and computing percent identity is the BLASTP program
available for use vig the National Library of Medicine website ncbintmnih gov/gorffwblast?.cgi,
5  or tho UW-BLAST 2.0 algorithm.  Standard defiult paramster settings for UW-BLAST 2.0 are
described at the following Imternet gite: sapions. wustLedu/biast/blast/README html. In addition,
the BLAST algorithm uses the BLOSUMG62 amino ecid scoring matrix, and optional peremeters
that cen bo used arc as follows: (A) inchusion of & filter to mesk segments of the query sequenco
that have low compositional comploxity (as determined by the SEG program of Wootton and
10  Federhon (Computers and Chemtistry, 1993); also see Wootton snd Federben, 1996, Anzlysis of
compositionally binsed regions in sequence databases, Afethods Enmxymol. 266: 554-71) ar
segments consisting of short-periodicity internal repests (as determined by the XNU progrem of
Claverie and States (Computers end Chemistry, 1993)), and (B) a statistical significance threshold
for reporting maiches sgainst database sequonces, ar B-acore (the expected probability of matches
15  being found merely by chance, according to the stochastic model of Karlin and Altschul (1990); if
the statistical significanco ascribed to a match is greater than this E-score threshold, the match will
not be reparted.); E-scare threshold values are 0.5, 0.25, 0.1, 0.05, 0,01, 0,001, 0.0001, le-5, lo-
10, 1e-15, 10-20, le-25, 10-30, 1c-40, 10-30, 1e-75, or 10-100. Other progmms used by thoso
akilled in the art of sequence comparizon can also bo used to align emino acid sequences, such as,
20 the Genetics Computer Group (GCG; Madison, WI) Wisconsin package version 10.0 program,
\GAP' (Devereux ef al, 1984, Nuel Acids Res. 12: 387). Tho defiult parameters for the \GAP*
program inchude: (1) The GCG implementation of & unary comparison matrix (conimining a value
of 1 for identitics and 0 for non-identities) for mucleotides, and the weighted amino acid
camparison mairix of Gribikov snd Burgess, Nucl.' Acids Raz. 14:5745, 1986, as described by
25  Schwartz and Dayhoff, cds., Atlar of Polypeptide Sequence and Structure, Nutionsl Biomedical
Research Foundation, pp. 353-358, 1979; ar other compamblo comparison matrices; (2) « penalty
of 30 for cech gap and an additional penaity of 1 for each symbol in cach gap for amino acid
sequances, or penalty of 50 for each gap and an additional penalty of 3 for each symbol in each gap
for mucleotida sequences; (3) oo penalty for end gaps; and (4) no maximmm penalty for long gaps.
30 "Soluble forms" of TNFR2 polypeptides of the invention comprise certuin fragments or
domaing of these polypeptides. Soluble polypeptides are polypeptides that are capable of being
secroted from the cells in which thoy are expressed. A socreted soluble polypeptide can be
identified (and distingmished from f#ts non-soluble membrane-bound counterparts) by soparating
intact colls which express the desired palypeptide flom the culture mediam, e.g., by centrifagation,
35  and assaying the medium (supernatant) for the presence of the desired polypeptide. The presence
of the desired polypeptide in the medizmn indicates that the polypeptide was secreted from the cells
and thus is e soluble form of the polypeptide. The use of solubls forms of cytokine polypeptides of
the invention is sdvantegeous for many =zpplications. Purification of the polypeptides from



000011

WO 2005/012353 PCT/US2004/024738

10

15

20

30

35

recombinant host cells is fucilitaied, since the soluble polypeptidss ere secreted from fthe cells.
Moreover, soluble polypeptides are generally mare suitable than membrane-bound forms for
parenteral administration and for many enwymatic procodures. In cerinin embodiments of the
invention, mature soluble forms of TNFR2 polypeptides do not conirin a transmembrane or
membrano-mchoring domain such as amtino scids 258 through 87 of S8EQ ID NO:1, or contzin an
insufficient portion of such a domain (e.g. 10 amino acids or fewer) to result in rotention of the
polypeptids In & mambrane-bound form.

"An isolated polypeptide consisting essentially of an amino acid sequence” means that the
polypeptide can opticnally have, in addition to said amino acid sequence, additional material
covalently linked to either ar both ends of the polypeptide, said additional material between 1 and
10,000 additional amino acids covalenfly linked to either or both ends of the polypeptide; or
between 1 and 1,000 additional amino acids covalently linked to either or both ends of the
polypeptide; or betweon 1 and 100 additional amino acids covalently linked to either or both ends
of tho polypeptide. Covalent linknge of additional smino acids to elther or both ends of the
polypeptide acconding to the invention results in 8 combined amino acid sequence that is not
mhn_llyoecunhg.

necrosia fictor roceptor 2) polypeptide, or ut least a portion of & varlant thereof, TNFR2
polypeptides includo TNFR2 furign polypeptidcs, such as the TNFR2-Ig fasion polypeptides
described below, as well as TNFR2:Fc polypeptides, etanercept, and varients, monomeric or
mmuitimeric forms, modified versions, and conjugates thereof '

The TNFR2 polypeptide has also been called TNFRSF1B (tumor necrosis fictor recopior
superfamily member 1B), p75, and CD120b; the full-length amino acid sequence of TNFR2
polypeptide is shown in SEQ ID NO:1 (seo also Swiss-Prot Database Accession Number P20333).
Anather related but distinct tumor necrosis factor receptor is TNFR1, also called TNFRSF1A and
p$5 (sce also Swiss-Prot Database Accession Number P19438), TNFR2 and TNFR! are known to
bind the pleotropic cytokine tumor necrosis factor alphs (TNF-alpha or stmply "TNF"), which is
associsted with inflammation In sddition to binding TNF-alpha, the TNFRZ and TNFR1
polypeptides mediate the binding to cells of homotrimers of TNF-beta (more commonly called
*lymphotoxin-aipha", or LT-alpha), which is snofher cytokine associated with inflammation snd
which ahares structaral similaritics with TNF-alpha (0.g., sco Cosman, Blood Cell Biochem 7:51-
77, 1996). As used herein, "TNFR" or "TNFR polypeptide™ refars to a polypeptide that is capable
of binding TNF-alpha or LT-glpha; specific examples of TNFR polypeptides aro TNFR2 and
TNFRI. As used herein, "binding®, or "ligand binding", or "having ligand-binding activity" means
binding a ligand such as TNF-alpha or LT-alphe with an affinity (that is, with an inhbition constent
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ar K;) of at least 1 x 10” M when in u monomerio form, or in further embodiments, with an affinity
of st least 1 x 10° M when in » monomeric form, or with an affinity of st least 1 x 10° M™' when in
the form of a multimer such as a dimer or trimer, or with an affinity of at least 8 x 10° M"! when in
the foom of & mmuitimer such es a dimer or trimer, The TNF-alpha-binding affinity (inhibition

5  constant) of a TNFR2 polypeptide or a variant thereof can be determined using & binding assay
such as that described in Example 6 below (see also Mohler e al., 1993, J Immunol 151: 1548-
1561 and Peppel e al., 1991, J Exp Med 174: 1483-1489). Similarly, analogous asssys can be
wsed to determine the binding affinity of 2 TNFR2 polypeptide or & variant thereof for LT-alpha or
any ofher potential lignnd. "TNFR-related”, as used horein, refiws to polypoptides that are related

10 by amino acid scquance similarity ar three-dimensional structural similarity to TNFR polypeptides,
but which do not necessarily bind TNF-alphs or LT-alpha Examples of TNFR-related
polypeptides are CD40 (Swiss-Prot Database Acceasion Number P25942) and OX40 (Swiss-Prot
Database Accession Number P43489) polypoptides.

The three-dimensional structures for TNFR1 and for some TNFR-relsted polypeptides

15 have been dstermined; for cxample, the cxtracollular domain of ths pS5 TNFR1 has been
crystallized and submitted to the Protein Dats Bank (PDB, www.csb.org/pdb/) under the sccession
mumber 1EXT, and the pS5 TNFR1 polypeptide in associstion with its ligund LT-alpha has been
submitted to PDB as 1TNR. Also, in the Structural Clessification of Proteins resource (SCOP,
scop.berkeley.edu) the TNFR and TNFR-related polypeptides defining the SCOP TNF Receptur-

20  Like protein fold are related strocturally in that they share an extraceliular domain having st least
three gimilar disulphide-rich domains. For example, TNFR2 as shown in SEQ ID NO:1, has four
gsuch domains, with the most N-terminal three dorains shering a characteristic pattern of consarved
cysteins rosidues that are involved in disulpkide bond formatios. The four disnlphide-rich damains
are at amino acids 39 fhrough 76, st amino acids 77 fhrough 118, at amino acids 119 through 162,

25  and at amino acids 163 through 201 of SEQ ID NO:1. Tho disulphido bonds aro formed between
the pairs of cysizins resicues at the following amino acid positions: 40 and 53, 54 and 67, 57 and
75, 76 and 93, 96 und 110, 100 snd 118, 120 and 126, 134 and 143, 137 and 161, and (in the
fourth domein) 164 and 179; the fourth disulfide bond dommin also contains another pair of
cysteine residnes at amino acids 184 and 200 of SEQ ID NO:1,

30 TNFR2 polypoptides mnd veriania thereof can be mnalyzed for their threo-dimensional
aimilarity to structurally characterived TNFR polypeptides and TNFR-related polypeptides by
using computer programs such as GeneFold (Tripos, Inc., St. Louls, MO; Jaroszowskd et al,, 1998,
Prot Sci T: 1431-1440), a protein threading program that overlays a query protein sequance ooto
structual representatives within the Protein Data Bank (PDB) (Bermsn e a/., 2000, Nuclsic Acids

35 Rex 28: 235-242). To use GenaFold to nsseas the structure of & TNFR2 polypeptids or s variant
thereof, the polypeptide scquence is entered into the program, which assigns & probebility score
that reflects how well it folds onio known protein stractures (“template™ etructures) that are present
in the GeneFold datsbssc. For scoring, GensFold relies on primary amino scid sequence
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similarity, burial patterns of residues, local interactions, end secondary structure compsrisons. The
GeneFold program fokis (or threads) the amino acid sequence onto all of the template structures in
a database of protein folds, which includes tho sclved structures for seversl hmrman TNFR
polypeptides such as p55 TNFR1 (fhe tamplato ™1tR™) and alao the TNFR-relatsd polypeptide
CD40 (ths template "1cdf ). For each comparison, three different scores are calcnlated, based on
(i) sequance only; (if) sequence plus local conformation prefarences plus burial trms; and (iif)
sequence plus local conformation preferences plus burial terms plug secondary structure. In each
instance, tho program determines the optimal alignment, cslculates the probability (P-vatus) that
this degree of aligmment ocourred by chance, and reparts the inverse of the P-value sa the score.
These scores therefore reflect the degres to which the query polypeptide sequence matches the
various reference structures such as TNFR polypeptide stuctures. When using GeneFold to-
compare a TNFR2 polypeptide or variant thereof (the query polypeptide) to other TNFR ar TNFR-
related polypeptides, the query polypeptide will bo matiched to the 1cdf , the 1tmR, or another
TNFR or TNFR-rolated tamplate as the highest hit in one of the three scoring catogories, and/or
will bo matched to 2 TNFR template with any score of st loast 500, or st least 700, or at least 900,
or ut least 990, ar 999.9 (the rmaximum score). Another method for anslysis of a TNFR2
polypoptide or 8 variant thereof is slignment of the structure of that query polypeptide with those of
TNFR or TNFR-relsted protoins through the well known process of homology modaling. One
useful software program that cen be used for homology modeling is the ™Modeler' program
available from Accelrys, a subsidisry of Pharmacopoia Inc. (Princeton, NJ). '

The TNFR2 polypeptide for crystallization comprises at least a partion of the extracellular
reglon of the TNFR2 polypeptide of SEQ ID NO:1, or & veriant theroof. In cortain embodiments,
the entire extracellular region of the TNFR2 polypeptide is included in the TNFR2 polypoptide,
As cortain examples, the TNRF2 polypeptide can comprise amino scids 28 through 257, or amino
acids 27 through 257, or amino scids 23 through 257 of SEQ ID NO:1. In further embodiments,
the extrucellular region of the TNFR2 polypeptide is trancuted to delete at least one potential N-
linked glycosylation site (e.8. mmino acids 171 and 193 of SEQ ID NO:1) and/or a prolins-rich
region (e.g. amino acids 24 through 36 of SBQ ID NO:1 or smino acids 217 through 261 of SEQ
ID NO:1) whils leaving intwct the thres most N-terminal domaing having intramolocular disnlfide
bridges. For exmmple, in one embodiment, the TNFR2 polypeptide comprises amino acids 39
through 162 of SEQ ID NO:1, or amino acids 39 through 179 of SEQ ID NO:1, ar amino scids 39
through 200 of SEQ ID NO:1, or a variznt of any of the foregoing,

TNFR2 polypeptides for crysiallization sccording to the present invention include
polypeptides with amino acid sequence lengths that wre at least 20% (or st least 25%, or at least
30%, or at least 35%, or at least 40%, or at least 50%) of the length of the TNFR2 polypeptide of
SEQ ID NO:1 and have at loast 60% sequence identity (or st least 70%, ot least 75%, at loast 8056,
ut loast 85%, at loast 90%, at loust 95%, at loast 97.5%, at loast $9%, or at least 99.5%) with that
TNFR2 polypeptide. Also included in the present invention are TNFR2 polypeptides and
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polypeptide fragments that contain a segment comprising at lsast 80, or at Jeast 90, or at least 100,
or at least 110, or at least 120, or st lsast 130 contignons amino acids of SEQ ID NO:1, or & variant
thareof. Such polypeptides and polypeptide fragments may slso contein a sogment that shares st
least 70% sequance identity (or at least 70%, at least 75%, at least 80%, at lonst 35%, at lenst 95096,

5 ot loast 95%, at loast 97.5%, ut loast 99%, or at least 99,5%) with the TNFR2 polypeptide of SEQ
ID NO:1.

When making such verimnts of the TNFR2 polypeptides to bo crystallized, several
cansiderxtions can be used to guide those of akill in the art in making variants that retain hiological
activity such as TNF-alpha-binding activity. In certain emibodiments, it will be desirable to retain

10 ut loast the three N-terminal disulfide band regions, or st loast all four of tho disclfide bond reglons
described above for the TNFR2 polypeptids of SEQ ID NO:1. Further, portions of the TNFR2
extracellular domain that encompass the N-torminal three disulfide bond regions can be extended to
includs all or s partion of the fourth disulfide bond region, and in particular embodiments none of
the cysteines of the fourth disulfide bond region ere included, or s regiom of the fourth disulfide

15 bond rogion including the first pair of cysteines (at amino acids 164 and 179 of SEQ ID NO:1) is
inchuded, and/or a region of the fourth dismlfide bond region incinding the secand pair of cysteines
(st xmino acids 185 and 200 of SEQ ID NO:1) is incinded. Therefore, variants encompassed
within the ecope of the invention retain the cysteine residues mvolved in forming the disnlfide
bonds of these domains, and also retain the approximate spacing (i.c. number of residues of the

20 primary amino acid sequonce) between those cysieines. For example, veriants that do not insert or
delete more than five emino acids between cysieins pairy that form disulfide bonds sre within the
scopo of the invention, as aro variants that do not isert or delete more than four wmino acids
between such cysteines, snd varianis that do not insert or delete more than three smino aclds
betwoen such cysiwines, and varimnts that do not insert or delete more fhan two smino scids

25  betwoen such cysivines, and variants that do not insert or delete more than ons enrino acid between
such cysieines,

Ancther consideration that will guide those of skill in the art in making variants of TNFR2
polypeptides is the nature of the emino acid substitutions thet are mads; such substitutions can be
conservative, which means that the amino acld present in the variant st & certain position has the

30 same chemical end/or size propertios as the emino acid at the comesponding position in the
untitered TNFR2 polypeptide, Table 2 summarizes groups of amino acids that are congidered to
have similer properties, so that the substitation of sy amino acid with another from the seme row
of Table 2 would be a conservative substiution, In certain embodimants, TNFR2 polypeptide
variants have 2056 or fower smino acid substitutions {or 15% or foewer, or 10% oc fewer, ar 7.5%

35  or fower, or 5% ar fower, ar 2.5% or fower, or 1% or fewer) acrom the Jength of amino acids 39
through 162 of SEQ ID NO:1, or of amino acids 39 through 179 of SEQ ID NO:1, or of amino
acida 39 through 200 of SEQ ID NO:1. In certnin embodiments, TNFR2 polypeptide variants have
20% ar fower conservative amino acid substitutions (or 15% or fewer, or 109% or fewer, or 7.5% or
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fowez, or 5% or fower, or 2.5% or fower, or 1% or fower) across the lepgth of amino acids 39
through 162 of SEQ ID NQ:1, or of amino acids 39 through 179 of SEQ ID NO:1, or of eming
acids 39 through 200 of SBQ ID NO:1.
In certain embodiments, the TNFRZ2 polypoptides or variants thereof to be crystallized
5  bave TNF-alpha-binding activity, and/or LT-alpha-binding activity.

B E

Polar
H :

Aromstic: phenylalanine; tryptophan; tyrosine

[ Small: glycine; alanine; gerine; threonine; methiomns

Small

10 INFR2 Fusion Profeina
In certain embodiments, the TNFR2 polypeptides to be used in the crystallization methods
of the invention incinde TNFR2 polypeptides fused to a portion of en Ig (immumoglobalin)
polypeptide, or to a variant thereof, optionally with a polypoptide linker betwoen the TNFR2
portion and the Ig portion of the TNFR2-Ig fusion polypeptide. (The optional polypeptide bnker
15 can be as short as one amino acid in length, when it is preseat in 8 TNFR2 fusion polypeptide.)
Immunoglobulin (Ig) polypeptides ere related by amino scid sequence and also by three-
dimensional structure. The Ig superfamily of polypeptides, as defined in SCOP, is ane sibset of
proteins having the protein fold "immunoglobulin-like beta-ssndwich”, which is described as
generally having soven strands arranged in two shoets, although some members of the fold have
20  additional strands. The Ig wperfamily is subdivided into four fkmilies of protein domains: the V
set domains (antihody verisble domain-like); the C1 sot domaina {(satibody constent domain-like);
the C2 sot dormins; and the I set domains
A TNFR2-Ig fusion polypeptide comprises at least a portion of en Ig polypeptide, for
example, st least 10 contiguous emino acids of a constant region of an Ig polypeptide, or a
25 polypeptide at least 14 amino acida in length that shares at loast 70% smino scid identity with at
least 20 comtignous amino acide of 8 constant region of an Ig polypoptide. A TNFR2-Ig fision
polypeptide of tho present invention can preforably comprise st least one heavy chain constant
rogion and, in certain embodiments, at leeat one light chain constant region, .
In cartain ambodiments, the Ig polypeptida comprises the constant rogion of an IgG class
30  heavy chain or a fiagment and/or variant thereof, and in other exbodiments the constant region of
other immumoglobulin isotypes can bo used to generaie such TNFR2-Ig fosions. For exampls, a
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TNFR2-Ig fusion polypeptide compriging the consiant region of an IgM class heavy chain or s
fragment and/or variant thercof could be used to generaie a decavalont form of the TNFR2-Ig
fusion polypeptide. The constant region of imrrmnoglobulin heavy chains, with a specific exampls
of & Ixunan IgG1 class heavy chain constant domain provided by SEQ ID NO:2, comprises & CH1

5  domain (amino acids 1 through 98 of SEQ ID NO:2), & hinge region (amino acids 99 through 110
of SEQ ID NO:2), a CH2 domain (amino acids 111 through 223 of SEQ ID NO:2), and s CH3
domuin (smino scids 224 through 330 of SEQ ID NO:2). SEQ ID NO:3 provides u specific
example of a variant of an IgG1 clsss hesvy chain constant domain, in which two amino acid
substitutions have been mado (Glu has been substituted fir Asp at posttion 239, snd Met has been

10  substitoted for Leu at position 241). Certain ambodiments of the invention include TNFR2-Ig
fusion polypeptides comprising all or e pestion of the extraceliular domain of TNFR2 polypeptide
(SEQ ID NO:I) fused to all or & portion of SEQ D NO:2 or SEQ ID NO:3, optionally with & linker
polypeptido botwoen the TNFR2 portion and the Iy partion of the TNFR2-Ig fusion polypeptide.
In further embodiments of the invention, s heavy chain constant region camprising at least &

15  portion of CH, is the Ig portion of a TNFR2-Ig fosion polypeptide. Certain emboediments can also
include, for example, the C-terminal half of the hinge region to provide a disulfids bridge betweon
heavy chaing, In certain embodiments of this invention, the TNFR2 polypeptide is covalently
linked, optionally through & polypeptide linker, to the N-terminus of at least one portion of 8 CH,
region of a hesvy chain constant domain to form & TNFR2-Ig fusion polypeptide,

20 In ceriain additional embodiments, st least a portion of the hings region is sttachad to the
CH, region. As one example, CH, and CH, are prosent in the moleculs, and the extire hinge region
is also present. As enother example CH, is present along with the first seven amino acids of the
hinge (amino acids 99 through 105 of SEQ ID NO:2 or 3). It will be understood by one skilled in
the art fhat the TNFR2-Ig fusion polypeptides of the invention can be, for exampls, menomeric or

25  dimeric, and that if 8 dimeric TNFR2-Ig fusion polypoptide is desired, it is important to includs the
puﬁmoi‘hhhpmgluhpﬁcnhdhdiﬂﬁdobondﬁmﬁmbﬁwmﬁnhwchﬁu(ﬁr
example, a portion of amino acids 99 through 110 of SEQ ID NO:2 or 3 that inchudes amino acid
109 of SBQ ID NO:2 or 3). In further embodiments of the invention, the TNFR2-Ig fusion
polypeptide can comprise portions of the CH3 domin that do not include the C-tarminal tysine

30  residue (amino acid 330 of SBEQ ID NO:2 ar 3), as this residue has been observed to be removed in
posi-tanalational processing of Ig hesvy chatn polypeptides.

Fc domaina
As used berein, an Fc domain can contain one or all of the heavy chain CH1, hinge, CHZ,
35 and CHI dommins described above, or fingments or varients thereof, and can be monomeric,
dimeric, or multimeric as determined by the constituents of the TNFR2-Ig fision polypeptide
comprising the Fc domain,

10
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Certain polypeptides specifically comtemplated for crystallization according to the
invention include TNFR2-1g fosion polypeptides comprising at least a portion of an Fo domain. A
proferred TNFR2 polypeptide suitablo for treating disceses in lumens and ofher manmmals is
TNFR2:Fe, which is used herain to roftr to all or s partion of the extracellnlar domain of 8 TNFR2
polypeptide or a variant thereof, fused to the Fc partion of an immamogiobulin polypeptide,
optionally with a polypeptide linker between the TNFR2 portion and the Fo portion of the
TNFR2:Fc polypeptids.

ot ierizing dommi

Multimers of the invention include TNFR2 polypeptides for crystallization, wharein the
TNFR2 polypeptides are in dimeric, trimeric, decameric, or other mmitimeric form. Another
method for preparing the nwitimers of the invention involves use of a leucine zipper. Leucine
zipper domnains are peptides that promote cligomerization of the polypeptides in which they aro
(Landschulz et al., Science 240:1759, 1988), snd have since beon found in a varioty of different
polypeptidos. Amang the known leucine zippers are naturally occurring peptides and derivatives
thereof that dimerize or trimerize. The ipper domsin (also referred to herein as'a nmltimerizing, or
rultimer-forming, domain) compriscs & ropetitive hoptad repeat, ofien with four or five leucine
residues interspersed with other amino acids. Use of loucine zippers and preparation of mmltimery
uing leucine rippem aro well known in the art. Other multimerization domaine include the
trimexization domain found in hmg surfactant D protein (Kovacs & al., 2002, JJ Biomo! NMR 24 :
89-102) and other such domaina known in the urt.

Eigoercept

In one embodiment, the TNFR2 polypeptide that is crystallized is "otanercept,” which is a
dimer of two polypeptides cach consisting of 235 amino acids derived from the extracellular
portion of the TNFR2 polypeptide, fused to s 232 amino acid portion of luman IgG1. The amino
acid sequence of the monomerio component of etensrcept is shown as SEQ ID NO:4. In the
dimeric form of this moleculs, two of those fusion patypeptides (or "monomers™) are held togsther
by three disulfids bonds that form between the immmnoglobulin portions of the two monomers.
The etanarcept dimer fherafbre cousists of 934 amino acids, and hes an apparent molccular welght'
of approximately 150 kilodaltons (Physicians Desk Reference, 2002, Medical Economics Company
Inc., pp. 1752-1755). Btenercopt is currently sold under the trade name ENBREL® (Amgen Inc.,
Thousand Oaks, CA).

Ciyeogyletion apd Conjugates

11
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The invention inciudes TNFR2 polypeptides of the invention with or without associated
native-pattern glycosylation. Polypeptides expressed in ycast or mammelian expression systems
(eg:, COS-1 ar CHO cells) can be similar to or significantly different from s native human
polypoptide in molacular weight and glycosyistion pattern, depending upon the choice of

5  expression system. Expression of polypeptides of the invention in bacterisl expression -systems,
mch ws E. coli, provides non-glycosylated molecules. Further, a given preparation can include
multip]e differentially glycosylated specics of the polypeptide. Glycosyl groups can be removed
through conventional methods, in particular those utilizing glycopeptidase. In generl,
glycosylated polypeptides of the invention can be incubsted with a molar excess of glycopoptidase

10  (Boehringer Mannheim).

A TNFR2 polypeptide for crystallization and use in the therapies described hevein may be
conjugated with polyethylens glycol (pogyiated) to prolong its serum half-lifs or to enbance protein
delivery. An example of a pegylated TNFR polypeptide derived from TNFR p55 is recombinant
polycthyleno glycol conjugated soluble TNFR p55 (PEG-sTNFR type I), which contsins the

15  extreceliular dornain of TNFR p55; TNFR2 polypeptides and fragments thereof can be canjugated
with polyethylens glycol in a similer fashion. Reagents and methods for pegylation of polypeptides
aro described, for exzmple, in WO 92/16221; WO 99/102330; and U.S. Pat. Nos. 6,420,339;
6,433,158; 6,441,136; 6,451,986; 6,548,644; and 6,552,170; all of which are incorparated by
refrence herein,

20 The invention also encompasses crywtalline formg of TNFR2 polypeptides conjugated to a
cytotoxic or luminescont substance. Such substances include: maytansine derivetives (such as
DM1); exterotaxins (such as & Staphylococcal enterotoxing); other toxic proteins and compounds
(such as Ricin-A, Pscudomonas toxin, Diphtheria toxin, dsunorubicin, doxorubicin, methotrexate,
and Mitomycin C); iodine isotopes (such as iodine-125); technetiom isotopes (such as Tc-99m);

25  other isotopes (*"Bi, *'I, "Re, and *Y); cymnine fluorochromes (such as Cy5.5.18); snd
ribosome-inactivating polypeptides (such as bouganin, gelonin, or seporin-86).

nd Poxrifving Palvoentides for Crvetallizetior

The TNFR2 polypeptide can be produced by lving host cells that express the polypeptids,
such s howt cells that have been genstically engineered to produce the polypeptide, Methods of
30 pgemstically enginooring cells to produce polypeptidos are well known in the art. See, o.g., Ausubel
et &L, eds. (1990), Cumrent Protocols in Molecular Biology (Wiley, New York). Such methods
include introducing micleic acids thet encode and allow expresaion of the polypeptide into living
host cclls. Thase host cells can be bacterial cells, fimgal cells, insect cells, or animal cells grown in
cultzre. Bacterial host cells inclnds, but are not limited to, Rscherichia coli cells. Rxamples of
35  suitable B. coli siraing include: HB101, DHSa, GM2929, IM109, KW251, NM538, NM539, end
any B. coli sirain that fails to cleave forcign DNA. Funga] host cells that can be used include, but
are not bmited to, Saccharomycas cerevisiae, Pichia pastoris, and Aspergillus cells. A few

12
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examples of animal cell lines that can be used ere CHO, VERO, BHK, HeLa, Cos, MDCK, 293,
3T3, and WI38. New animal cell lines can be establishad using methods well known by those
skillod in the art (e.g., by tranaformmtion, viral infection, end/or selection). Optionally, the
polypeptide can be secreted by the host cells into the medium.

5 Purification of the expressed TNFR2 polypeptide can be performod by smny standard
method. When the TNFR2 polypeptide is produced imiracellularly, the particnlate debris is

' removed, for example, by centrifugation or ultrafiltvation. When the polypeptide is secreted into
the medhon, sopernatants fram such expression systoms can be first concentrated using standard
polypeptide concentration filters. Protsase inhibitors can alse be added to inhibit proteolysis and

10  entibiotica can be included to prevent the growth of microarganizrms. TNFR2 polypeptides can be
produced in the presence of chaperons or sccessory proteing in order to obtsin a desired
polypeptide conformation, or can bo subjected to conditions such as oxidizing end/or reducing
canditions after production in arder to indnco refblding or changes in polypeptide conformation
(sce, for example, WO 02/068455).

15 The TNFR2 polypeptidle can be purified using, for example, hydroxyapatite
chromatograplry, gel electrophoresis, dialysis, end affinity chromatogrephy, and amy combination
of purification tecimiques known or yet to discovered. For exasmple, protoin A can be used to
purify TNFR2-Ig polypeptides that arc based on lmman gamma 1, gamms 2, or gamma 4 heavy
chains (Lindmark et al., 1983, J. Immumol. Meth, 62:1-13), where the Ig portion of the TNFR2-Tg

20  fusion polypeptide contzina the portion of the constant domain favolved in binding to protein A.
Protein G is recommended for all mouss isotypes and for lnnman gamms 3 (Guas et al, 1986,
EMBO J. 5:1567-1575). Other techniques for TNFR2 polypeptide purification can be wtilized,
dopending on noed, including but not limited to fractionation on an ion-exchange columm,
precipitation with ethanol or other alcohols, reverse phase HPLC, FPLC, chromatograplry on silica,

25 chromatography on heparin SEPHAROSET™, chromatography on an anion or cation exchange
remin (such as a polyaspartic acid columm), hydrophobic intersction chromatography,
chromatofocusing, SDS-PAGE, and ammonium sulfate precipitation can also be utilized depending
on need.

30 . i1

Polypoptide crystals are grown by controlled crystallizetion of polypeptides from squeocus
solutions or from aquoous solutions containing organic solvents or additives, Solution conditions
that may be controlled include, for example, the rats of cvaporation of solvent, organic solvents or
additives, the presance of appropriato co-solutes and buffers, pH, and tempersture. A
35  comprehensive review of the various factors affecting the crystallization of proteins has beemn

published by McPherson, 1985, Methods Enxymol 114: 112-120. In sddition, McPherson and
Gilliland, 1988, J Crystal Growth, 90: 51-59 have compiled comprehenaive lists of polypeptidea

13
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that have boen crystullized, as well as the conditions under which they wore crystallized. A
compendium of crystals and crystallization recipes, as well a8 a repository of coordinates of solved
protein structures, is maintained by the Protein Daia Bank at the Brookhaven National Laboratory
(www.xcsb.org/pdly/; Bemsiein et al., 1977, J Mol Biol 112: 535-542). These roferences can be
used to determine the conditions nocessary for crystallization of a polypeptide, as a pretude to the
formation of appropriate polypeptide crystals and can guide the crystullization strategy for other
polypeptide, It should be noted, however, that the conditions reparted in most of the above-cited
refcronces have been optimized to yield, in most instances, a few large, diffraction quality crystals.
Accordingly, it will be spprociated by those of skill in the ert that some degree of adjustment of
theso conditions to provide a high ylelding process for the large scale production of polypeptide
crystals may be necessary.

In gemeral, arystals are produced by combining the polypeptide to be crystallized with an
appropriate aqueons solvent or aqueous golvent cantaining sppropriate crysallization agents, such
as salts or organic solvents or additives. The solvent is combined with the polypeptide and may be
subjected to aegitation at a temperature determined experimentally to be sppropriate for the
induction of crystallization and acceptable for the maintenance of polypeptide activity and stability.
The solvent can opticnally inchide co-solutes, such as divalent cations, co-factom, or chactropes, as
well as buffer species to control pH. "Co-solute means* for crystallization include compounds that
can supply a co-solute to facilitate crystallization of a polypeptide. Examples of co-sohite moans
include ammoniom acefate, ammonium chloride, ammonium fluoride, ammonivm formate,
smmonjum nitrate, smmoninm phosphats, ammanium sulfate, cadmrium chloride, cadriom sifute,
calchum acetate, calcium chloride, cestum chloride, cobaltous chloride, CHy(CHZ)sN(CHy),* Br
(CTAB), di-ammonium citrate, di-ammonium hydrogen phosphate, di-ammonium phosphate, di-
ammonium tartrate, di-potassium phosphate, di-sodimm phosphate, di-sodium tartrats, DL-malic
acid, ferric chloride, L-proline, lithium ecetate, lthipm chloride, lithium nitrate, lithivm sulfite,
magnesium acotate, magnesium chloride, magnesium formate, magnesinm nitrats, megnesium
gulfate, micknl chloride, potassivm acetate, potassium bromide, potassium chloride, potaasium
citrate, potsssium fluoride, potassium formate, potassinm riltrate, potassium phosphate, potassium
sodium tartrate, potassivmm salfite, potassium thiocyanate, sodinm acetate, sodium bromids, sodium
chloride, sodium citrats, sodivm finoride, sodhum formatn, sodium malonate, sodium nitrate,
citrate, tri-lithium citrate, trimethylamine N-oxide, tri-potassium citrate, tri-sodium citrate, zinc
acoiate, zinc suifute, and other compounds that fimetion to supply co-solutes. "Crystallization
buffering meens” include compounds that maintein the pH of a solution in a desired range to
fucilitate crystallization of a polypeptide. Examples of crystallizmtion buffering means include
ACES  (N-(2-acetamido)-2-aminosthancsulfonic acid), BES  (N,N-bis(2-hydroxyethyl)-2-
eminoethaneguifonic acid), Bicine (N,N-Bis(2-hydroxyethyl)plycine), BIS-TRIS (2,2-bis-
(bydroxymethyl)-2,2',2"-nitrilotricthanol), boric acid, CAPS (3-[cyclohaxylamino]-1-propane-

14
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wulfonio ecid), EPPS (HEPPS, 4-{2-Hydroxyethylpiperanino-| propenseulfimic acid), Gly-Gly
(NH,CH,CONHCH,COOH, glycyl-glycine), HEFES: (4-(2-hydroxyethyl)piperezine-1-cthane-
sulfonic acid), imidezole, MES (2-morpholincethanesulfonic acid), MOPS (3-(N-morpholino)-
propanesulfonic acid), PIPES (piperazine-1,4-bis(2-ethenesulfonio acid)), sodinm acetate, sodinm
5  bicerbomats, sodium phosphate monobasic (sodium dihydrogen phosphbats), TAPS (N-[tris-
(hydroxymefhylmetyl)-3-aminopropmesulfimic acid), TAPSO (N-{tris(hydroxymethymethyi]-
3 aming-2-hydroxypropanesulfonic acid), TBS (N-[tris(hydroxymetiyl)metiryl)-2-sminoethane-
sulfonic acid), Tricine (N-[tris(bydroxymethyl)methryl|glycine), Tris-HCl, TRIZMA (2-smino-2-
(hydroxymetivyf)-1,3-propanediol), and other compounds that fimction to maintain a solution at or
10  near a specified pH.
The need for co-solutes, buffers, etc. and their concentrations are determined
cxperimentally to facilitate crystallization. Some examples of suitable crystallization conditions for
& polypeptide erv described in Examples 1, 2, and 3 balow.
In sn industrial-scale process, the controlled procipitation leading to crysiailization can
15 best bo camied out by the simple combimation of polypeptide, precipitant, co-solutes and,
optionally, buffiers in a batch process. As snother option, polypeptides may be crystallized by
using polypeptide precipitates as the wtarting mterisl (“seeding”). In this case, polypeptide
precipitates sre added to a crysiallization solution and incubated mmtil crystals form  Altermative
laboratory crystallization methods, such as dislysis or vepor diffusion, can also be adopted.
20 McPhomson, mpra and Gilliland, supre, inchude s comprehensive list of suitsble conditions in their
reviews of the crystallizstion Hterstors. Ocossionally, in cases in which the crystallized
polypeptide is to be crosslinked, incompatibflity betwoen an intended crosslinking agent and the
crystallization medinm might require exchanging the crystals inio 8 more suitable solvent system.
According to one embodiment of this invention, polypeptide crystals, orystal formmiations
25 and compositions are prepared by the following process: fimt, the polypoptide is crystallized.
Next, excipients or ingredients as described horein are added directly to the mother liquor.
Alternatively, the crystals are suspended in a solution of excipient or other formmisry ingredients,
after the mother liquor is removed, for a minimom of 1 hour to & maxinmum of 24 hours, Tha
excipient concentration is typically between sbout 0.01 to 30% W/W, which comesponds to a
30 polypoptide crystal concomtration of 99.99 to 70% W/W, respectively. In one embodiment, the
exciplent concentration is between abouat 0.1 to 10%, which corresponds to a crystal concentration
of 99.9 to 90% W/W, respectivaly. The mother liquar can be removed from the crywial shurry
cither by filtration or by contrifogation. Subsequently, the crywials are washed optiomally with
solutions of SO to 100% oms or more arganic solvents or additives such as, for example, ethanol,
35  methanol, isopropanol or ethyl ecetaie, either at room temiperature or st tomperatures botween -
20°C to 25°C. Tho crystals are the dried either by passing  stream of nitvogen, air, or inert gas
over the crystals. Alternatively, the crystals are dried by air drying or by lyophilixation ar by
vacuum drying. The drying is carried out for a minimom 1 hour to 4 mextram of 72 hours afier
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wathing, wntil the moisture content of the final product is below 10% by weight, moat prefarsbly
below 5%. Finally, micronizing of the crystals can be performed if necessary. The drying of
polypeptide crystals is the removal of water, organic solvent ar additive, or liquid polymer by
means including drying with Na, alr, or inert gases; vacoum oven drying; lyophilization; washing
with a volatile organio solvent or additive followed by evaporation of the solvent; or evaporation in
a fiove hood. Typically, drying is achioved when the crystals become a freo-flowing pawder,
Drying may be oarrisd out by passing a stream of gas over wet crystals. The gas may be gelected
from the group consisting of: nitrogen, argon, helium, carbon dioxide, air or combinations thereaf,
The polypeptide crystals of the invention can be fimther processed to achieve a desired particlo sixe
distribution by micronizing in & suitsble mill, such as a jet mill, snd ths components of the particle
or powder formmlation msy be mixed before or after micronizing, The dismeter of the particles
achioved can be in the range of 0.1 to 100 micrometers, or in the mnge of 0.2 to 10 micrometers, or
in the range of 10 to 50 micrometers, or in the range of 0.5 to 2 micrometers. For formmlations to
be administered by inhalation, in one embodiment the particles formed from the polypeptids
crystals srv in fhe range of 0.5 to 1 micrometers.

According o one embodiment of this invention, when preparing protein crystals, protein
crysial formmlations or compositions, enhancers, such as muxfhictants aro not added during
crystallization. Excipients or ingredients aro sdded to the mother liquor after crystallization, st s
concentration of betwoen sbout 1-10% W/W, alternatively at & concentration of between about 0.1-
25% W/W, alternatively at a concentration of between about 0.1-509% W/W. These concentrations
commespond to crysts]l concentrations of 99-90% W/W, 99.9-75% W/W and 99.9-50% W/W,
respectively. The excipient ar ingredient is incubated with the crystals in the mother liquor for
sbout 0.1-3 brs, altermatively tho incubetion i carried out for 0.1-12 hrw, alismatively the
incubation ia carried out for 0.1-24 hra.

In another embodiment of this invention, the ingrediont or excipient is dissolved in a
solution other than the mother liquor, and the protoin crystals are removed from the mother liquor
and suspanded in the excipient or ingrediant solution. The ingredient or excipient concentrations
and the incebation times arc the same ag those described above.

Batypeptide Cryutaly

As used herein, "crystal” or "crystalline” refers to ono form of the solid state of matter,
which is distinct from a second form — the amorphous solid state. Crystals display characteristic
features inchuding a lattice structure, characteristic shapes, and optical properties such as refractive
index and birefringence. A crystal consists of atoms arranged in & patiern that repeats periodically
in three dimensiona (C. 8, Barreti, Structiure of Metals, 2nd ed., McGraw-Hill, New York, 1952,
p.1). In contrast, amorphous material is & non-crystalline solid form of matter, sometimes reflrred
to as an amorphous precipitate. .Such precipitstes have no molecnlar lattics structure cheracteristic
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of tho crystalline solid stete and do not display bireftingence or other spectroscopic characteristics
typical of the crystelline forma of matter.

Polypeptide crystals are polypeptide molecules armnged in a crystal lattive, Polypeptide
crystals contain a pattern of specific polypeptide-polypeptide interactions that are repoated
peziodically in three dimensions. The polypeptids crystals of this invention are to be distinguished
from emorphous solid forms ar precipitates of polypeptides, such as those obtained by lyophilizing
a polypeptide solntion.

In polypeptide crysinls, the polypeptide mwiecules form asymmetric units which are
arranged together t0 form symmetric units. The geometric structure of the ayrometric units of
polypeptide crystals can be cubic, hexagonal, monoclinic, ortharhombic, tetragonai, triclinic, or
trigonal. The overall structure of ths crystals in their entirely can bo in the form of bipyramids,
cubes, noedies, plates, prisma, rhomboids, rods, or spheros, or combinations thereof Crystals that
are of the "cubic” structnrel class can more specifically have octadecahedml or dodecahedral
crysial forms. The dismeter of the crystals is defined as the Maxtin's dismeter. It is mexsured ss
the length of tho line, parsllel to the oculsr scale, that divides the randomly oriented crystals imto
two equal projected arcas. Crystals in forme such a2 noodlos or rods will also bave & maximal
dimengion that is roferred to herein as the leagth of the crystal.

As used berein, a "conposition” is understood to mean s mixture comprizing at loast two
camponents. In particular, the invention providas compositions comprising 2 crystalline TNFR2
polypeptide, or prepared using a crystalline TNFR2Z polypeptide. In ons embodiment of the
fovention, the composition or fornmilstion comprising or prepered uvsing a crystalline TNFR2
polypeptide is prepared such that it is suitable for injection and/or administration to a patient in
need thereof Compositions to be sdministered for pharmacentical purposes to patients aro
substantinlly sterile and do not coniain any agenis that are onduly toxic or infections to the
rocipient.

In one embodiment of the invention, cxystalline TNFR2 polypeptides such as crysialline
otanercept are administered in the form of a physiologically acceptable composition (also referred
to berein as & pharmecoutical composition or as a pharmaceutical formulstion) compriring a
crystafline TNFR2 polypeptide that is formmlated with one or more of the following:
physiologically acceptable carriers, excipients, or dilvents. Such carriers, excipients, or dilvents
&re nontoxic to recipients at the dosages and concentrations employed. Ordinarily, the prepamation
of such comporitions entails combining the crywtalline TNFR2 polypeptide with one or move of the
following: bufftrs, suticocdants such as ascorbic acid, low molocular weight polypoptides (wich as
thoss having fewer than 10 amino scids), proteins, amino acids, carbolrydrates such s glcose,
gucrose or dextrins, chelsting agenis such as EDTA, ghiisthions and othex stabilivers and
excipients. In liguid formmlations, neutral buffisred saline or saline mixed with conspecific serom
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albumin sre exsmplary sppropriste diluents. In accordmce with appropriate industry standards,
presarvatives may also be added, such as benzyl alcohol, Further examples of compaonents that
may be employed in pharmaceutical formmiations ere presented in Remington's Pharmacestical
Scisnces, 16* Ed,, Mack Publishing Company, Easton, PA, 1980, and in the Handbook of
Pharmaceutical Exciplents, publisbed jointly by the American Pharmaceutical Association and the
Pharmaceutical Society of Great Britain.

In one embodiment, it is contemplated that the formulation of the invention is prepared in
2 bulk formlstion and as such, the components of the pharmacentical composition are adjusted so
that they are higher than would be required for administration, end are diluted eppropristely prior
to administration,

The polypoptide crystals of the present invention cen be formulated as a solid crystalline
or powder formulation in forms suitable for sturage and handling, and in forme suitable for
inhalation or pubmonary administration, for cxample in the form of powders for the preparation of
aerosol forrmletions. In an furthor embodiment, the polypeptide crystals can be forrmilated in a
liquid sohttion of such crystals, or in a slmxy of such crysials. In enothar embodiment, the
polypeptido crystals are used to prepare a liquid fornmiation, such s an aquecns farmmiation, for
therapentic administration.

Solid Crystalling Formalations

Solid formmlstions of crystals are ideally mited for pulmonary admrinistration, which is
particularly useful for biological mecromolecules which are difficult to deliver by other routes of
sdministration, (Seo, for example, PCT patent applications WO 96/32152, WO 95/24183 and WO
97/41833).

Solid formmlstions of polypeptide crystals incinde crystals that have boen substantially
isolated from liquid solntion or dried, and aro present as freo crystals or as perticles in for examplo
powder form. In the present coniext the expression "powder” refers to & collection of essentially
dry particles, i.0, fho moisture content being below about 10% by weight, or below 6 % by weight,
or below 4% by weight. In one exibodiment the invention provides a method for acrosolizing &
doso of crystalline TNFR2 polypeptide comprising providing the crystalline TNFR2 polypeptide as
g dry powder, dispersing en amount of the dry powder in a ges stream to form sn nerosol, and
capiuring the aerosol in a chamber for subsequent inhalation. .

Polypeptide crystals or powders can be optionally combined with carricrs or surfactants,
Suitablo carrier agents include 1) carbohydrates, .. monosaccharides such as fruciose, galactoss,
glucose, sorboso, and the like; 2) disaccharides, such as lactose, trehaloss and the like; 3)
polysaccharides, such as meffinose, malindexirins, deccirans, and the like; 4) elditols, such e
mannitol, xylitol, and the Hice; 5) inorganic salts, mch as sodium chloride, and the like; and 6)
organic salts, such as sodinm clirate, sodiom escarbate, and the ks, In certain embodiments, the
carrier is selected from the group consisting of trehaloss, raffinoss, mannitol, sorbitol, xylitol,
inogitol, sucrose, sodium chloride, and sodivm citrate. Surfactants can be selected from the group

18



00nn2s

WO 2005/012353 PCT/US2004/024738

10

15

25

30

a3

consisting of salts of fatty acids, bils salts or phospholipids. Fatty acids sals include salts of C, 4
fhtty acids, such as sodium caprete, sodium laurate, and sodiom myristate. Bilo salis inclnde salty
of wrsodsoxycholate, tanrocholate, glycocholate, and tmarodihydrofusidate. In one embodiment,
the suxfactant is a salt of taurocholats such as sodium tagrocholste. Phoapholipids that can be nsed
as wurfactants include lysophosphatidylcholine. The molar mtio of crystalline polypeptide to
surfictant in a powdar formulation of the present invention is for example 9:1 to 1:9, or between
5:1to 1:5, or between 3:1 to 1:3.
Crvatals in Soluti Shui

In one embodiment, this invention provides a method for rendaring polypeptide crystals
muitsble for storage in suspensions comprising replacing the crystallization buffir (the mother
liquor) with a non-aquecus solvent. In yet smother embodiment, the crystalline alurry can be
rendsred salid by spinning out the first solvent and washing the remaining crystalline solid using &
socand orgenic solvent or additive to remove water, followed by evaporation of the non-aqueons
solvent, Nop-aqueons shiries of cryshlline thempentic proteins sro especially useful for
subcyutenoows delivery.

Inmumhambndhmnt,ihpolypupﬂdnwyﬂllofﬂnmmmwmbmdmﬁ
liquid organic sdditives with the object of stbilizing the polypeptide crystals. Such a mixtore can
be chemacterized as mn aqueous-organic mixture that comprises n3 organic additive, whero n is
between 1 and 99 and 5 aqueous sohition, where m is 100-n. Examples of organic additives
include phenolic compounds, such as m-cresol or phenol or & mixture thereof, and acetons, methyl
slcobol, methyl isobutyl ketone, chloroform, 1-propanol, isopropanol, 2-propancl, acetonitrile, 1-
butanol, 2-butenol, efiryl alcobol, cyclohexans, diomane, ethyl scetats, dimethylformamide,
dichloroethane, hexane, isooctans, methylene chloride, tert-butyl alchohol, toluems, carbon
totrachlorida, or combinations thereof.
Liculd Formalati

One embodiment of the present invention is directed to sn aqueous formmiation that
allows for stable long-term storsge of s pharmmaceutical composition wherein s crystalline TNFR2
polypeptide is the active ingredient used in the preparation of tho pharmaceutical composition.
This fornmiation fs neefil, in part, becamse it is more convemiant to use for the patiant, ay this
formmlation does not require any extra stops such as rehydrating. As used herein, a solution or
liquid formulation iz meant to mean a liquid preparstion that conieina one or more chemical
substances dissolved in a suitshls solvent or mixture of murtnally miscible solvents, )

Raconsiitution is the dissolution of polypeptide orystals or crystal formmlations or
eompa:hmmnnlpmﬂebnﬂh'orphmmdhmhﬁm.

mmpmmmmm“mwmmdﬁmmu
crystalline TNFR2 polypeptide as described sbove, ane or more of the following types of
ingredients or excipienty listnd in the paragraphs below, many or all of which are svailable from
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commercial suppliers. It will be understood ane of ordinary skill in the art that the combining of
the various components to be inchuded in the composition ¢can be dane in any sppropriate order,
namaly, the buffar can bo added first, middle or lest and the tonicity modifier can also be added
first, middle or last. It is also to be undamstood by cne of ordinary skill in the art that some of these
5  chemicals can bo incompatible in certain combinations, and accordingly, aro easily substitated with
different chemicals that have similar properties but are compatible in the relevant mixture. There is
knowledge in the art regerding the suitebility of verious combinations of excipienis and other
ingredients or maiorinls present in, for exampls, tho contuiners osed for storage of the
pharmaceutical composition and/or the devices used for therspeutic administration (see, for
10  example, Alemrs, 2002, J Pharm Sci 91: 2283-2300),
Agidifving agents (“scidifying meana®): acotic acld, glacisl acetic scid, citric acid,
fomaric acid, hydrochloric acid, diluted hydrochloric acid, oalic acid, nitric acid, phosphoric acid,
Astive ingredionts: additional active ingrediants can also be included in the presently
15  described cammposition, for exsmple, to reduce injection site discomfort. Such active ingredients
include, but are not limited to non-steroidal anti-inflammatory drugs such as, for example,
trompethamine, in an appropriatn dosage.
umﬂnmuﬂ:m.hoblm,pmpnn,mnhlmmﬂwmﬂlm

20 reducoe & polypeptide’s tendency

tnmodlhmmnpprop:hharmbdhmnyorqummlmﬂ Suitsble aggregation
inhibitors include the emino wcids L-arginine snd/or, L-cysteins, whick can wct to reduce
aggrogation of polypeptides contaming an Fc domain over long periods, e.g., two years or more,
The concentration of the aggregation inhibitor in the formulation can be between sbont 1 mM to
25 IM,or sbout 10 mM to about 200 mM, or about 10 mM to about 100 mM, or about 15 mM to
sbout 75 mM, or about 25 mM.

: denstonfum benzoats, methryl isobutyl kestone,

Alkalizi ta ("alkalizi ": strong ia sohati ; bonat

30 diethenolamine, diisopropanclamine, potassium hydroxide, sodivm bicarbonate, sodivm borate,
sodium carbonste, sodium hydroxide, trolamine,

Axticaking agents {"anticaking means™): calcium silicate, magnesium silicate, colloidal

35 Antioxidants (“sntioxidant mesrs™) may be incloded in the formulations of tho presemt
invention. Anti~oxidants conternplated for uss in the preparation of the formulations inclnde amino
acids yuch as glyvine and lysine, chelating rgouts such as EDTA and DTPA, and frec-radical
scavengers such as sorbitol and mannitol. Additional antioxidants inchude ascarbic acid, ascorbyl
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palmiinte, butylated hydroxyanisole, butylated hydroxytolueno, hypophosphorous acid, monothio-
glycerol, propyl gallaie, sodinm bisulfite, sodium formaldehyde sulfoxylate, sodium motsbisulfite,
sodium thiosulfite, suftr dioxide, tocopherol, and tocopherols excipient. Also contemplated for
uso in mhibiting oxidation is nitrogen or carbon dioxide overisy. Nitrogen or carbon dicxide
5 wul:ymbemundmedmmehndlpmofuvm«pmﬁﬂedlyﬂnpdrhgﬂumlmgm
et ("forulation byffering means™) meintain the pH of the pharmaceutical
farmuhﬂminldu:edmge Whmhpﬂnfhphmcﬂmdmoumhmltorm
physiological levels, comfurt of the patient upon administration is maximized. In perticulsr, in
cerinin embodiments the pH of & pharmacentical composition is within a pFH mnge of abaut 4.0 to
10 84, or 2 pH range of sbout 5.0 to 8.0, or a pH range of about 5.8 t0 7.4, orabout 62 10 7.0. Ltiafo
be understood that the pH can be adjusted as necessary to muximize stability and solubility of the
polypeptide in a particulsr formmlation and ss such, & pH outsids of physiological mnges, yet
tolerable to the patient, is within the scope of the iovention, Varicus buffers suitable for use in the
phanmaceutical composition of the invention include histidine, alkaH salts (sodium or potassinm
15  phosphaie or their hydrogen or diltydrogen salts), sodium citrate/citric scid, sodium scetate/acetic
acid, potassium citrate, maleic acid, ammonium acetate, tris-(hydroxymethyl}-sminomethene (tris),
various forms of acctate and disthanniamine, ammonium carbonate, ammeonium phosphats, boric
acid, lactic acid, phosphoric acid, potassium metaphosphate, potassium phosphato monobasic,
sodium Isctato solntion, and any othar pharmaceutically acceptable pH buffering agent known in
20  the ext. pH-adjusting agents such as hydrochloric acid, sodium hydroxide, or a salt thereof, may
also be included in crder to obtain the desired pH. One saiable buffer is sodium phosphate for
maintaining pharmacentical compositions at or near pH §.2. In another example, acotate is & mare
efficient buffer at pH 5 than pH 6 so less acetate may be used in a solution at pH 5 than at pH 6.
Tho concemtration of the buffer in the formmlation can be between about 1 mM to sbout 1M, or

25  sbout 10 mM to about 200 mM.

eﬂylmdlmshhuuﬂcmdmdnlh.admm
Coating azenis ("costiog mesm™): sodium carboxymethylcelluloss, cellulose acetate,
cellulose acetate phthalate, etirylcelluloss, gelatin, phanmacentisal glaze, hydroxypropy! celinlose,
30  hydroxypropyl methyicellulose, hydroxypropyl methyicellulose phthalate, ,methacrylic acid
copolymer, mefhylcollulose, polysthylens glycol, polyvinyl acetate phthalats, shellac, sucrose,
Colom ("coloring moang™): caramel; erythrosine (FD&C Red No. 3); FD&C Red No. 40;
PFD&C Yellow No. 5; FD&C Yellow No. 6; FD&C Blue No. 1; red, yellow, black, blue or blends;
35

mu@rA),edﬁcmmmdc&mlmdqmmdbum
Degiccants ("dessicating mesns™): calcium chiarids, calcium sulfate, silicon dioxide.
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ﬂmeﬁl@h“m@lﬂmmmmmm
arange oil, peppermint, peppermint oil, peppermint spirit, rose ofl, stronger rose water, thymol, toln

5  balsam tinctore, venilla, venilla tincture, vanillin,

Humectants (“rooisture-rotaining means™): glycerin, hexylens glycol, propylane glycol,
sorbitol.

10  white petralatom, rose water ointment, squalsne.

Plasticizors ("plasticizing means™): castor oil, diacetylated monoglycerides, diothyl
phthalate, glycerin, mono- and di-acetylated monoglycerides, polyethrylene glycol, propyleme
glycol, trincotin, triethyl cltrate,

Polymer membranes: collulose ncetats.

15 Polymeric carriers ("caxier moans™) are polymers used for encapsulation of polypeptido
crystals for delivery of polypeptide, inclnding biological delivery. Such polymers include
biocompatible and biodegradsble polymers, The polymeric carrier may be u single polymer type
or it may be composed of & mixture of polymer types. Polymers usefhil as the polymeric carrier,
inclode for example, poly (acrylic acid), poly (cysnoacrylates), poly (amino acids), poly

20  (anhydrides), poly (depeipeptide), poly (esters) such as poly (lactic acid) or PLA, poly (lactic-co-
glycolic acid) or PLGA, poly (B-hydroxybutryats), poly (caprolactone) and poly (dioxanons); poly
(ctirylene glycol), poly ((hydroxypropyl}methacrylamide, poly [(organc)phosphazene], poly (ortho
esters), poly (vimyl alcobol), poly (vimylpymolidone), malsic anhydride-alkyl vimyl other
copolymens, pluronic polyols, allumin, natural and synthetic potypeptides, alginate, colinloss end

25  celinlose derivatives, collagen, fibrin, gelatin, kyahuronic acid, oligosaccharidss, glycaminogtycens,
sulfated polysaccharides, or any conventional material that will encapaulate polypeptide crystals.

Prescrvatives (or "prosarving means™), such as sntimicrobial preservatives, contemplated
for use in the formmlations of the present invemtion, such as mmiti-dose formulations, include

30 bemmyl alcohol, butylparaben, cetylpyridinium chloride, chlorobutanol, chlorocresol, cresol,
dehydroacetic acld, etylparaben, metirylparsben, mothylparaben sodium, phenol, phenylethyl
aloohol, phenytmercuric acetats, phenylmercuric nitrate, potassium benzoste, potassium sorbats,
propylparsben, propylparsben sodinm, sodium benoate, sodium dehydroacetats, sodiom
propionate, sarbic acid, thimerosal, and thymol. The amount of preservative included will be in the

35 mgufﬂ%in!%(wh)unbuntl%(m)

Solubilizing agents and atsbilizars ("eolubilizing means" or "stabilizing means”, also
Mbumlnﬁm;ngmh.mohmarmlm)ﬂntmhwhbihtyofﬂm
polypeptide and/or stabilize the polypeptide while in solution (or in dried or frozen forms) can also
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be added to a pharmaceutical camposition. Examples of solnbilizing and stebilizing agents inclnde
but are not limited to sugara/polyols such as: sucrose, lactose, glycerol, xylitol, sorbitol, manmitol,
maltose, inositol, trehalose, glucoss; polymers such as: serum albumin (bovine serum albumin
(BSA), human SA (HSA), or recambinunt HA), dextran, PVA, hydroxypropyl methylcellulose
5 (HPMC), polyotirylencimine, gelatin, polyvinylpyrrolidone (PVF), hydroxyethylcellulose (HEC);
non-aqueous solvents such as: polyhydric aleohols (e.g., FEG, ofhylens glycol and glycarol),
dimethysulfoxide (DMSO), snd dimethylformamide (DMF); amino acids such as: proline, L-
gamow-gminobutyric ecid; surfactants such as: Twoen-80, Twoen-20, SDS, polysorbate,
10  polyoxyethyleno copolymer; and miscellsncons stabilizing excipionts soch as:  potassivm
phosphate, sodium acetate, ammoniom sulfits, magnesinm sulfute, sodinm sulfiis, trimethylamine
N-oxide, betaine, metal ions (e.g., zinc, copper, calcium, manganese, and magnesium), CHAPS,
monolsurate, 2-O-bots-manmoglycerate; or eny of the following:  acacis, cholesterol,
diethanolamine (adjunct), glyceryl monostesrate, Ianolin alcohols, lecithin, mono- snd di-
15 gilycerides, monocthanolamine (adfunct), oleic acid (adjunct), oleyl alcahol (stabilizer), poloxamar,
polyoxycthylens 50 stoarats, polyoxyl 35 caster oil, polyoxy! 40 hydrogenated castor oil, polyoxyl
10 oleyl ether, polyoxyl 20 cetostearyl cther, polyoxyl 40 stearate, polysorbate 20, polysarbate 40,
polysorbats 60, polysorbete 80, propylens glycol diacetate, propylene glycol monostearats, sodiom
) Isuryl sulfats, sodium stesrats, sorbiten monolaarats, sarbiten monooleats, sorbitan monopatmitats,
such as benzalkonium chloride, benzethoniom chloride, cetylpyridintum chloride, docusate sodinm,
nonoxynol 9, nonoxynol 10, octoxynol 9, polyoxyl 50 stexrate, tyloxapol; ar any combination of
the above. The concentration of solubilizers/stabilizers in the formulation can be between sbout
0.001 to 5 weight percent, or about 0.1 to 2 weight percent. In one embodiment, the stabilizer is
25 selected from sorbitan mono-9-octadecencate poly(oxy-1,2-ethanediyl) derivatives, incloding but
not limited to, polysorbate 80 or polysorbate 20. The amount of polysorbate 20 or 80 to be used in
this embodiment is in the range of 0.001% to 0.1% (w/v), such as 0.005% (w/v), in single use or in
multi-dose formmiations. In another embodiment, free L-methionine in the range of 0.05mM to
50mM is inchaded in the fornmiation: the mnount of free L-methionine is 0.05mM to SmM for
30 aingle use formmlations, and 1mM to 10mM for nulti-dose formmlations.

Salvents ("means for dissalvigg™): acetons, alcobol, diluied alcohol, smylene hydrate,
benzyl benzoste, butyl alcobol, carbon tetrachloride, chloroform, com oil, cotfonseed oil, etiryl
acciate, glycerin, hexylene glycol, isopropyl alcchol, methyl alcohol, methyleno chloride, methyl
isobutyl ketone, mineral oil, peamz ofl, polyethylens glycol, propylens carbonate, propylene

35  glycol, sesame oil, water for injection, sterils water for injection, sterile water for irrigation,
purified water,

vige,-air 0 ' ornent ' llljul- SAT)
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dmwatyluMmhndﬁgpunﬁn.polyaﬂlykmmplmmllhohanﬂufymg
wax, white wax, yellow wax .

dgmcmd,ﬂmmmmnmbm.pulﬁndbmnmbmumn,
cubm 934p," cuboxymethylcellnlose calcium,  carboxymethyicellulose  sodimm,
carboxymethycolinloss sodium 12, carmageenan, microcrysalline and carboxymethyicellnlose

10  hydroxypropyl methylcelluloss, magnesinm almuimum gilicate, mothylcellulose, pectin,
polysthylens axide, polyvinyl alcohol, povidons, propylane glycol alginate, silicon dioxide,
wwmammmmmmm

veetening agwr eoing means™): espartame, dextraies, dextrose, excipient
dmmmmmuhmmhmnﬁmmmm»hﬁm

15  sorbitol, sucrose, compressible sugar, confectioner’s suger, syrup.

Teblet bindom (“tsblet binding mesns™:  acacis, alginic acid, sodium
carboxymethylcellulose, microcrystalline. cellulose, dexirin, ethylcelluioss, gelatin, liquid glucose,
gusr gum, hydroxypropyl mothylcelluloss, methycelluloss, poly!ﬂ:ylmmde.mdm
pregelatinized starch, syrup.

2 E Jo dilvents ("dilusnt meana™): calcium carbonats, dibasic calcium
phosphate, tribasic calcium phosphate, calcium sulfsts, microcrystalline cellulose, powdared
collnlose, dexirates, dextrin, dextrose excipient, fructose, kaolin, lactose, mannitol, sorbitol, starch,
w-mhdmmhmwmuﬁbmmm

25 mhmmmmmmmmm"’m

pregolatinized starch,

h - Lo goans"):  calcium stearate, glyceryl

mnnmmmmmmdeMﬂmmwm
stearic acid, porified stearic acid, talc, kydrogensted vegetablo oil, zinc stearate.

30 Tonicity modifiers ("topicity modifying means™ sre undarstood to be molecules that
contribute to the ogmolality of a solution. The osmwlality of a pharmacoutical composition i
preferably rogulated in order to maximize the active ingredient's stability and also to minimize
discomfort to the petient upon administration. Senmn is approximately 300 +/- 50 millioamolaly
per kilogmm, It is generally prefarred that a pharmacentical composition be isotonic with serum,

35  Le, having the same or similar osmolality, which is achieved by addition of e tonicity modifier,
thns it is contompiated that the osmolality will be from sbout 180 %o about 420 milliosmolals,
however, it is o be understood that the osmolality can be cither higher or lower as specific
canditions require. Examplas of tonicity modifiers suitable for modifying oamolality inctude, bat

4
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are not limited to amino acids (o.g., arginine, oysteine, histidine and glycine), salts (e.g., sodim
chloride, potassinm chlorids end sodium citrate) end/or saccharides (e.g., sucrose, glucose,
dextrose, glycerin, and mannitol). The concentration of the tonicity modifier in the forrmmiation can
be between sbout 1 oM to 1M, ar ebout 10 mM to sbout 200 mM. In one embodiment, the
5 tonicity modifier is sodium chloride within s concentration range of 0mM to 200mM. In suother
exnbodiment, the tonicity modifier is sorbitol or trahalose end 0o sodium chloride is present.
Yohicles ("vehicle mesms™): flsvored and/or sweetoned (arommtic elixir, compound
syrup); oleaginous (slmond oil, com oil, cottonseed o, othy] olests, {sopropyl myristate, isopropyl
10  paimitate, minoral oil, light minerel oil, myristyl alcohol, octyldodecanol, olive ofl, peamut oil,
persic oil, scame oil, soybean oil, squalano); sclid cerriers such as sugar spheres; sterile
(bacteriostatic water for injection, becteriostatic sodium chloride injection).

15 In certain embodiments, tho pharemceutical composition comprises a compound sclected
from the following, or any combination thereof: salts of 1) emino acids such as glycine, arginine,
aspartic acid, glutemic acid, lysino, asperagine, giniamine, proline; 2) carbohydrates, e.g.
monosaccharides such as glucose, fructose, galactoss, mamose, arabinpss, xylose, ribose; 3)
disaccharides, such ag lactose, trehaloss, malinee, mucrase; 4) polyssccharides, such as

20  maltodextrins, dextrans, starch, glycogen; 5) alditols, such as memnitol, xylitol, Iactitol, sorbitol; 6)
ghicaronic acld, galschiuronic acid; 7) cyclodexirine, smch as metiyl cyclodextrin, hydroxypropyl-8-
cyclodextrin and alike; 8) inorganic salts, such aa sodinm chlorids, potassium chloride, magnesium
phosphate; 9) organic salts, such ss scoefates, citrate, ascorbate, lactate; 10) enmlsifying or

2§  solobilizing agents like acacia, diethanolamins, glyceryl monostearste, lecithin, monoethanolamine,
oldcldd.ohylnhohoLpobnm.poMmblM.lodhthﬁﬂglﬁh,Mchmbim
monolsumate, sorbitsn monostearate, and othsr sorbitan derivatives, polyoxyl derivatives, wax,
polyoxyethylens derivatives, sorbitan derivatives; 11) viscosity increasing reagents like, agar,
alginic acid and its salts, guar gum, pectin, polyvinyl alcahol, polyethylans oxide, cellulose aud its

30  derivatives propylens carbonate, polycthylme glycol, hexyleno glycol, tyloxspol; and 12)
particular ingredients such as sucrose, trehalose, Inatoss, sarbitol, lactitol, inositol, ity of sodium
and potssium such as acetate, phosphates, citrates, borate, glycine, arginine, polyethylane oxide,
polyvinyl alcohol, polyctiylene glycol, hexylene glycol, methoxy polyethylenc glycol, gelatin,
hydroxypropyl-8-cyclodaxtrin

35  Susininod-Release Forms

In onc prefored embodiment of the invention, sustained-releass forms (also called
"controlled-relsase” forms) of crystalline TNFR2 polypeptides are used, including sustained-
release forms of crystalline TNFR2:Fc; sustained- or cantrolled-reloase forma comprise crysialline
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polypeptide and a substance (the "sustained-release means™) for extending the plrysical release or
biological availability of the crystalline polypeptide over a degired period of time. Sustained-
release fornu guiteble for use in the disclosed methods include, but are not limited to, crystaitine
TNFR2 polypeptides that aro encapsulated in sustnined-releaso means such as a slowly-dissolving
5  biocompatible polymer (for examplo, the polymeric carmicrs described berein, the slginate
microparticlea described in U.8. 6,036,978, ar tho polysthylene-vinyl ecctate and poly(lactic-
ghucole acid) compositions doscribed in U.S. 6,083,534), admixed with such a polymer (including
topically applied hydrogels), and or encased in & biccompatiblo semi-permeable implant. Further
embodiments of tho invention include sdditional mmtaincd-relosse forms such as polymeric
10  microparticles, wharein a mixture of the active ingredient and susteined-release means such as
mbm(hmh%)mwwiﬂinammmdhmﬂﬁm
dispersion is directly lyophilized to remove water and organic solvents or additives and form said
microparticles (U.S. Patent No. 6,020,004); injectable gel compositions comprising a
biodsgradable anionic polyseccharide such us an aiginate ester, a polypeptide, and st least ono
15  bound polyvalent metal ion (U.S. Putent No. 6,432,449); injectable biodegradable polymeric
matrices having roverse thermal gelation propertics and optionally pH-responsive gelation/de-
gelation properties (U.S. Patent Nos. 6,541,033 and 6,451,346); biocompstible polyol:oil
suspensions, such as those wherein the suspension comprises polyol in the range of fram sbout
15% to about 30% by weight (U.S. Patant Na, 6,245,740). Such sustained release forms arc
20  suitsble for contimuous delivery of polypoptides throngh administration in the form of a depot,
wherein the depot can be an implant, or can be in the form of injectable microspheres, nanospheros,
or gols. The sbove listed U.S. patents (U.S. Patent Nos, 6,036,978; 6,083,534; 6,020,004;
6,432,449, 6,541,033; 6,451,346, eand 6,245,740) are incarporated in their entirety by reference
herein. In addition, sustained- or controllod-release forms of crystalline polypeptides of the
25  invention comprise types of sustained release means such as those described in Kim, C., 2000,
"Controlled Release Dosage Form Design”, Techonomic Publishing Co., Lancaster PA, which
include the following: natural polymers (gelatin, sodium alginic scid, xanthen gum, srabic gum, or
chitosan), semi-synthetic polymers or ccllulose derivatives (methyicellulose, ethylcellulose,
hydroxyethylcelluloss, hydroxypropyicelluloss, hydroxyethrylmethylcelinlose, hydroxypropyl-
30 methylcelluloss, sodium carboxymethylcoliuloss, cellnlose acetate, colinlose acetste butyrste,
cellulose acetate proprionats, celluloss acetatephthalate, or hydroxypropytmethylcellnlose
phthalats), and synthotio polymers (ion exchange resina (methacrylic acid, sulfonated polystyrene /
divinylbenzene), polyacrylic acid (Carbopol), poly(MMA/MAA), poly(MMA/DEAMA), poly-
(MMA/EA), poly(vinylacetate phthalste), poly(vimyl alcohel), poly(vinyl pyrrolidone), poly(lsctic
35  acid), poly(glycolic acid), poly(lactic/glycolic acid), polyethylens glycol, polyethylene oxide, poly-
(dimethyl silicone), poly(hydroxyethyl methacrylate), poly(ethylens/vinyl acetate), poly(ethylens-
Ninyl alcohol) , polybutadiens, poly(anhydride), poly(orthoester), and poly(gluinmic acid)).
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Further embodiments of the invention include TNFR2 polypeptide arystals encapsulated
in at Jeast one polymeric carrier to form microspheres by virtue of encapsulation within the matrix
of tho polymeric carrier to preserve their native and biologically active tertiary structure, as
doscribed in U.S. Patert No. 6,541,606, which is incorporated in its entirety by reference hersin,
TNFR2 polypeptide crystals or fornmlations thereof to bo encapsulated are suspended im a
polymeric carrier such as PLGA which is dimolved in sn crgamic solvent or additive. Such
encapsulated TNFR2 polypeptide crystals mmintain the biological activity of the TNFR2
polypeptide for a longer period af time than TNFR2 polypeptides in solntion when stared under
comparable conditions,

[lnstoative Exmbodioent

The fornmlation can comprise about 25 to about 50 mg TNFR2 polypeptide or stanercept,
wherein the TNFR2 polypeptide or etanercept are reconstituted from erystalline forma, sbout 10
mM to ebout 100 mM L-arginins, sbout 10 mM to about 50 mM sodium phosphate, sbout 0.75%
to about 1.25% sucrose, about 50 mM to about 150 mM NaCl, at about pH 6.0 to sbout pH 7.0. In
snother embodiment L-arginine can bo replaced with L-cysteine (at sbout 1 t0 about 500
micromolar) in the formulstion. In another embodiment, the pH can be about pH 7.0. In another
embodiment, the pharmaceatical compoattion comprises 25 mg/ml. crystalline TNFR2, about 25
mM L-arginine, about 25 mM sodium phosphate, about 98 mM sodium chlorids, and about 1%
sucross 8t pH 6.2. In another embodiment, wherein the crystalling etanercept or the etanercept
reconstituted from crystalline form has a higher level of biological activity per unit of etanercept
than non-crystallized otanercept preparations, the formuilstion can comprise about 10 to about
50 mg crystalline otenarcept or etanercept reconstituted from crystalline form, or about 15 to ahout
ZSnuaymumemwummmmdﬁumuynllmm

myetmﬁcunbodhnmthehvmhmmdﬂlmﬂmdﬁrmlmhdmbﬂny
testing of the stability of a crystalline TNFR2 polypeptide in a pharmaceutical composition of the
invention comprising the steps of testing the activity of the polypeptide formmiated according to the
invention prior to storago, Le., thme »oro; storing the camposition at 37°C for one mamth amd
measuring the stability of the polypeptide; and comparing the stability form time xero to the onc
month time point. This infonmation ia holpful for carly elinination of batches or lots that appear o
have good stability initially, yet do not store well for longer periods.

Moreover, the present pharmaceutical composition provides improved long-term storage
such that the active ingredient, ¢.g., a crystalline TNFR2 polypeptide, is sinble over tha course of
storage ecither in liquid ar frozen states. As used berein, the phrase "lang-term® storage is
vaderstood to meen that the pharmacentical composition can be stored for three months or mare,
for six months ar more, and proferably for one year or more. Long term storage is also mdersiood
to mean that the pharmaceutical composition is stored either as » liquid at 2-8°C or is frozen, e.g.,

27
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at -20°C or colder. It is also comtemplated that the composition can be frozen and thawed more
than once. The term "stable® with respect to long-term starage is wdersiood to mesn that ths
active polypeptide of the pharmaceutical composition doos not loss more than 20%, or more
preferably 15%, or even mare preferbly 10%, and most preferably 5% of it activity relative to
activity of the composition at the beginning of storags. Activity of the TNFR2 polypeptide can be
assayed by any ons of a number of assays, including ligand-binding assays such as ELISA assays,
whare ligand is bound to a salid support, test and cantrol preparations of TNFR2 polypeptides are
added, sd binding of the TNFR2 polypeptide to the ligand is detected using labeled ‘anti-Ig
antibodiea directed to the Ig component of the TNFR2 polypeptide. In addition, assays such as
those deacribed in Example 6 can be used to detect biological activity of TNFR2 polypeptides that
bind TNF, or can be modified to test activity of TNFR2 polypeptides that bind other ligands.

A mimigtrati 1 Dosi

As used herein, "sdministration of crystalline TNFR2" or "administration of crystalline
TNFR2 polypoptides™ means the administration of s phermaceutical composition comprising
crystalline TNFR2 polypeptides, or prepared using crystulline TNFR2 polypeptides.

Any efficacious route of administretion may be used to therapentically administer
crystalline TNFR2. If injected, crystalline TNFR2 can be administered, for example, via intra-
articular, intravenons, intraruscular, intralesional, intreperitomeal, or subcutanoous routes by bolus
injection or by continnous infugion. Other suitable means of administration nclude sustamed
relosse from implants, depots (implanted or injected), suppositorics, acrogol inhalation, eyedrops,
aral preparations, inchuding pills, syrups, lozenges, or chewing gum, and topical properetions such
a3 lotions, gels, sprays, oiniments, or other suitsble techniques. When crystalline TNFR2 is
administered in combination with one or more other biclogically active compounds, these may be
administered by the sams or by different routes, and may be administered sinmltansoualy,
scparaicly, or sequentinlly, '

Appropriste dosages can be determined in standard dosing trials, end may vary according
tu the chosen route of administration. ‘The amount and frequenoy of administration will depend on
such factors as the naiure and severity of the indication being treated, the desired responss, the ago
and condition of the pationt, and so forth In the following dosing regimens, the amount of
crystalline TNFR2 administered is understood to be the amount of crystalling TNFR2 for
pharmacoutical compositions comprizing orystalline TNFR2, or the amount of TNFR2 polypeptide
for pharmaceutical compositions prepared using crystalline TNFR2,

In one embodiment of the invention, crystalline TNFR2 is administered one time per week
to troat 1 madical disorder or condition disclosed hervin, in ancther embodiment is adminisiered ai
loust two times per week, and in another embodiment is sdministered at least three times per woek.
An adult patient is a person who is 18 years of age or older. If injected, the effoctive amount of
crystalline TNFR2 per adult dose ranges from 1-20 mg/m” of body surfuce area, and preferably is
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sbout 5-12 mg/n?’. Alternatively, a flat dose may bo administered, whose amount may range from
5-100 mg/dose. Exemplary dose ranges far a flat dose to be administered by suboutsneous
injection are 5-25 mg/dose, 25-50 mg/dose, and 50-100 mg/dose. In one embodiment of the
invention, the verions indicetions described below are treated by administering a preparation

5 acoopiable for injection containing or prepared fram crystalline TNFR2 at 25 mg TNFR2 por dose,
ar alternatively, contzining 50 mg per dose, Tho 25mg ar 50 mg dose may be administored
ropoatedly, particularly for chronic conditions. If a route of administration other than injection is
used, the dose ia appropriately adjusted in accord with standard medical practices. In msny
instances, an improvement in a patient’s condition will bo obtained by injecting a dose of sbout

10 EngduwﬂﬁnnlﬂMmbdnwﬁmpumﬁkmnpdodofﬂluﬂﬂnwwuh.m:l
dose of 50 mg of crystalline TNFR2 cne or two times per week for at least firee weeks, though
treatment for longer periods may be necessary to induce the desired degree of improvement. For
incurable chronic conditions, the regimen may bo contimed indefinitely, with adjustments being
made to doso and frequency if such are deemed necessary by the patient's physicien,

15 For pediatric patients (ago 4-17), s suitable regimen involves the subcutaneouns injection
of 0.4 mg/ky of body weight, up to a maximum of 25 mg per dose of orysialline TNFR2,
administered by subcutensous injection one or more times per week.

In addition to buman patients, crystalline TNFR2 polypeptides are usefnl in the treatment
of medical canditions as desctibed herein afflicting non-Inmen goimals, such as pets (dogs, cats,

20  hinds, primates, etc.), domestic farm animals (horses cattls, sheep, pigs, birds, ofc.), or any snimal
that suffers from a condition comparable o one of the conditions doscribed herein. In such
instances, an appropriate dose msy be dotermined according 1o the animal's body weight. For
ezample, a dose of 0.2-1 mg/kg may be used. Alematively, the doso is determinod according to
the enimal's surfhce aros, an examplary dose ranging from 0.1-20 mg/m® of body sucfisce erea, or

25  mom prefambly, from 5-12 mg/m® of body surface arca. For smell animals, such as dogs or cats, a
guiteble dose is 0.4 mg/kg of body weight. In snother embodiment, crystalline TNFR2 (where the
TNFR2 polypeptide is prefambly axpressed from gones derived from the same species as the
patient) is administered by injection or other suitable route one or more times per week until the
animal's condition is improved, or it may be edministered indefmitely.

30 In snother embodiment, wherein the crystalline TNFR2 polypeptide or the TNFR2
polypeptide reconstituted from crystalline form has a higher level of biclogical activity per unit of
TNFR2 polypeptide than non-crystallized TNFR2 polypoptide preparations, the dosages given
above cam be reduced appropriately, based on the degree of increase in biological activity of the
crystalline TNFR2 polypeptide. For example, the dosages shove can be reduced to 50% of the

35  above dosages and dosage ranges if crystallization increases biological activity two-fold per unit of
‘TNFR2 polypoptide; in other embodiments, tho dosages ere roduced to 10 to 95% of the above
dosages, or to 25 to 75% of the above dosages, or to 60% ar 70% or 80% of the above dosages,
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The invention firther includes the administration of crystalline TNFR2 concurrently with
ono or more other drugs that are administered to the same patient in combination with the
pharmaceutical composition comprising crystallinn TNFR2 polypeptides, or prepared using
crysialline TNFR2 polypeptides, each drug being administared according to a regimen suitable for
that medicament, "Concurrent administration" encompasses sirmiltsnecus or sequential treatment
with the components of the combinstion, ss well as regimens in which the drugs are alternatad, or
whersin one component is sdministered long-term and the other(s) are administared intarmittently,
Components may be administered in tho same or in separato compogitions, and by tho same or
diffisrent routcs of administration.

Jhempeudic Uses

The invention pertains to methods for treating various medical disorders by administering
crystalline TNFR2 polypeptides. The crystalline TNFR2 polypeptides mey be administered in
combination with other biologically active molecules, in 8 menner exemplified by, but not Limited
to, the combination and/or poncurrent tharapies described herein This imvention provides
eompmnﬂu,cqoﬁﬁmn,mdmﬂmdnhﬂgnmmﬂmpnﬁgﬂ,hﬂudhglhm
patient, who is suffering from a modical disarder. For purposes of this disclosure, the terns
“fliness” "disease,” "msdical condition” "ebnormal condition® end the ko are used
interchangeably with the tarm "medical disorder.”

In accordance with this invention, pationts having medical disorders are administered »
tharapentically effective amount of a crystalline TNFR2 pelypeptide. Tho crystalline TNFR2
polypeptide can be the crystalline form of a TNF-alpha-binding soluble TNF-alpha receptor such
as crystalline TNFR2:Fc, As used heruin, the phrase "administering g tharepeutically effective
amount” of a therapeutic agent means that the patient is treated with the agent in an amount and for
8 time sufficient to induce a sustained improvement over baseline in at least ono indicator that
reflects the soverity of tho disorder. An improvement is considered "sustained” if the patient
exhibits the improvemant on at least two occasions separated by ans or more weeks. The degree of
improvement is determined based on signs or sympitoms, and determinations mey also employ
questionnaires that are administered to the patient, such as quality-of-life questiomnaires. Various
indicators thet reflect the extent of the patient's iliness may be assessed for determining whether the
amount and time of the treatment is sufficiont. The baseline value fiwr the chosen indicator or
indicators is established by cxamination of the patient prior to adminigtration of the first dose of tho
crystalline etanercopt or other crystalline TNFR2. polypeptide. Prefersbly, ths baseling
examination is done within about 60 days of administering the first dose, If the crystalline TNFR2
polypeptide is being administared to treat acute symptoms, such a8 for example to treat a freomatic
imee injury, the first dosc is administered as soon s practically possible after the injury has
occurred,

30
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Improvement is induced by administering crystalline TNFR2 polypeptide until the patient
manifests an improvemeant over baseline for the chosen indicator or indicators, In tresting chromic
conditions, this degree of improvement is obtained by repeatedly administoring this medicament
over a pariod of at lewst 8 month or more, e.5., for one, two, or three months or longer, or
indefinitely. A period of ano to six weeks, or oven & xingle doss, often is sufficient for tresting
acute conditions. For injuries or acute conditions, a single dose may be sufficient. Althongh the
extent of the patient's illnesa after treatment may sppear improved according to one or more
indicators, treatment may be contimued indefinitely at the same level or at a reduced dose or
frequency. Once trestment has been reduced or discontimied, it Iater may be resumed at the
original level if symptoros should resppesr.

In one embodimerd, the medical disorders to be treated with crystalline TNFR2
polypeptides are cheracterized by abnormal or excessive TNF-alpha lovels, It has been proposed
that a systemic or localized excoss of TNF-alpha contributes to the progression of numerous
modical disorders. For example, patients with chronic heart failure have elevated loveals of serum
ITNF-alpha, which have boen shown to increase with disoase progression (see, for example, Levine
ot al, N Eng J Med 323:236-241, 1990). A varisty of other discases are associgted with elovated
levels of TNF-alpha (see, for example, Faldman et al., Transplantation Proceedings 30:4126-4127,
1998). It has been suggesicd that the suppression of TNF-alpha might be beneficial in patienis
suffering from disorders chermcterized by sbnormal or excessive TNF-alpha expression. However,
although progress has been mads in devising effoctive troatment for such dissases, improved
medicaments and methods of trestment are nesded.

Provided herein are methods for treating 2 mumber of medical disorders characterized by
abnormal TNF-alpha exprossion by administering arystalline TNFR2 polypoptides, such as the
crytalline form of a solnble TNF-alpha receptor such as TNFR2:Fc, for a perlod of time sufficient
to induco a sustained improvement in the patient's condition. The subject methods imvolve
administering to the patient ‘a formulation comprising, or prepared using, a crystalline TNFR2
polypeptide that is capable of reducing the effective amount of endogenons bialogically active
TNF-alpha, such as by preventing the binding of TNF-alpha to its cell surface receptor (TNFR).
Cardigvascylar Disondens

Cardiovascular disorders sre treateble with the disclosed crystalline TNFR2 polypeptides,
phermmceutical compositions thereof, and/or combination therapies. Examples of cardiovascular
disordors treatable with a crystalline TNFR2 polypeptido, soch as crystailine TNFR2:Fe, include:
aortic aneurisms; arteritis; vasculsr occlusion, including cervbral artery ocolusion; complications of
coranary by-pass surgery; ischernis/reperfusion injury; heart disease, including atberoaclerotic
failore, including chronic heart failure (CHF), cachexia of heart faflure; myocardial tnfarction;
rostenosis after heart surgery; silent myocardial ischamia; post-implentation complications of left
veniticular aessist dovicos; Raynmuds phenomens; thrombophlebitls; vascalitia, including

3
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Kawasaki's vasculitis; giant coll arteritis, Wegener's granplommtosis; and Schoenlein-Hennch
purpure.
In addition, TNFR2:Fc or the other crystallimo TNFR2 polypeptides disclosed herein may
be used in combination with myeloid or angiogenic stem cell therapies for the treatment of
5  cardiovascular discase, including cardiomryopathy of ischemic or non-lachemic origin, poat-
nryocardial infarction engiogenic therspy or troatment for peripheral artarial discase. Stem cells
useful for this purpose include mesenchymal stem cells and endothelial precumsor cells, such as
those found in spleen, fetal Hver, bone marrow or circulsting blood (United States Putent No,
5,486,359; Deisher T, Drugs 3(6):645-53 (2000); Hums R, Stzm Cells 18:1-9 (2000); Hoss et al,
10 Stem Cells 18:252-60 (2000)). The crystalline TNFR2 polypoptides may bo given concurrently
with stem cell transplants as woll as treatments with proliferative or differeatiative stem cell growth
factors.
TNF-alpha and IL-8 have been implicated as chemofactic factors in athersclerotic
abdominal sortio ancurism (Szekanecz ot al, Pathobiol 62:134-139 (1994)). Abdominal sortic
15  snourism may be treated in homan patients by administering a crystalline TNFR2 polypeptide, such
as cryxtalline TNFR2:Fc, which may be administered in combination with an inhibitor of IL-8, such
treatment having the effiact of reducing the pathalogical neovascularization associated with this
condition,
Studies have shown thst metalloproteinases (MMPs) are a key oloment in myocardial
20  remodeling and fibrosis. Thus, administering crystalline TNFR2 polypeptides to inhibit TNF-alphs
and the inflarmatory response in conjunction with direct inhibition of MMPs will reduce, prevent,
or yeverse disorders such es left ventricular pomp dysfunction. This is accomplished by co-
administering s crystalline TNFR2 polypeptide, such as crystalline TNFR2:Fe, together with an
MMP inhibitor, Alternativoly, treatment of left ventricular pump dysfimction may involve
25  administering a crystalline TNFR2 polypeptide without the concurrent use of an MMP inhibitor.
Any of tho disclosed crystalline TNFR2 polypeptides or combination treatments disclosed
herein also may be used to treat familial combined hyperiipidenria (FCH). FHC is a genetic
dyslipidemia characterized by premmture coronary heart diseesc. FCH paticnts are genetically
defective in their TNFR II gens, have low lsvels of sTNFR II lovels in their bodios and appear to
30  bo hypemesponsive to the deletarious effects of endogenons TNF-alpha (ven Greovenbroek of al.,
2000, Atharoscierosis 153: 1-8). Coronary heert disoase, insulin resistance and obesity associated
with FCH can be ameliorated or prevented by administering to FCH patients axy one of the
crystlline TNFR2 polypeptides disclosed harein, mch as crystalline TNFR2:Fc or crystalline
otanercept. In addition, crystalline TNFR2 polypeptide treatment for FCH may be administered
35 concurrently with reduction of distary fat and cholesterol and/or with ons or maore of the other
drugs used to trest this condition, including bile acid-sequestering rosing (cholestyramine snd
colestipol), nicotinio acid, nlacin, s cholesterol-lowering drug, such as gemfibroxil or probucol, or
one of the cholesterol-lowering "statin™ or HMG-CoA rednctase inhibitors, such as lovastatin or
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prevastatin. In another sspect of the invention, crystalline TNFR2 polypeptides are used to treat
patients who have elevated serum lavels of C-reactive protein (CRP) and who thus ere st risk for
heart uttack even when thair cholesteral may be low (Ridker ef al., 2001, New Eng J Med 344:
1959-1965).

5  Infections and Injorics

Tho disclosed crystalline TNFR2 polypeptides, compositions, and/or combination
thorapies described herein are useful in medicines for treating bacterial, viral ar protozoal
infections, and complications resulting therefrom. One such disease in Mycoplasma prewmonia.
In addition, provided berein in the use of crystailine TNFR2 polypeptides to treat AIDS and related

10  conditions, such 22 AIDS dementia complex, AIDS sssociated wasting, lipidistrophy dus to
antiretrovinl therapy; and Kaposi's sarcoma. Provided herein is the use of crystalline TNFR2
polypeptides for treating protozoal diseases, inchuding malsria (including cercbral mslaria) and
schistosomiagis. Additionally provided is the use of cryswlline TNFR2 polypeptides to treat
erytherm nodosum leprosum; bacterial or viml meningitis; tubuwlom,.mnhd:lngpuhnmy

15  tuberculosis; and pnevmonitis sccondexy to a bacterial or viral infection. Provided aleo hervin i
the we of crysalline TNFR2 polypeptides to propare medicamenty for treating louse-borns
relapaing fovers, such as that cansed by Borrelia recurrently. Crystalline TNFR2 polypeptides can
also be used to preparo s medicament for treating conditions causod by Herpes viruses, such as
herpetic stromal keratitis, comsal lesions, and virus-induced cormeal disorders. In addition,

20 orystalline TNFR2 polypeptides can be used in treating lmman papillomavirus infoctions, as well as
in treating infections mononncleosis. Crystalline TNFR2 polypeptides are used also to prepare
meodicamenis to treat infinenzs, us well as to treat critical iliness polyncuropathy and myopathy
(CIPNM), an inflammatory syndroms that occasionally occurs in conjunction with prolonged aeptic
ilincgses. The subject crystalline TNFR2 polypeptides are used also to treat transmiagible

25  spongiform encephalopathies, which is belisved to be mediated by prions.

Another disorder that can be trestod with amy of the disclosed crystalline TNFR2
polypeptides, pharmaceutical compositions thereof, and/or cambination therapies is tropical spastic
pereparesis/ HTLV-1 associated myelopathy (TSP/HAM). This discase is causod by infection with
the Imman retrovirus HTLV-1, Recent studies have suggosted that TNF-alphs may play a rolo in

30  the decreased glutwmate uptake exhibited by HTLV-infected cells (Szymocha ez al., 2000, J Virol
74: 6433-6441), TSP/HAM is a slowly progressing condition of the spinal cord that causes
weakness and mmuaclo stiffess in the logs, often accompanied by a loss of sensation in the feet.
Known treatments for this condition include corticosteroids and plasmepheresis, TSF/HAM may
bo troated with any of the arystalline TNFR2 polypoptides disclosed herein, any of which may be

35  administered concurrently with » corticosteroid, plasmapheresis, or both. An exemplary crystallina
TNFR2 polypeptide for treating TSP/HAM is crystalline TNFR2:Fc. Sufficiency of treatment is
determined by monitoring the patient for improvement in log strength, or an arrest of the pationt's
deterioration or by any other means decmod appropriate by the patient's physician.
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Otheor conditions trestable by the disclosed crystalline TNFR2 polypeptides, campositions,
and/or combination therapies include thoge resulting from injuries to the boed or spinal cord, and
including subdurel hematoma dus to trawene to the head.

NOTIOIOE LNAQrGeTH. PR Bt BYe]

Caxvicogenic is a common form of headache arixing from dysfimetion in the
neck area, snd which is mssociated with elovated lovels of TNF-alpha, which aro belisved to
mediate an inflenmmatory condition that contributes to the patient's discomfort (Martolletti, Clin
Exp Rheumatol 18(2 Suppl 19):533-8 (Mar-Apr, 2000)). Cexvicogenic headache may be treated
by administering crystalline TNFR2 polypoptides as disclosed herein, thereby reducing the
inflammetory response end associated headache pain, )

In addition, the subject crysialline TNFR2 polypeptides, compositions, mmd/or
combination therapios sre used to trest chronic pain conditions, such es chramic pelvic pain,
polypeptides, compositions, and/or combination therapies of fhe invention are used to trest poat-
herpetic pain.

The crystelline TNFR2 polypeptides, compositions, and/or combination therspies of the
invention are useful for treating primary amyloidosis. In sddition, the secondary amyloidosis that
is chamacteristic of various conditions also are treatable with crystalline TNFR2 polypoptides such
as crystalline TNFR2:Fc, and the compositions and/or combination therapies doscribed herein.
Such conditions inclnde: Alzheimer's disease, secondary reactive amyloidoais; Down's syndrome;
end dialyzis-associsted amyloidosis. Also treatuble with the compounds, compositions, snd /or
combination therapies of the invention are inherited periodic fever syndromes, including fiumilinl
Moditorrancan fover, hyperimmunoglobulin D and perindic fever syndrome and TNF-recoptor
agsociated periodic syndromos (TRAPS).

The disclosed crysialline TNFR2 polypeptides, compositions, and/or cambination
therapies furthermore aro useful for treating acute polynsuropatity; anorexis nervosa; Bell's palsy;
chronic fatigue syndrome; tanemimible dementia, Including Creutrfeid-Jacob discase;
demyelinating neuropathy; Guillain-Bare syndroms; vericbral disc discase; Gulf war syndrame;
mynsthenia gravis; silent cerebral ischamis; sleep disorders, including narcolepsy and sleep apnos;
Oncologic snd Hematologic Disordery
snd/or combination tharapies to treat varions oncologic and hematologio disorders, For ectampls,
crystalline TNFR2 polypeptides sre used to treat various forms of cancer, including scuts
myelogenous leukomin, Epstoin-Bamr virus-positive nasopharynges! carcinoms, gall bladder
carcinoma, glioms, coloo, stomach, prosits, renal cell, carvical end ovarian cancers, lung cancer
(BCLC and NSCLC), including cancer-associated nsusen, cencer-sssocisted cachexia, fatigue,
asthenla, paransoplestic syndrome of cachoxia and hypercalcomis. Additional diseasos treatable
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with the subject crystalline TNFR2 polypeptides, compositions, and/or combinstion therapies are
sclid tumors, including sarcoms, osteosarcorm, snd carcinoma, such as adenocarcinoma (for
example, breast cancer) snd squamous cell carcinoma. In addition, the suhject campounds,
compositions, and/or combination therapies wre useful for tresting leukemis, including chronic or
5  scute myeloganous leukemin, chronic or acute lymphoblastic loukemis, end hairy cell leukernia.
Other malignancies with invasive metastatic potential can be treated with the subject compounds,
campositions, snd/or combination therspies, including mmitiple myeloms. When crystallino
TNFR2 polypeptides are used to treat a tumor, this treatment may be administered in combination
with aniibodios targeted to membrane proteins that aro expressed at a high level on ths particolar
10  tumor being treated. For oxample, tumors such aa breast, ovarian, and prostats carcinomas or other
Her2-positive tamars, can be administared with crystalline TNFR2:Fc or other crystalline TNFR2
polypeptides in combination with antibodies against Her2/nou, such ss HERCEPTIN® (known
generically as “trastuzumab;” Genentech, Inc.). Cencer, for example ovarian cancer or prostate
cancer, can be treated by concurrent administration of & crystalline TNFR2 polypeptide, sach as
15  crystalline TNFR2:Fc, end interferon~y (Windbichler of al, 2000, British J Cancer 82: 1138-
1144),
Various lymphoproliforative disorders also are treatable with the disclosed crystalline
TNFR2 polypeptides, compositions, snd/or combination therapies. These includs, but are not
linzited to sutoirmmmme tymphoproliferstive syndrome (ALPS), chromic lymphoblastic leukemia,
20  hairy coll loukemis, chronic lymphatic leukemis, peripheral T-cell lymphoms, amall Iymphocytic
lymphoma, mantle cell lymphoma, follicular lymphoma, Burkitts lymphoma, Bpstein-Barr viras-
acuie lymphatic lsukemins, T gamma lymphoproliferative disease, cutsnocus B cell Iymphoma,
cutansous T coll tymphoma (1.e., mrycosis fangoides) and Sézary syndrome.
25 '‘In eddition, the disclosed crystalline TNFR2 polypeptides, compositions, and/or
combination tharapies can be used to troat anemias and hematologic disorders, including snemia of
chronic disease, eplastic anemis, including Fanconi's aplastic anemia; idiopathic thrambocytopenic

ringed sideroblasts, refractory anemis with excees blasts, refreciory anemia with excess blasts in
30  transfarmation); myelofibrosis/myelold metaplasia; and sickl cell vasoccluaive crisis. In addition,
crystalline TNFR2 polypeptides, such as crystalline TNFR2:Fc, are useful for treating chronic

A combination of a crystallinen TNFR2 polypeptide and ons or more anti-anglogenesis

factors may be used to troat solid tumors, thareby redncing the vescularization that nourishes the

35 tumor tissue, Suitable anti-sngiogenic factors for such combination therapies include IL-8
inhibitors, mngiostatin, endostatin, kringle 5, inhibitors of vascular endothelial growth factor
(VEGF), angiopoietin-2 or other antagonists of angiopoietin-1, antagonists of platelst-activating

a5



000042

WO 2008/012353 PCT/US2004024738

factor, and entagonists of basic fibroblest growth fictor. Antibodies against vascular endothelial
growth factor, such as the recombinant Immanised anti-VEGF (AVASTIN™, imown generically as
"bovacizmmab;" Gennntech, Inc.), are useful for cambination trestments with crystalline TNFR2
polypeptides such as crystalline TNFR2:Fe.

5 In oue ambodiment of the invention, the crystalline TNFR2 polypeptids, such as
crysialline TNFR2:Fc, is administered to csncer patienis in combination with s protessome
inhibitor, including administration to patients suffering from hematologic cancers or solid tumors.
The proteasoms controls the stability of various proteine involved i the cell cycle and apoptosis,

. mch ss cyclins and NF-kappaB (sce, for example, Schenkein, 2002, Clin Lymphoma 3; 49-55 and

10  Adams, 2002, Curr Opin Oncol 14: 628-634). Proteasome inhibitors can induce apoptosis, and
thms can senxitize cancer cells to othar anti-cancer agents. Exemplary proteasoms inhibitors for the
subject combinations include, for example, carbobengoxy-L-leucyl-L-leucyl-L-leucinal (MG132),
clasto-lactacystin beta-lactone (A.G. Scientific, Inc,), carbobenzoxy-L-isoloucy}-(gemma)-t-butyl-
L-glutamy}-1 ~alanyl-L-leucinal (PSI), N-acetyl-leu-lea-norleucinal (ALLN), MLN519 (Millenninm

15 Pharmacenticals), [(LR)-3-methyl-1-[[(25)-1-ox0-3-pheayl-2-[(pyrezinylcarbonyl)eminopropyl]-
aminojbutylJboronic acid (PS-341, known genarically as "bortezomib;" trade nems VELCADE®;
Millesnium Pharmaceuticals), and carbobenzoxy-L-leacyl-1-lencyl-L-norvalinal (MG115; Affinitl
Research Products). For example, multiple myeloms, overisn cancer, prosiate cancer, breast
cancer, heratologic malignancies, such as lymphoma ar leakemia, or other tumors may be troated

20  concurrenily with a proteasome inhibitor, such as P8-34], and a crystalline TNFR2 polypeptide,
such as crystalline TNFR2:Fc or crystalline etanercept.

Undesired side offects of certain therspics can be troated with crystalline TNFR2
polypeptidos, such as crystalline TNFR2:Fo, Such side effects in some instances are mediated by
clevated TNF-alpha levels, thos such patients will benefit from treatment with an agent that reduces

25  levels of TNF-alphs. For exemple, crystalline TNFR2 polypoptides such as crystalline TNFR2:Fc
may bo administered to help combst the nansea associated with chemotherapy or other drug-
inducod nmugen. In addition, crystallinn TNFR2 polypeptides are used to treat’the mdiation-
crystalline TNFR2 polypeptides are used to treat tha toxicity associated with the administrgtion of

30  monnclonal antibodies directed against antigens present on the surface of particular kinds of cancer
colls. For example, the crystalline TNFR2 polypeptides disclosed herein may be used to trest
toocicity assoclated with infimion of CAMPATH 1-H® (known gensrically as "slemtuzumab;”
Berlex Laboratorios; soo also EP 0328404A1), which is msed to trest chromic lymphocytic
lsakemia, CAMPATH 1-H is a lumsnired antibody specific for CD52, a coll surface antigen

35 found on monocyies, B cells and T cells. In.mnother embodiment of the invention, the disclosed
crystalline TNFR2 polypeptides, such as crystalline TNFR2:Fe or crystalline etanercept, may be

36
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administered to ameliorate the sutoimmmms response disorder related to long-term interferon
treatment,

A crystalline TNFR2 polypeptide can be administared to cancer patients to reduce the

5  fatigus, fover, noutropenia, rash, heedachs, digestive disorders, liver enzyms imbalances and 50 on.

For example, interfaron y (IFNy) has been shown fo be active in ovarian cancer, thus s patient with

ovarisn cancer can be treated by concurrently administering IFNy and a crystalline TNFR2

polypeptido, such as crystalline TNFR2:Fc, or crystalline etanarcept. Simiilarly, IFNa is often used

o trest melanoma, chronic myclogenous loukemia, basal cell carcinoma, heiry cell leukemis,

10  bladder cancer, homangiomas of infincy snd childhood, multiple myeloma, Kaposf's sarcoma,

mycosis fungoides, non-Hodgkin's lymphoma and renal cell carcinoma and can be administered

concurrenfly with & crystalline TNFR2 polypeptide, such as crystaline TNFR2:Fc, to reduce

In sddition, crystalline TNFR2 polypeptides can be used to prevent development of or

15  alleviate drug registance to ngents that are bound by alpha-1-acid glycoprotein (AGP), s protein

that capable of binding to small molecules and that preferentially binds to basic molecules. AGP is

an acute phase protein that becomes increased in a variety ‘of pathologio conditions, including

chronic inflammation, myocardial infarction and cancer. STI 571 (Glivec®, generically known s

"irmatinib;" Novartis) is e active inhibitor of Ber-Abl and C-kit kinase activity, sad is useful for

20  treating chronic myelogenous leukemin (CML). A mouse model study of CML has shown that

AGP binds and insctivates imatinib, thos resulting in a resistance to this drug (Gumbmcorti-

Puasserini &f al., 2000, J Nail Can Inst 92: 1641-1650). The lovel of AGP in a patient can be

lowered by administering pentoxifylline (Voisin ef al., 1998, Am J Physiol 275: R1412-R1419).

The subject invention provides methods of preventing or reducing resistance to imatinib by

25  concurently adminigtering a crystalline TNFR2 polypeptide, such as crystalline TNFR2:Fc aor

crystalline etanercept, to s CML patient who is undergoing treatment with imatinib, UCN-01 (7-

hydraxystaurosporine), an egent used to treat gastrointestinal and other solid tumors, also bas a

propengity for binding to AGP (Senderowicz & al., 2000, J Nad Cancer Inst 92(5): 376-387);

Noriaki et al., 2000, Biol Pharmac Bull 23(7): 893-895; Fuso et al., 1999, Cancer Rex 59(5):

30 1054-1060; Tarwre ef al., 1999, Proc Annu Meet Am Soc Clin Oncol 18: A611). Provided herein

in a method for proventing or reducing UCN-01 binding to AGP by administering & crystalline

TNFR2 palypeptide, such as crystalline TNFR2:Fc, to a gastrointestinal cancer pstient who is

being treated concorrently with UCN-01, thereby enhancing the effectivensss of the UCN-01

treatment. Altarnatively, patients receiving imatinib or UCN-01 can be treated by the concurrent

35  administration of en IL-1 inhibitor or s crysialline TNFR2 polypeptide togethor with en IL-1

inhibitor, such as ons of the IL-1 inhibitors described in WO 01/87328, which is hereby

incorporated by reference in its entirety. For these methods, the crystalline TNFR2 polypeptide
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may be administered one or more times per week, for exaniple, one, two or three timea per week.
One sitable mode of edministration for the crystalline TNFR2 polypeptide is by subcutansous
injection. When the pationt is an adult, suitable doses for inmjected crystalline TNFR2 polypeptide
include 5-12 mg/m’* of body surface area, or 25 mg or 50 mg per dose. If the patient is a pediatric
paticnt, the crystalline TNFR2 polypoptide may be administered by subcutancous injection ons or
more times per week at a dose of 0.4 mg/kg of body weight, up to a maxirum of 25 mg per dose.
Pulmonary Disorders

A mmnber of pulmonary disorders also can be treated with the disclosed crystalline
TNFR2 polypeptides, compositions, and/ar cambination therapies. One such condition is adult
respiratory distress syndrome (ARDS), which is associated with clovatod TNF-alpha, and may be
triggered by a varioty of causes, inclnding exposure to toxic chemicals, pancroatitis, traums or
other cauges, The disclosed compounds, compositions, and/or combination therapies of the
invention also are uscful for treating broncho-pulmonary dysplasia (BPD); lymphangio-
leiomyomatosis; pulmonary hypertension; chronic fibrotic hmg disease of preterm infunts; and
idiopathic bronchicctagis, Idicpathic branchiectasis is a disease in which noutrophils mediate
degmdation of the proteoglycan caomponent of the bronchial matrix. Proinflammatory mediatars in
the bronchisl secretions of bromchiectasis patients, particularty TNF-alpha, are suspected of
enhancing the dogmdative action of these neutrophils (Sium et al., Am J Respir Crit Care Med
162:1925-31 (2000)). The present invention provides treatment for idiopathic bronchioctasis that
comprises administering a crystalline TNFR2 polypeptids, such as crysialline TNFR2:Fc. In
addition, the compounds, compoaitions, and/or combination therapies of the invention are used to
treat occupational lung diseases, including asbestosis, coal worker's pnsumoconioals, silicosis, or
similar conditions associated with long-term expomume to fine particles. In other aspects of the
invention, the disclosed compounds, compositions, and/or combination therapies are used to trest
pulmonary disorders, including chromic obstructive pulmonary discass (COPD) associated with
chronic bronchitis or eophysame; fibrotic hmg discasss, much as cystic fhroais, idiopathis
pulmonary fibrosis and madistion-indnced pulmonary fibrosis; sarcoidosis, inclnding polmonary
asthma.

Cystic fibrogis is an inherited condition charucterized primarily by the accurmlation of
thick mmcus, predisposing the pationt to chronic hing infections and obstruction of the pancreas,
which results in malabsorption of nutrients and malmirition, Crystalline TNFR2 polypeptides may
be administerad to treat cystic fibrosis. If desired, treatment with crystalline TNFR2 polypeptides
may be administered concurrently with corticostercids, mucus-thiming agents such as irhaled
recombinant dooxyribonuclease I (such a3 PULMOZYME®; Genentech, Inc) or inhaled
tobramycin (TOBI®; Pathogenesis, Inc.). Crystalline TNFR2 polypeptides also may be
ndnﬂnhhdmunnﬂyﬂﬁmﬁwmﬁm,dmy&nlﬂnnhbcylﬁcmmm
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secrete chlorido, or other yet-to-be-discovered treatmemts. Sufficlency of treatment mmy bo

assesscd, for example, by observing a decrease in the tmmber of pathogenic organisms in sputum

or hing lavage (such as Haemophilus influensas, Stapholococcus aureus, and Prexdomonas

aeruginosa), by momitoring the patient for weight gain, by detecting an increase in lung capecity, or
5  byany other conveniont means.

Crystalline TNFR2 polypeptides or crysialline TNFR2 polypeptides combined with the
cytokine IFNy-1b (sach 13 ACTIMMUNE®; InteaMune Pharmacenticals) may be used for treating
cystic fibrosis or fibrotic lung discases, such as idiopathic pnimonary fibrosis, radiation-induced
pulmanary fibrosis and bleomycin-induced pulmonary fibrogis. In addition, this combination is

10  useful for treating other diseases characterized by crgan fibroais, including systemic sclerogis (also
called "scleroderma™), which often involves fibrosis of the liver. For treating cystic fibrosis,
crystalline TNFR2 polypeptido and IFNy-1b may be combined with PULMOZYME® or TOBI® or
other treatments for cystic fibrosis. Crysteltine TNFR2 polypeptide alone or in combination with
IFNy-1b may bo administered together with other trestments presently wsed for tresting fibrotic

15  lung disease. Such additional treatmonts inckude glucocorticoids, azathioprine, cyclophosphaniide,
penicillamins, colchisine, supplemental oxygon and so forth. Putients with fibrotic hmg disease,
such ag IPF, often present with nonproductive cough, progressive dyspnes, and show a restrictive
ventilatory pattern in pulmonary function tests. Chest adiographs reveal fibrotic accunmlations in
tho patients lungs. When treating fibrotic lung diseaso m accord with the disclosed methods,

20  mufficioncy of treatment may be detocted by observing & decroase in the patient's coughing (when
cough is present), or by using standerd hung function tosts to detoct improvements in total lung
capacity, vital capacity, residoal lung volome, or by administering a erterial blood gas
determination measuring desaturation under exsrcising conditions, and showing that the patient's
" g fimction bas improved according to onp or more of these measures. In addition, patient

25  boprovement may be detarmined through chest radiogrenhy results showing that the progression of
fibrosis in the paticnt's lungs has become arrested or reduced. In addition, erystalline TNFR2
polypeptides are uscful for treating argen fibroais whan administered in combination with relaxin, a
hormone that down-regulates collagen production thus inhibiting fibrosis, or when given in
combination with agents that block the fibrogenic activity of TGF-B. Combination therapics using

30  crystallinn TNFR2 polypeptide and recombinagt humsr relexin are useful, for example, for tresting
systemic aclerosis or fibrotic hing diseases, including cystic fibrosis, idiopathic pulmonery fibrosis,
nadiation-induced pulmonary fibroais, and bleomycin-indnced pulmaonary fibroals.

Rl tic and Skin Disord

Othor embodiments provide methods for using the disclosed crysialline TNFR2

35  polypeptides, compositions, and/or combination therspies to treat & variety of cheunmtic disorders.
The use of TNF-alpha inhibitors in treating rbeumatold arthritis is reviswed in Moreland, L.W.,
1991, J Rheumatol 26 Suppl 37: 7-15, and the use of TNF-glpha inhibitors in treading spondylo-
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arthropathry and enkylosing spandylitia is disclosed in Schnarr ef al., 2002, Clin Exp Rheumatol 20
(Suppl. 28): S126-S129 end in Gorman e al, 2002, N Engl J Mad 346 (1B): 1349-1356,
respactively, Conditions that can be treated with crystalline TNFR2 polypeptides, compositions,
snd/or corbination therapies include: adult and juvenile rheumatoid arthritls; systemic hipus
including ankylosing spondylitis; and Reiter's disonse (reactive srthritis). The subject crystelline
TNFR2 polypeptides, compesitions, and/or combination tharapies are used also to treat psoriatic
arihritis and chronic Lyme arthritis; the use of TNF-alphs inhibitors in treating paoriatic axthritis is
described in Ruderman, .M., 2002, Am J Manag Care 8: 8171-8180 and in Salvarani ef al., 2002,
10  Ciin Exp Rhsumatol 20 (Suppl. 28): §71-875. Also troatablo with these conpounds, compositions,
and/or combination therapies arc Still's disease and uveitis associsted with rheumatold arfhritis. In
addition, the compounds, compositions, end/or combination therapies of the nvention are used in
treating disorders resulting in inflammation of the voluntary omscle, incinding dermatomyositis and
polymyositis, Moreover, the compounds, compositions, and/or combinations disclosed harein are
15  usefhl for treating sporedic inclusion body myousitis, as TNF-alpha may play a significant role in
the progression of this mmscle discase. In addition, the compoumds, compositions, and/or
combinations disclosed herein are used to treat nmiticentric reticulohistiocytosis, & disease in which
joint destruction ard papular nodules of the face and hands are associated with excoss production
of proinflerematory cytokines by multinuclested gient cells. The crystalline TNFR2 polypeptides,
20  compoaitions, and/or combination therspies of the invention may be used to inhibit hypertrophic
scarring, & phenomenon believed to result in part from oxcessive TNF-alpha secretion. Crystalline
TNFR2 polypeptides may be administered alome or concurrenily with other agenis that Inhibit
hypertrophic scarring, such as inhibitors of TGF-alpha.
Disarders involving the akin or mucous membrenes also are treatable using the disclosed
25  crystalline TNFR2 polypeptides, compositions, and/or combination thorapies. Such disordem
" vulgaris. Also treatable with the subject crystalline TNFR2 polypeptides, compositions, and/or
combination therepins sre scne; acns rosaces; alopecia arcatn; aphthous stomatitis; bullous
pemphigoid; bums; dermatitin herpetiftemis; eczems; erythema, including erythema mmltifonue
30  and erythema moltiforme bullogum (Stovens-Johnson syndrome); inflarnmatory skin disease; lichen
planus; lincar IgA bullons disesse (chronic bullovs dermatosis of ahikdhood); loss of skin elagticity;
mmcosal surface ukers; nnmhﬂchnhn(ﬁwauhmdm).pityﬂuhmmwuh
peorinsis; pyoderma gangrenosum; and toxic epldermal necralynls.
In another embodiment, tho disclosod crystalline TNFR2 polypeptides are used to trost
35  mnd prevent the recurrence of lipodermatosclerceis md chronic venous vlcers, which most often are
locaied on the logs. Studies have shown that TNF-alphs may conirfbute to the pathogenesis of
lipodermwtosclerosia end chromic venons ulcers by activation of mmirix metalloproteinase 2
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(MMP2), and by inducing tho production of TGFa mnd other cytokines. Oxpentifylline and
pentoxifylline heve been shown to be offective in this setting. The disclosed crywtalline TNFR2
polypoptides, including crystalline TNFR2:Fo or crystalline etanercept, may be wsed to treat
chronic venous vicers either alone or in combinstion with ons or more of capemtifylline,
pentoxifylline, GM-CSF, leptin, PDGF, bFGF, EGF, TGF, and/ar IGF. These treatments will
sccelerate healing and provent rocurrences. Administration may be systemic or local. For local
admimistration, the crystalline TNFR2 polypeptide is epplied topically in an cintment, lotion, gel or
crcam, ar is injected perilesionally directly into or within sbout ten centimeters of the ulcer.
Additional Disord
and/or combination therapies to trest various disorders of the endocrine aystem. For example, the
crystalline TNFR2 polypeptides aro nsed to treat juvenile onset diabotes (inchudes autoimmmme and
insulin-dependent types of diabetes) and also to treat maturity onsst diabetes (includes non-insulin
dopendent and obesity-medieted disbetes). In addition, the subject compounds, compositions,
and/or combination therapics aro used to troat secondary conditions associated with diabetos, such
s disbetic retinopathy, kidney transphmt rejection in diabetic pationts, obesity-mediated insulin
resistance, and renal faflure, which itself may be associated with proteinures and hypertemsion.
Other endocrine disorders slso are treatable with these comipounds, compositions, snd/or
hypothyroidiem, and thyroiditia, including Hashimoto's thryroiditis (i.c., axtoimmume thyroiditis).
The disclosod crystaline TNFR2 polypeptides, such as crystmlline TNFR2:Fc,
compositions, and/or combinaticn therspies are further used to troat conditions of the liver such as
hopatitis, inchuding acuto alooholic hepatits, ecute drug-induoed or vin] hepatts, hepatits A, B
and C, sclerosing cholengits, sutoimmme hepatitis, idiopathic portal hypertomsion, and
inflammation of the liver due to unknown causes, The foregoing liver dissases may be treated with
a crystalline TNFR2 polypeptide, such as crystallime TNFR2:Fe, concurrently with other
medications used to treat the same conditions. As an exgmple, crystalline TNFR2 polypeptides
mwy be used to treat hepatitis C, inchuding chronic hepatitia C, in patiants who are concurrently
treated with interferon-alphs (IFNalphe). High expression of TNF-alpha in the liver interferes with
the sction of IFNalpha, thus interfering with the patient's response to IFNalpha treatment (Hong ¢
al., 2001, FASEB J 15: 1595-1597). Treatmenis that may be administered concwrently with
crystalline TNFR2 polypeptides to treat hepatitis C include pegylatod IFNalpha, ribavirin, or a
combination of ribavirin and interferon-alphs or pegylated interferon-alphs. Interfisron-alpha

. moieties suitable for concurrent use with crystalline TNFR2 polypeptides inchude IFNalpha-2s

(such as ROFERON®; Hoffmam-LaRoche), pegylated IFNalpha-2a (such ss PEGASYS®:
Hoflimsrn-LaRochs), pegylated IFNalphe-2a or —2b ay describad in US20020127203A1, or the
pogylated-IFNalpha conjugates described in WO 9564016, In another embodiment, Hepatitis C
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can be treated by concurrent sdministration of imtorferon-alpha and a crystalline TNFR2
polypeptide other than crystalline TNFR2:Fc, such as crystalline forms of lenercopt or onercept.

Conditions of the gastrointestinal system also are treafable with crysmiline TNFR2
polypeptides, compositions, and/or combination therapies, including coeline discase; the use of
TNF-alpha inhibitors in treating Crolm's discase is disclosed in Ricart et al., 2002, Drugs of Today
38 (11): 725-744. In addition, the compounds, compositions, and/or corrbination therapies of the
invention are used to treat Crohn's disease; pensea associated with gastroimtestinal disordars or
other gystemic disorders; ulcerative colitis; idiopathic gastroparesis; cholelithiasis (gallstonas);
pancreatitis, including chronic pancreatitis and lung infury associaied with acute pancreatitis; and
compositions, and/or combination therapies for treating disorders of the genftourinary system, such
as glomerulonophritis, including mutoimmwme glomerulonsphritiz, glenerclonophritis due to
oxposgure o toxins or glomerulonephritis secondary to infbctions with haemolytic streptococe! or
other infectious agemts. Also treatable with the compounds, compositions, end/or corubination
therapies of the invention sre uremic syndrome and its clinical complications (for example, renal
failure, anemis, and hypertrophic cardiomyopatiry), including uremic syndrome associated with
exposure to environmental toxins, drugs, or other causes. Further conditions treatable with the
compounds, compositions, and/or combination thorapies of the invention are complications of
mmmmmmmmww.mmmu
and chronic prostatitis; end complications of hemodialysis.

In addition, the disclosed crystalline TNFR2 polypeptides, compositions, and/or
combination therepies are used to treat various disorders fhat involve hearing loss such as those
that ero associated with abnormal TNF-alphs oxpression. One of these is inner ear or cochlear
nerve-associsted hearing loss that is thought to result from en mutovimmame process, ie.,
autoimmmne hearing loss, This condition currently is treated with sterolds, methotrexato end/or
cyclophosphamids, which may be administered concurrently with crystalline TNFR2:Fc ar other
crystalline TNFR2 polypeptide. Also treatable with the disclosed crystalline TNFR2 polypeptides,
compositions, mmd/or combination therapiss is cholesteatoms, & middls ear disorder often
associated with hearing loss.

In addition, the subject invention provides crystalline TNFR2 polypoptides, compositions,
snd/or combination therapies for the treatment of non-arthritic medical conditlons of the bones and
joints, This encompasses ostooclast disordors thet Isad to bone loas, such as but not limited to
osteoporosis, including post-menopausal osteoparosis, periodontitis resulting in tooth loosening or
loss, and prosthesis loosening after joint replacement (generally associated with an inflanunatory
responac to wear debris). This latier condition also is called "orthopedic implant osteolysis.”
Other conditions treatable by administering crystalline TNFR2 polypeptides, such as crystalline
TNFR2:Fc, include temporal mendibular joint dysfunction (TMJ) and bone loss dus to the
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hypercalcemia of cancer, including metastases to bone, such es, for example, may occar in
melanoma or carcinoma of lung, breast, lung, squamous cell carcinoma, head and neck cancer,
renal cancer, or prostats cancer.

Disorders associated with transplantation also are treatable with the disclosed crystalline
TNFR2 polypeptides, compositions, and/or combinstion therepies, such as graft-versus-host
transplantation of heart, Liver, hmg, skin, kidney or other organs. Such crystalline TNFR2
polypeptides may bo edministered, for exampls, to prevent or inhibit tho development of
bronchiolitis obliterans, such as bronchiolitis obliterans after lung transplantation and bronchiolitis
oblittrana organizing pnenmonis. Patients undergoing sutologous hematopoiotic stem cell
transplantation in the form of peripharl blood stem cell transplantation may develop "engraftment
syndromo,” or "ES," which is an adverse and generally self-limited response that ocours about the
time of hamatopoietic engraftment and which cen result in pulmonary deterioration, ES may be
treated with ihibitors of eithar IL-8 or TNF-alpha (such es crystalline TNFR2:Fc or other
crystalline TNFR2 polypeptides), or with & combination of inhibitors against both of thess
cytokines. The disclosed crystalline TNFR2 polypeptides also are useful for treating or proventing
gnaft fhilure, much as bone mamow graft rejection or fiilure of the recipient's body to accept other
typea of gmfis, such as cornesl transplents, or such as liver or other solid orgen trensplents, in
which graft rejection is often accompanied by elevated lavels of TNF-alphs and IL-10. Graft
rejection may be treated with & combination of & crystalline TNFR2 polypeptide and an IL-10

Ocular disorders also are treatable with the disclosed crystalline TNFR2 polypeptides,
inflammatory eye disease, and inflamwmatory eye disease associatod with smoking as well as
maculsr degeneration assoclated with smoking or associated with aging.

Crystalline TNFR2 polypeptides such as crysmalline TNFR2:Fc, the disclosed

, campositions, and/or combination therapies described herein are usefhl for treating disorders that

affiect the famale reproductive systam, Exsmples includs, but are not limited to, mmitiple implant
failore/infertility; fetal loss syndrome or IV embryo loss (spontensous sbortlon); preeclsmptic
prognancies or eclampais; and endometriosis.

In addition, the disclosed crystalline TNFR2 polypeptides, compositions, and/or
combination therapies are useful for treating obesity, including trestment to bring sbout & decrease
in leptin formation, or weight gain associsted with the use of amti-dspressant medications. Also,
the compounds, compositions, and/or combination therapies of the invention are used to trest
neurogenic pain, sciatica, symptoms of sging, ssvere drug roactions (for example, Il-2 toxicity or
bleomycin-induced pneumopathy and fibrosis), or to suppress the foflammatory response prior,
during, or afier the transfusion of allogenelc red blood cells in cardiac or other surgery, or in
treating & traumatic injury to a Hmb or joint, such as traumatic knee infury. Vericns other medical
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disorders treatable with the disclosed crystalline TNFR2 polypeptides, campositions, and/or
combination thempies include; multiple sclercsls; Behcets syndrome; Sjogren's syndrome;
Diseass); Parkinson's dissass; and tenosynovitis of unknown cause, as well as various sutobmxmumne
disorders or disoasos masociated with heroditary deficiencies. In addition, the subject crystalline
TNFR2 polypeptides, compositions, snd/or combination therspies are used to treat hereditary
conditions such as Geucher's disease, Hmntington's discass, linear IgA discuse, snd mmsculsr
dystrophy.

In yet another embodiment of the invention, ths crystalline TNFR2 polypeptides disclosed
hercin arc used to treat sutism spectrum disorder and other pervasive developmentsl disorders. It
has been shown that proinflammatory cytokines, including TNF-alpha and I1-1 are overprodoced
in a subsot of sutistic patients, indicating that these pationis had axcessive innate immune respanses
and/or aberrant-production of regulatory cytokines for T cell responses. Thus, provided herein are
methods for tresting autism spectrum disorder by administering a crystallino TNFR2 polypeptide
such as crystalline TNFR2:Fc.

Combination Theripic
Various other medicaments used to trest the diseases described heroin may also be
administered concurrently with compositions comprising crystalline TNFR2Z, or compositions
propared nging crystalline TNFR2, Such medicaments include: antivirals; antibiotics; analgesics;
non-siervidal anti-inflammatory druge (NSAIDs); diseaso-modifying anti-rheumatic drogs
(DMARDs); eortwum:do. topical steroids; systemic stercids (e.g., predmisone); cytokines;
aniagonists of inflammatary cytokines; antibodies against T cell surfasce proteins; oral retinoids;

" scotminophen, codeine, propoxyphene napsylate, oxycodone hydrochloride, hydrocodome

bitartrate, and tramadol. NSAIDs suiteble for the subject combination treatments include: salicylic
acid (aspirin) and salicylate demivatives; ibuprofen; indomwthacin; celocoxib (CELEBREX®);
rofecoxib (VIOXX®); valdecoxib (BEXTRA®); ketorolsc; nambumstone; piraxicam; naproxen;
oxsprozin; sulindac; ketoprofen; diclofenac; and other COX-1 end COX-2 inhibitors, propionic
butyric acid derivetives, oxicams, pyrezoles and pyreeclones, including newly developed axuti-
cyclophosphamide, cyclosporine, bydroxychioroquine mlfsts, methotrexate, leflunomide,
minocycline, penicillaming, sulfasalsring, and gold compounds such as cral gold, gold sodiom
thiomalate, and exrothiogincose. Examples of cytokdne inhibitors that can be used in combination
with crystalline TNFR2 inchude, for example, sntagonists of TGFB, of IL-6, or of IL-8. crystalline
TNFR2 polypeptides also mmy be administered in combination with the cytokines GM-CSF, IL-2,
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and/or inhibitors of protein kinase A type 1 to enhance T cell proliferation in HIV-infocted patients
who sre recelving anti-retroviral therspy. In addition, crysiallive TNFR2 polypeptides may be
combined with inhibitors of IL-13 to treat Hodgkin's discase. Nervo growth factors also can be
combined with crystalline TNFR2 polypeptidess to treat certain conditions, Such conditions
5  include neurodogenerative discascs, spinal card injury and multiple sclerosis, Other conditions
freateble with this combination ame glmcoms end disbetes. In addition, the crysilline TNFR2
polypeptides may be administered in combination with antimalarisls or colchicine,
Other compounds suitable for treating the diseases described heroin in combination with
arystalline TNFR2 polypeptides inclnde somll molecules such as thalidomide or thalidomide
10 analogs, pentoxifylline, or xoatrix metalloproteinase (MMP) inhibitors or other small molecules.
Suitabls MMP inhibitors for this purpose includs, for exampls, those described in U.S. Patent Nos.
5,883,131, 5,863,949, and 5,861,510 as well as the mercapto alkyl peptidyl compounds doscribed
in U.S. 5,872,146, Other mall molecules capable of reducing TNF-alpha production, inchude, for
example, the molecules described in U.S. Patent Nos. 5,508,300, 5,596,013, and 5,563,143, eny of
15  which can be administered in combinstion with crystalline TNFR2 polypeptides. Additional small
molecnlos uaeful in combination with crystalline TNFR2 polypeptides for tresting the discases
described herein ifclude the MMP inhibitors that are described in U.S. 5,747,514, U.S. 5,691,382,
as well as the hydroxsmic acid derivatives described in U.S, 5,821,262, The diseascs described
"hercin alsc may be treated with combination therapies including small molocules that inhibit
20 phosphodiesternse IV and TNF-alpha production, such as substiiuted oxime derivatives
(WO 96/00215), quinoline sulfanemides (U.S. 5,834,485), aryl furan derivatives (WO 99/18095)
axd heterobicyclic derivatives (WO 96/01825; GB 2 291 422 A). Also useful in combination with
crystalline TNFR2 polypeptides arc thiazole derivatives that suppress TNF-alpha and IFNy
(WO 99/15524), us well ss xanthine derivatives that suppress TNF-alpha and other
25 proinfemmatory cytokines (see, for exsmple, U.8.5,118,500, U.S. 5,096,906, and
U.8. 5,196,430). Additional sall molecnles useful for treating the hercindescribed conditions
concurrently with crystalline 'NFR2 polypeptides inchuds those disclosed in U.S, 5,547,979.
Additionally, crystalline TNFR2 polypeptides may be cambined with a second TNFP-alpha
antagonist, including an antibody against TNF-alpha or TNF-alpha roceptors, & TNF-alpha-derived
30 peptide that ects as a competitive inhibitor of TNF-alphs (such as those described I
U.8. 5,795,859 or U.8. 6,107,273), a soluble TNFR other than en Ig fusion protein, or other
molecules that redoco endogenous TNF-alpha lovels, such as antisense oligonucleotides or
ribozymes that inhibit TNF-alpha production or inhibitors of the TNF-alpha converting enzyme
(see e.g., U.8. 5,594,106), or eny of the small molecules or TNF-alpha inhibitors that are described
35  above, including pentoxifylline ar thalidomide or derivatives thareof. Thalidomids or thalidamide
dorivatives may bo administered concurrently with crystalline TNFR2 polypeptidos to freat, for
exampls, homatologic and oncologic disorders, Bxamples of such disorders, any of which muy be
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troated with crystalline TNFR2 polypeptides alone, inclnde graft-versus-host disease,
lovkemin (AML), chromic lymphocytic leukemin (CLL), bairy cell loukemis, parancoplastic
syndrome of cachexis and hypercalcomis, mumltiple myeloms end POEMS syndrome
5 (polynearopailty, organomegaly, endocrinopathy, monoclooal gammopathy, and skin changes),
myelafibrosis/myeloid metaplasia, Kaposi's sarcoma, cachexia associated with cancer, amyloidosis,
anemia of chronic diseasa, squamons cell carcinoma, idiopathic thrombocytopenic purpurs (ITP),
thromibotic tirombocytapenic purpurs (TTP), sutcimmmne hemolytic anemia, and bets thalassemin.
In one embodiment of the invention, the crystelline TNFR2 polypeptide used in combination with

10  thalidomide is crystalline TNFR2:Fc or crystalline ctanarcept.
In addition, the subject invention provides methods for treating & human patiant in need
thereof, the method involving adurinistering to the patient 8 therapeutically effective amount of &
" crystalline TNFR2 polypeptide and an IL-4 inhibitor, as described in US 2001/0021380 A1, which
is incoparated by reference in its entirety herein. Conditions effectively treated by a combination
15 of a crysialline TNFR2 polypeptide and an IL4 inhibitor inclnde asthma, chronic obstructive
pulmonary disease, pulmonsry elveolar proteinosis, bleomycin-induced pneumnopathy and fibrois,
radistion-induced pulmonery fibrosis, oystic fibrosis, collagen acconmiation in the hmgs, ARDS;
various skin disorders, including but not limited to dermatitis herpetifiormis (Duhring's disoass),
atopic dermatitis, contact dormatitls, wrticaria (including ohromic idiopathic urticaris), and
20  autolmnwme blistering diseases, including pemphigus vulgaria and bullous pemphigoid; myasthenia
' syndrome, multiplo sclerosis, and idiopathic hyperecainophil syndromo; allergic reactions to
medication, and as un adjuvant to allergy immmmotherapy. In certein embodiments, combinations
of crystelline TNFR2 polypeptides and IL-4 inhibitors are sdministered ono or moro times per
25  week by subcutaneous injection or by aercsol pulmonary administration, for example by nebulizer,
TNFR2 polypeptides concurrently with compounds that block the binding of RANK and
RANK-ligand, such as antagenistic entibodies against RANK or RANK-ligand, csteoprotegerin or
soluble forms of RANK, including RANK:Fc, and soluble forrs of RANK-ligand that do not
30 trigger RANK. In ono embodiment of the invention, sniibodies that specifically bind human
RANKL are administered concurrently with crystalline TNFR2 polypeptide, such as crystailine
TNFR2:Fc. Sohble forms of RANK suttable for these combinations are described, for examplo, in
U.8. 6,017,729. The concument administration of crysialline TNFR2 polypeptides together with
RANK:Fc or osteoprotogerin is usefiil for preventing bone destruction in various settings including
35 but not limited to ostcoporosis, nmltiple myeloma or othar malignancies thet canse bone
degeneration, or anti-twmor therepy aimed at preventing metastasis to bone, or bone destruction
asgociated with prosthesis wear dobris or with periodontitis. Tumors that erc treatable with a
combination of & crystalline TNFR2 polypeptide and a RANK inhibitor incinde breast cancer, lung
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cancer, melanoms, bone cancer, squamous cell carcinoma, head end nack cancer, renal cancer,

prosiate cancer, and cancers sssociated with hypercalcemin_

Additiooal Usca

Transfection of lynphocytes with non-viral vectors can leed to spoptosis of the target

5  cells fhrough a TNF-alpha end CD95-mediated pathway (sce, for example, Ebert ot al, Cytokines,

Cell & Mol Ther 5:165-73 (1999)). Crystalline TNFR21 polypeptides, such as crywialline

TNFR2:Fc, may be used alons or in combination with a CD95 inhibitor, such as an antibody

against CD95, to inhibit this apoptosis. This treatment will sugment geno transflr to lymphocytes

when non-viral vectors ere used, particularly when liposome-mediated or recopior-medisted gemo
10  transfer methods are nsed. Such treatment will improve the incorporation of the exogenous gene

into the target colls,

In addition, the present compositions may also be used for manufscture of one or more
medicaments for treatment ar amelioration of the conditions the crystalline TNFR2 polypeptide is
intended to treat.

15 The following exzmples are offered to more fhlly illustrate the inveation, but are not to be
construed ua limiting the scope thereof.

20 Etanercept polypeptide consists of s portion of the extmoelhulsr dormain of luman tomor
necrosis factor recoptor 2 (TNFR p75) fused to a portion of lnrman inmamoglobulin G1 (IgG1), as
described shove. Eianercept polypeptide was propared by expressing DNA construct encoding
etanercept in mammalisn host cells end then was purifiod to substantinl homogeneity. For the
following crystallization experiments, the etanarcept polypeptide was suspended in a phosphate

25  buffer, )

Cryutallization of etanercept was achisved using a crystallization screen (PEG/LICt Grid
Screen; Hzmpton Research, Aliso Viejo, CA), which employs & method for crystllization of
macromolecules known as ‘banging drop’ vapor diffusion, A’ drop camposed of a mixiure of the
polypeptide sample and the crystallization reagent (the "crystallization buffer” or the "mother

30 Hquor") is doposited on the underside of a sialanized coverslip, and then the drop on the coverslip
in sealod with grease and placed over typically a 24 well VDX tray causing a vapor equilibrium
with a liquid reservoir of reagent. To achieve equilibriom, water vapor exchanges betwean the
drop and a one milliliter resarvoir solution in tho well of the tray. As weter leaves the drop, the
polypeptids sample undergoes an increase in relative concentration which may eventually load to

35 mopomaturation, It is the incressed concentmtion of the polypeptide sample that is required for
crystallization to take place. Typically the drop contains a lower concentration of reagent than the
reserveir, and typically, the drop coniained half the concentration of reagemt in the reservoir,
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becauss equal volumes of semple and reagent were mixed to form the drop. In these axperiments,
the initia] polypeptide concentration in the drop was usully 25,48 mg/ml, ar 50.96mg/ml, but
crystallization was also observed at etanercept polypeptide concentrations of approximately 6
mg/ml, and may be obieined mt higher concontrations soch as 100 mg/ml, or st lower
cmﬂnmofpolypepﬁdomhuamwdmiﬂVSDngLbutulmywmmhﬂm
incubation for longer times may be required for orysial growth, depending on the sixo of the initial
drop. '

The crystallization scroen was set up in 24-well VDX polypropylens tissus cultnre trays.
Bach position in the VDX tray contained 1 mL of reagent reservoir, with the roagent reservoir in
each well differing in composition fram thet in the othar wells, t0 establish an oy of difflaring
crystllization buffer conditions. One microliter of polypeptide solution st each polypeptide
concentrstion was added to 1 microliter of reservoir solution to form the drops, Tiwys were
incubated either at S & 3 degrees C or st amblent room temperatore (20 & 3 degreos C). Cryminls
appesred in approximtely 48 hours in some of the wolls incubatod 2t ambisnt room tempersture,
and contimmed to grow over subsequant days.

In the initial scroens, crysials wore obtained in the following conditions, using efther an
cinnercept concentration of 25.48 mg/miL or s concentration of 50.96 mg/mlL:
. 1.0M lithium chloride, 0.1M HEPES pH 7.0; 30% polyethylene glycal 6000
1.0M lithium chloride, 0.1M Tris-HCI pH 8.0; 30% polyethylens glycol 6000
1.0M lithium chloride, 0.1M Bicine pH 9,0; 30% polyethylens glycol 6000
0.2M lithium sulfate, 0,1M Tris-HC] pH 8.5, 30% polyethylene glycol 4000
. 0.2M lithium sulfsts, 0.1M Tris-HCl pH 8.5, 25% polyethylano plycol 3350
. 0.5M lithivun sulfate, 0.1M Tris-HCl pH 8.5

I o

The ctanarcept crystals formed under the first three conditions shove were rods ar rod closters
spproximately 1 mm in length, snd were ofien accompanied by an amorphous precipitast.  The
etanarcept crystals formed in the lithium sulfate conditions were rods approximately 0.1 —~ 0.2 mm
in length, and were produced without the amorphous precipitste seen in the Hthinm chloride
comditions. Somo of the etanarcept crystals were tested by X-my diffraction and did not show a
salt-liks difftaction pattern, a result consistent with the crystals containing polypeptide metoriat.
Soms of thn otanercept crystsls were solublized and their polypeptide content was partially
soquenced by soven cycles of sntomstod Edmen dogradation; s 34 pmol partisl amino acid
sequence was obtainad from these crystals and waa confinmed to match the N-texmina! portion of
the etanarcept sequence (LPAQVAF; see amino acids 1 through 7 of SEQ ID NO:4). Figme 1isa
phatogreph of etanercept crystals formed from a polypeptide schution contatning 50.96 mg of
etanarcept per millititer, with » crystallization reservoir buffer of 0.1M HEPES pH 7.0, 30% PEG
6000, 0.7M lithiorn chloride; after scven days at embient room tampersture the orystals wure
harvested manually, extansively washed in the above reservoir buffer, and the pholtogreph was



000055

WO 2005012353 PCT/US2004/024738

taken. Crystals from this group were submitied for the N-terminal amino acid scquence analysis
described sbove. Another crystallization condition — 1M lithium sulfate, 0.1M Tris-HCI pH 8.5,
0.01M mickel chioride - produced crysials; however, the polypeptide content of these crysials was
not confirmod and therefore under this perticular combination of conditions salt crystals are
5  thought to have formed. '
Based on these rosults, cach of the three parametexs of the first three conditions above
(LiCl concentration, pH, and polysthylens glycol (PEG) 6000 conceniration expressed as %
(weight/voluine)) was varied in additional experiments, which resulted in crystals forming in cvery
drop in the additional experimental trays, * Lithium chloride concentrations between 0.7M and
10  1.2M, PEG 6000 concenirations between 22% and 32%, and 0.1M HEPES pH values betwoen pH
6.8 mnd 7.3 all resulted in successful crystallization in epproximately 48 hours at ambiont room
temperature, af etanercept comcentrations of 2548 and 50,96 mg/mi. Further experiments
expandad the range of succesaful crysiallization conditions to include 0.2M through 1.2M LiClL
and 16% through 32% FEQ 6000, although crystallization of etenercept mmy not occur at svery
15  combination of conditions which includes 0.2M LiCl, and/or etenercept crystals mxy take longer to
form when 0.2M LiCl is used. Tharefors, all combinations of the following conditions - lithium
chloride concentmations betweon 0.3M and 1,2M, PEG 6000 concentrations between 16% and
32%, end 0.1M HEFPES pH values between pH 6.8 and 7.3 - are considered to be suitable
conditions for crystallization of etanercept. In addition, conditions containing between 0.2M and
20 0.5M lithium sulfate, 0.1M Tris-HC] st approximately pH 8.5, and optionally including up to 30%
PBG in the size range of PEG 3350 — PEG 4000, are considered to be suitable conditions for
crystallization of etanercept.

25 Additional Methods for the Crvsiallization ENBREL® ianernent)

The "henging-drop™ method of cryntalli aa described in Example 1 above, was used
to prepare additional crystals of etenarcept. Etsnercept was reconstitmed from commercially
available ENBREL® lyophilized powder as per product instructions: a vial of ENBREL®
lyophilized powder contming 25 mg ctanorcept, 40 mg mamnitol, 10 mg sucross, and 1.2 mg

30 tromethamine, which is reconstiiuted with 1mL of Sterile Bacteriostatic Water for Injection, USP
(contrining 0.9% benzyl alcohol). The reconstitirted etanercept solution was dialyzed inio water .
using a 10,000 molecular weight cut off dialysis cassetis, and then concentrated to 100 mg/mL
using a 10,000 molecular weight cut off centrifhgal filter. Each crystallization well contained 1.0
mL of s particolar crystallisation reagent, as listed below, in the reservoir. Drops were mado by

35 adding ] microliter of the 100 mg/ml. solution of etanercept to 1 microliter of that crystallization
reagent. Crystals were grown at ambient room temperature (epproximataly 22 degrees C); neodle-
lils crystals of etanercept about 100 micrometers in length formed in all of the crystallization
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reagents listed below, in same cases in as fow as two days, and in other casos over s period of two

to four weels,
‘M!!!! ( m‘ 'm-
0.09M ammeninm phosphate 0.10M sodivm acstate, pH 4.5 40.28% MPD
| 0.10M ammonium phospbate 0.10M sodium scetate, pH4.0 | 37.82% MFD
0.10M ammonium phosphate 0.10Mpodium acetate, pH 5.0 35.11% MPFD
0.0EM armrwoniurn phosphate 0.10M sodium acetats, pH 5.0 41.83% MPD
0.12M ammonium phosphate | 0.10M sodium acetats, pH 4.0 | 31.30% MPD
0.15M armuomium phosphate 0.10M sodium acetate, pH 5.0 43.82% MPD
0.11M ammoninm phosphate | 0.10M sodinm acetate, pH 4.0 { 30.55% MPD
0.04M ammonium phosphate 0.10M sodium acetato, pH 5.0 | 45.75% MFD
0.19M ammonium phosphate 0.10M sodium acetate, pH4.0 | 30.78% MPD
0.14M ammonium phosphats 0.10M sodinm acetate, pH 4.0 | 37.13% MPD
0.16M ammonium phosphate 0.10M sodium acetats, pH 4.0 31.27% MFD
0.23M ammoniom phosphate | 0.10M sodium acetate, pH 4.0 41.87% MPD
0.18M ammoniom phosphate 0.10M sodium acetate, pH 4.5 34.10% MPD
0.09M smimonium phosphate 0.10M soditm acetats, pH 4.0 | 46.00% MPFD
0.09M ammontum phosphate 0.10M sodium acetats, pH 4.5 | 46.01% MFD
0.09M smmonium phosphate 0.10M Hepes, pH 7.5 33.92% MPD
0.20M ammonium phosphate | 0.10M Tris, pH 8.5 50.0% MFPD

In additiona] crystallization experiments, needle-like crysials of etanercept sbout 100 micromsters
in length formed over a period of two to four weeks under the following crystallization conditions:

Salt Condition: Buffer Condition: PEG Condition: | Temperature:
1.0M di-arymoniom 0.IM jimidazole, pH | - approximately
hydrogen phosphate; 3.0 22 degreos C
0.2M sodivm chloride
1.0M di-ammontum 0.IM imidezole, pH | - spproximately
| bydrogen phosphats | 8.0 22 dogrees C
0.2M sodium chloride | 0.1M CAPS (3- 20% PEG 8000 | 2-8 degreea C
[cyclohexylsmino]-1-
pH 10.5 '

Vupor-diffusion crystallization methods, such as the "hanging drop” method described for
crystallization of etanarcept in Bxample 1 above, can be varied in ordar to achieve crystailization
of polypsptides such as TNFR2 polypeptides. For exampls, other volumes of polypeptide sampie
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Telative to reagent can be mixed to vary the difference in reagent concentration between the drop
and the reservoir, end also the initial polypeptide conceniration in the drop. Mixing one part
roagent 10 nine parts polypeptide sample would produce s drop with an initial concentration of
reagent that is 0,1 times that of the reagant concentration of the reservolr, In cextain embodimeats
of the invention, the initial conconiration of crystallization reagent in the drop Is spproxinmtely
0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 045, 0.5, 0.55, 0.6, 0.7, 0.8, 0.85, 0.9, or 0.95 times that of the
concentration of crystallizstion reagent in the reservolr. The indtial polypeptide concentration in
the drop can be et loast as low as epproximately 6 mg/ml. and at Jeast as high as 100 mg/ml. send
possibly as high ss 120 mg/mL; lowar concentrations of polypeptide such as 3 mg/mL may form
crystals, but can require longer incubation times before crystals can be detected.

appropriate for obtaining crysials of etanercopt or othar TNFR2 polypeptides, as described below.
For example, combinations can be made of a salt condition, & pH buffer condition, en optional
PEG condition, and an optional cofictor condition, wherein each condition is selected from the
corresponding group of conditions described balow.

Valus Ranges; Minimmm
(selocted from below) to
Maximum (salacted from below)
" | Minimmmmn Maxinum Exzmples of
Valnes: Values: Specific Values:
Salt conditions. '
Lithium chloride 0.05M or 1.5M, 2.0M, 0.5M, 0.7M,
0.1M or 5.0M 1.0OM, 1.2M
Lithium sulfate 0.05M or 1.0M, 2.0M, 02M, 0.35M,
0.1M or 5.0M 0.5M
Sodiom chloride, potassiom chlaride, 0.01M, 1.0M, 1.5M, 0.1M, 0.2M,
ammonium phosphate, sodium phosphats, | 0.025M, 2.0M, 2.5M, 0.35M, 0.5M,
potnssinm phosphate, sodium citrate, 0.05M, 0.1M, | or5.0M 0.75M, 1.0M,
potassium ciirate, emmonium acetate, ot 0.5M 1.5M
sodium acetate, emmonium sulfate,
| magneshxm sulfhis, or sodium sulfate
di-ammanium hydrogen phosphate 0.1M, 0.5M 1.5M, 2.0M 1.0M
0.05M, 0.1M, or 0.15M HEPES pH4.0,5.0,0r | pH 8.0,8.5,cr | pHG.S, 6.75,
6.0 9.0 69,70, 725,
7.5, 7.75
0.05M, 0.1M, or 0.15M Tris-HCl pH5.0,60,0r | pH9.0,9.5,0r | pH725,7.5,
7.0 10.0 7.75, 8.0, 8.25,
8.5, 8.75
0.05M, 0.1M, or 0.15M Bicine pH5.0,6.0,0r | pH 10.0,10.5, | pH 8.0, 8.25,
7.0 or11.0 8.5,8.75, 9.0,
9.25,9.5
0.05M, 0.1M, or 0.15M sodium ecetate pH 4.0 pH 5.0 pH 4.0,4.5,5.0
0.05M, 0.1M , 0.15M imidazole pH 7.5 8.5 pH 8.0
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0.1M CAPS (3-[cyclohexylamino]-1- pH9.0,pHS.5 | pH 11.5,pH pH 10.0, pH
| propanesnifonic acid), pH 10.5 120 10.5,pH 11.0
PEG ar 2-methyl-2.4-pentenedial OMPDY
fitio:
Polyethylene giycol (PEG) 200, 300, 400, | 0, 1,2, 3, 5, or | 32, 35, 40, 45, | 10, 12, 15, 20,
600, 750, 900, 1000, 1450, 3350, 4000, 7.5% (liquid: | or 50% (Liquid: | 25, 30% (liquid:
4500, 6000, or 8000 viv; solid: wiv) | viv; solid: wiy) | viv; solid: wiv)
2-Mpothyl-2 4-pentanediol (MPD) 0,1,2,3,4,5 | 40,45,50,60, | 10,12, 15,20,
6,7, 01 8% oz 70% (v/v) 25, 30, 32, 35%
(viv) (viv)
| Motallon CCofictoc”) couditioos
nickel chloride 0.001M or 0.02M, 0.05M, | 0.01M
0.005M 0.1M, ar 02M
compounds of the following metals: zinc, | 0.001M, 0.05M, 0.1M, | 0.005M, 0.01M,
copper, calcium, mangsnese, and 0.002M, or 0.2M, 0.5M, 0.02M
i 0.003M 1.0M, or 2.0M

Aftsr polypeptide crystels are formed, they can be subjected to various analyses to
confirm their polypeptide content and to Auther exarmine their physical structure. For example, if
pecessary individual crystals can be removed from the crystallization solution and washed with
aquoous or organic solvents or additives, then dried (for exsmple, by air drying, by passing a
stream of inert gas over the crystal, by lyophilization, or by vacumm). Crysials can bo isolated,
removed from the crystal growth drop, and then mounted for X-ray diffraction.

Az mnother example, polypeptide crystals can bo removed from crystallization solution
and washed or rinsed, or tho majority of crystallization sohution can bo removed from the crystals
and replaced with a different solution. In this way, the partioular ealt that was using in the
crystallization procedure can be roplaced in the crystal Inttico with a different galt, In one
embodiment of ths invention, crystallized TNFR2 polypeptides such as crysialline etanercept are
scparated from the crystallization buffer and placed in a solution containing & salt of sodium,
poiasaium, or magnesivm (for exampls, sodium scetate, sodium chloride, sodhm citrate, sodium
phosphate, sodhmm sulfate, potassimm chloride, potassium citrate, or magnesinm sulfate). For X-ray
diffraction, the replacement solution caz contain heavy stoms useful in determining the atornic
coordinstes of the crystallived polypeptide. As s further ambodiment, TNFR2 pdlypeptides can be
cocrystallized with their ligand, for example etanarcept can be cocrystallized with TNF-alpha, for
dotermination of the detefled structure of the TNFR-ligand interaction.

In a further exanypls, polypeptide crystals can bo removed from crystallization solntion
and solubilized in & appropriate buffer for forther testing, such as an SDS-containing buffer for
analysis of tho polypeptide that had been crystaltized by gel electropboresis. Methods for analysis
of proteing by gel electrophoresis are well known end include staining a gel with silver or
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Coamasgie blue dys, and comparing the electrophoretic migration of the polypeptide that had been
crysiallived with the migration of polypeptide markers of known molecular weight In another
method, the polypeptide is visualived in the gel by use of a Iabeled satibody that spocifically binds
to the polypeptids. Polypeptides that have been crystullised can also be solubilized in buffhey
sppropriste far amino acid sequencing by Edman dogmdation, fbr mass spectrometry, for other
spectrographic scattering, refraction, diffraction, or absorption studies, or for labeling of the
polypeptide by attachment of a Iabel molecule to the polypoptide.

v of Proi Content nf ANBRR) e
.

The "henging-drop” of crystallization, ae described in Example 1 sbave, was used
to prepare additionsl crysials of ctanercept Each well contwined 100 microliters of the
crystallization reagent in the reservoir; the crystallization reagent in this experiment was 0.2M
amEnanium aoetate, 0, 1M Tris pH 8.5, and 45% 2-mefiy}-24-pentansdiol (MPD). Biwaarcept wes
placed into s solution containing 25mM sodium phosphate pH 6.3, 100 mM NsCl, then
concentrated to 29 - 30 mg/mL, for exampls, to 29.6 mg/ml.. Drops were mada by adding 1
microliter of this 29 mg/m. solution of etanercept to 1 microliter of the cryslliestion reagent, for
a finsl ctanercept concentmation in the drop of approximmtely 14.5 - 15 mg/ml., The final
concentration of the etanercept in the drop was found to be an imporiant factor in achieving
crystallization under thess particular crystallization conditions, with e final etsnercept
concontration of spproximately 15 mg/ml, being effective for crystallivation in repeated
experiments, whilo final concentrations of less than 10 mg/mL or greater then 25 mg/mL were not
effective. The dropa were allowed tv vepor exchange with the reagent in the rvservoir for
approximately ono to thres weeks at smbiant room termpersture (20 # 3 dogreea C). Crywtals,
ususlly as two to four independent micleations per drop, forned and sppeared as xmttibranched or
dendritic structures with numerous projections or branches off of the main structure, The overall
dimensions of each intact branch were spproximately 50 micrometers in length from the nuclestion
center, approximately 30 micromsters in width, and spproximately 10 micrometers in thickness or
depth. One of the branches was ramoved from the crystal with & nylon loop, washed with the
above crystallization reagent in three serial washes, sohubitized in 4XSDS Laammli buffer, and
then pinced in the well of an SDS-polyacrylamide pel and subjected to eloctrophoresis. Following
fhe electrophoresls the gol was stained with silver, and there i a clearly visible slivar-stained band
in the lanc run from the crystallived protein that migmted to tho samo extont as protein from the
ctanercept preparstion used to produce the crystal. This SDS-polyscrylamide gel electrophoresis
asaey ‘was repested using other branches from crystals produced in these experiments, and staining
of & band of solubilized crysialline material, with the same electrophoretic migration as etanercept,
was also achioved using Coonmwexic Blue stain. Therefore, the crystals that formed from the
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etenarcept sohition contain material thet is apparently etanercept, because it migmtes in an SDS-
polyacrylamide gel and produces a protein band in the gel in tho same faghion that a known sample
of etanarcept protein does,

As described in the examplo above, polypeptide crystals can be recoverad from the
crystallization solution, optionally placed in a different solution, washed, and/or dried to remove
crysiallization buffer, and then solnbilized in an appropriate solution for further assuys. The
biological activities of TNFR2 polypeptides can be testod using any of a mmber of assays, for
exampls binding assays fo dotermips the ability of previously crysiallized TNFR2 (Le.
reconstituied TNFR2 polypeptide) to bind to its ligand. The following examples illusirate assays
for measuring the biological activity of those TNFR2 polypeptides that bind TNF-slpha, such as
etenercept (see for example Mohler ef al., 1993, J Immunol 151: 1548-1561), bot those of skill in
the art will recognize that such assays can be modified for use in meaguring the biological activities
of othor TNFR2 polypeptides.

Bindis G sitign A
Labeled humen TNF-alpha such as [*ZIITNF-alpha at 0.5 oM is incubsted in binding medivm
(RPMI 1640, 2.5% BSA, 50mM HEPES pH 7.4, 0.4% NaN,) for two hours at 4 degroes C with
sarially diluted competitive binding agents (for example otanarcept recanstituted from crystallme
form, or mnother TNF-alpha-binding TNFR2 polypeptide thet has been reconstituted from
crystalline foem, or wnlabeled homan TNF-slpha, or uncrystallized ctinercept as & control) and
2x10° U937 cells. Duplicate aliquots are subsequently removed, centrifuged through a phthalate
oil mixture to separats free snd bound ligand, and the radioactivity (cell-bound [“**[JTNF-alphs) is
mesnured using a gammm counter. Nonspecific binding values are determined by inclusion of a
200x molar axcess of unlabeled TNF-alpha and were subtracted from total binding data to yield
wﬂcbhdhgnhu(mhmhl’uﬂ:dal 1990, J Exp Med 171: 1073-1089).

hjwﬂmoflh&ddonofmsthpmwﬂo)mmdphmmm
canaing mortality if & sufficient amount of an agent that neutralives the sffects of TNF-alpha is oot
also administered (see for example Mohler of al., 1993, J Immunol 151: 1548-1561). LPS, such as
bacterlal LPS derived from B. coli, is resuspended at 10 mg/mL in sterile saline end stored at -20
degroes C in small aliquots. The LPS is diluted to the proper concentration and sonicated for ons
minute before injection. Mice such as BALB/c famnale mice (18 to 20g) are injected intravenously
with en LDG0 to LD100 dose of LPS (300 to 400 micrograms) in 0.2 mL of saline. Tho LPS ia
injected cither alons or in comjunction with etanercept reconstituied from crystalline form, or



nanne?

WO 2005012353 PCT/US2004/024738

or control proteins such as uncrystallized etanercept or human IgG. Survival is monitored for at
loast S days. The presence of active reconstituted TNF-alphe-binding TNFR2 polypeptide is
indicated by increased survival of LPS-injectsd mice, when s sufficient amount of the reconstituted
TNF-alpha-binding TNFR2 potypeptide is administered.

5 The prosent invention hag been described in terrna of particular embodiments found or
proposed to comprise cortain modes for the practice of the invention. It will be appreciated by
those of ordinary skill in the srt that, in light of the present disclogsure, mmerous modifications and
changes can be made in the pmticular embodiments exemnplified without departing from the
intended scope of the invention.

10

Sequences Presented in the Sequence Listing

| SEQIDNO__Type Description

SEQ ID NO:1 Ammino acid Human tumor necroals fictor receptor 2; (TNFR2, p75, CD120b,

TNFRSF1B); Swiss-Prot Databass Acceasion No. P20333

SEQIDNO:2 | Aminoacid | Human immmmoglobulin gamma-1 chain constant region (IgG1;

Swiss-Prot Database Accession No. PO1857)

SEQIDNO:3 | Aminoacid | Variant of bumen imrmumoglobulin garnie-1 chain congtant region
. (SEQ ID NO:2 with Asp239->Glu; Leu241->Mat)

SEQIDNO:4 | Aminoacid | Etanercept
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WHATIS CLAIMED IS:
1. A crystal of etanercept.
2 A crystal of etanercept as in claim 1, wharein the crystal is in the form of a rod.

3 A crystal of etanercept ws in claim 1, wheroin the crystal bas a maximum length of
between 0.5 millimeters and 1.5 millimeters.

4, A crystal of etanercept as in claim 1, wherein the crysial hes a meximum length of

between 0.05 millimeters and 0.3 millimeters,

5. A crystal of etansreept ss in claim 1, wherein the crystal comprises a salt selected from the

" group consisting of ammonium acetste, ammoniom phosphate, smmonium sulfate, di-armenium

hydrogen phosphate, Hthium chloride, lithium sulfsts, magnesium sulfite, potassiun chloride,
phosphats, and sodium sulfiste.

6. A crystal of etanercept sa-in claim 1, wherein the crystal comprises e salt selected from the
group conaisting of ammoniim acetate, emmonium phosphate, di-smmonium hydrogen phosphite,
and sodium chloride.

7. A method of making a crystal of etanercept, whervin the method comprises combining a
solution of etanercept polypeptida with a crystullization buffer comprising a salt.

8 Tho method of claim 7, wherein the combination is placed in vepor equilibrum with a
reservoir of crystallization buffir.

9. The method of claim 7, wherein the crystallization buffer has a pH between 4.0 end 10.5.

10.  Thoe method of claim 7, wherein the salt is sclected from the group consisting of
ammenton) scetate, emmoniam phosphate, ammonium sulfate, di-ammonium hydrogen phosphats,
lithinm chloride, lithium solfate, magnesiom sulfsts, potassim chilorids, potassium citrate,
potassinm phosphate, sodium acotste, sodium chloride, sodivm citrste, sodium phosphate, and
sodium gulfhte.
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11,

The method of claim 7, wharein the concentration of salt in the crystallization buifer is

betwoen 0.04M and 1.2M,

The method of claim 7, wherein the crystallivation buffhr ftwther includes 2-methyl-2,4-

pentanediol (MPD) or polycfirylane glycol (FEG).

The metbod of claim 7, further comprsing removing at lsast & portion of the

crystallization buffer after crystals have formed.

14, The method of claim 13 wherein the portion of crystallization buffer ia removed by
centrifugation.

15,

The method of claim 13, wherein tho crystals are placed in a sohtion contmining an

arganic additive.

16.

17.

The method of claim 13, further compriging the addition of an excipient,

The method of claim 16 wherein the excipient is selected from the group consisting of

sucrose, trehsloss, ar sorbitol.

18.

19.

20.

mmofmiswm&mmismmw
The method of claim 7, frrther comprising drying crystals thet have formed.

The method of claim 19 wherein the crystals are dried by exposure to air, or by exposure

to a vacuum, or by exposure to nitrogen gas.

21.

An ctanercept crystal produced by the method of any of elaims 7 through 20,

22 A compogition comprizing stxnercept in crystalline form,

2. A composition produced by reconstituting crymialline otanercept.

24, Use of an otenercept crystal as in eny of claime 1-21 ar a composition sa in any of claims
22-23 in the preparation of a medicament.

2s. The use of claim 24 wharein the medicament is for treating a condition characterizad by
exceasive TNF-alpha lovels,
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26. The uss of claim 25 wherein the medicament reduces levels of TNF-alphs in the sarum or
tiasues of the subject.

5 27 Tho uso of claim 25 wherein the condition is rheumatold erthritls, psoriatic arthritia,
psariasis, or ankylosing spondylitis,
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SEQUENCE LISTING
<110> AMGEN, Inc.
OSSLUND, Timothy D.
CLOGSTON, Christi
CRAMPTON, Shon
BASS, Randal
<120> CRYSTALLINE POLYPEPTIDES
<130> A-B59
<160> 4
<170> PatentIn verasiom 3.2
<210> 1
<211> 461
<212> PRT
«<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Ala Pro Val Ala Val Trp Ala Ala Leu Ala Val Gly Leu Glu Leu
1l 5 10 15

Trp Ala Ala Ala His Ala La& Pro Ala Gln Val Ala Phe Thr Pro Tyr
20 25 a0

Ala Pro Glu Pro Gly Ber Thr Cye Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln
) 35 40 45

Thr Ala Gln Met Cye Cys Ser Lys Cys Ser Pro Gly Gln His Ala Lys
50 55 60

Val Phe Cys Thr Lys Thr Ser Asp Thr Val Cys Asp Ber Cvs Glu Asp
65 70 75 80
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Ser Thr Tyr Thr Gln Leu Trp Asn Trp Val

85

Gly Ser Arg Cys Ser Ser

100

Glu Gln Asn Arg Ile Cys

115

Ser Lys Gln Glu Gly Cys

130

Gly Phe Gly Val Ala
150

Pro
145

Pro Cys Ala Pro
165

Lys

Asp Ile Cys Arg Pro His

la0

Ala Ser Met Asp Ala

185

Ala
210

Pro Gly Ala Val

Gln His Thr Gln Pro Thr
225 230

Asp

135

Arg

Gly

Gln

Val

His

215

Pro

Gln val Glu
105

Cys Arg Pro
120

Leu Cys Ala

Pro Qly Thr

Thr Phe Ser
170

Ile Cys Asn
185

Cys Thr Ser
200

Leu Pro Gln

Glu Pro Ser

0N0o&7
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Pro Glu Cys Leu Ser Cys
95

Thr Gln Ala Cys Thr Arg
110

Gly Trp Tyr Cys Ala Leu
125

Pro Leu Arg Lys Cys Arg
140 '

Glu Thr Ser Asp Val Val
155 160

Asn Thr Thr Ser Ser Thr
175

Val val Ala Ile Pro Gly
150

Thr Ser Pro Thr Arg Ser
205

Pro Val Ser Thr Arg Ser
220

Thr Ala Pro Ser Thr Ser
235 240
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Phe Leu Leu

Asp Phe Ala

Leu Leu Ile
275

Lys Lys Pro
280

Ala Asp Lys
305

Ile Thr Alas

Ala Leu Asp

val Glu Ala
355

ABp Her Ser
370

Pro Met Gly
245

Leu Pro Val
260

Ile Gly Val

Leu Cy» Leu

Ala Arg Gly
3lo

Pro Ser SBer
325

Arg Arg Ala
340

Ser Gly Ala

Pro Gly Gly

Pro

Sar Pro Pro Ala
250

Glu Gly

Serx

Gly Leu Ile Val Gly Val Thr Ala

val

Gln

295

Thr

Pro

Gly

Eis
375

Val Asn Val Cys Ser Ser Ser

ass

390

Asn Cys Val Ile
280

Arg Glu Ala Lys

Gln Gly Pro Glu
315

Ser Ser Ser Leu
330

Thr Arg Asn!@ln
45

Glu Ala Arg Ala
360

Gly Thr Gln Val

ASp His Ser Ser
395

Met Thr
285

Vval Pro
300

Gln Gln

Glu Ser

Pro Gln

Ser Thr
365

Asn Val
380

Gln Cys

270

Gln

His

Ala
350

Gly
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Thr
255

Leu

Leu

Ala

335

Pro

Ser

Cys

Ser

Gly

Gly

Lys

Pro

320

Ser

Gly

Ser

Ile

Gln
400
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Ala Ser Ser Thr Met Gly Asp Thr
405

Lys Asp Glu Gln val Pro Fha Ser
420

6ln Leu Glu Thr Pro Glu Thr Lsu
435 440

Leu Pro Leu Gly Val Pro Asp Ala
450 455

<210>
<211>
<112>
<213>

330
FRT
Homo saplens

<400>
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val

1 5

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
20

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
35 40

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
S0 55

Leu Ser Ser Val Val Thr val Pro
65 70 '

Asp Ber Ber
410

Lya Glu Glu
425

Leu Gly Ser

Gly Met Iys

Phe Pro Leu
10

Ieu Gly Cys
25

Trp Asn Ser

Leu Gln Ser

Ser Her S8Ser
75

009969
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Pro Sexr Glu Ser Pro
415

Cys Ala Phe Arg Ser
430

Thr Glu Glu Lys Pro
445

Pro Ser
460

Ala Pro Ser Sar Lys
15

Leu Val Lys Asp Tyr
30

Gly Ala Leu Thr Ser
45

Ser Gly Leu Tyr Ser
60

Leu Gly Thr Gin Thr
B0
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Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 . 920 95

Lym Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cyw
100 105 110

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Fhe Leu Fhe Pro Pro
115 120 125

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys
130 135 140

val val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp
145 150 155 160

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Rsn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
165 170 175

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu
1a0 185 . 190

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Ly® Glu Tyr Lyas Cys Lys Val Ser Asn
195 . 200 205

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Ly® Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
210 218 220

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu
225 230 235 240
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Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Pha Tyr
245 . a50 255

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe
275 280 285

Ieu Tyr Ser Lys Ieu Thr Val Asp Lys Ser Avg Trp Gln Gln ¢ly Asn
290 295 300

!
Val Phe Ser Cys Ser vVal Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
305 1o 315 320

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330

<210> 3

<211> 330

<212> PRT

<213> Homo saplens

400> 3

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Lsu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 15

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala l:eu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 a5 30

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
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a5

40

Gly val His Thr Phe Pro Ala Val

Leu Ser Ser Val Val Thr Val
65 70

Pro

Tyr Xle Cys Asn Val Asn Hlis Lys

Lys val GQlu Pro Lys Ser Cys
100

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly
115

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
130 135

Val val Val Asp Val Ser His
145 150

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val
165

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
180

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
195

Asp

Gly

120

Ile

@lu

His

Arg

Lys
200

Ieu Gln Ser Bear
60

Ber Ser Ser Leu
75

Pro Ser Asn Thr
90

Lys Thr His Thr
105

Pro Ser Val Phe

Ber Arg Thr Pro
140

ABp Pro Glu val
155

Asn Ala Lyn Thr
170

val val Ser Val
185

Glu Tyr Lys Cys

- 000072
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45

Gly L.eu Tyr Ser

Gly Thr Gln Thr
80

Lys Val Asp Lys
85

110

125

Glu vVal Thr Cys

Lys Phe Asn Trp
160

Iiys Pro Arg Glu
175

Leu Thr Val Leu
190

Lys Val Ser Asn
205
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Lys Ale Leu Pro Ala
210

Gln Pro Arg Glu Pro
225

Met Thr Lys Asn Gln
245

Pro Ser Asp Ile Ala
260

Asn Tyr Lys Thr Thr
275 '

Leu Tyrx Ser Lya Leu
a90

val Fhe Ser Cys Ser
aas

Glo Lys Ser Leu Ser
325

<210> 4
<211> 467
<212> PRT

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala
215 220

3in val Tyr Thr Leu Pro Pro Sexr Arg
230 235

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
250

Val Glu Trp Glu SBer Asn Gly Gln Pro
265 270

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
280 285

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
295 300

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
310 315

Leu Ser Pro Gly Lys
330

<213> Artificlal Sequence

<220>

<223> Fusion polypeptide

000073
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Lys Gly

Glu Glu
240

Phe Tyxr
255

Glu Asn

Gly Asn

Tyr Thr
320
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<400> 4

I
Leu Pro Ala Gln val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro (Glu Pro Gly Ser
1 S 10 15

Thr Cys Aryg Deu Arg Glu Tvr Tyr Asp Gln Thr Ala Gln Met Cys Cys
a0 25 30

Ser Lys Cys Ser Pro Gly Gln His Ala Lys Val Pha Cys Thr ILys Thr
35 40 45

Ser Asp Thr Val Cys Asp Ser Cys Glu AsBp Ser Thr Tyr Thr Gln Leu
50 55 . 60

Trp Asn Trp Val Pro Glu Cys Leu Ser Cys Qly Ser Arg Cys Ser Ser
65 70 75 80 -

Asp Gln Val Glu Thr Gln Ala Cys Thr Arg Glu Gln Asn Arg Ile Cys
85 80 85

Thr Cys Arg Pro Gly Trp Tyr Cy® Ala Leu Ser lLys Gln Glu Gly Cys
100 105 110

Arg Leu Cys Ala Pro Leu Arg Lys Cya Arg Pro Gly Phe Gly Val Als
115 120 125

Arg Pro Gly Thr Glu Thr Ser Asp Val Val Cys Lys Pro Cys Ala Pro
130 135 140

Gly Thr Phe Sar Asn Thr Thr Ser Ser Thr Asp Ile Cys Arxg Pro His
145 150 155 160
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Gln

val

His

Pro

Pro

Asp

Qly

Ile

Glu

His
305

Ile Cys Asm Val Val

Glu
210

Ser

Lys

Pro

Ser

Asp

290

Asn

185

Pro

Pro

Ser

275

Pro

Ala

165

Sar Thr Sar

180

Gln Pro Val

Ser Thr Ala

Ala Glu
230

Hie Thr Cys

245

Val
260

Phe Leu

Pro Glu

Glu val Lys

Lys Thx Lys
310

Ala

Pro

Ser

Pro

215

aly

Pro

val

Ile Pro Gly Asn Ala

170

Thr Arg Ser Met Ala

200

Ser

Ser

Pro

Pro

280

Arg Ser Gln His

Thr Ser Phe Leu

220

Thr Gly Asp Glu

235

Cya Pro Ala Pxro

Pro Lyas Pro Lys

Cys Val val val

Trp Tyr Val Asp

Ser

Pro

205

Pro

Glu

Asp

Gly

008075
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Met Asp Ala
175

Gly Ala Vval
190

Gln Pro Thr

Pro Met Gly

Lys Ser Cys
240

Leu Leu Gly
255

Thr Leu Mat
270

Val Ser His

Val Glu Val

Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr

al1s

10

320
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Arg Val Val Ser Val Leu
335

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
340

Glu Lys Thr Ile Ber Lys
ass

Tyr Thr Leu Pro Pro Ber
370

Leu Thr Cys Leu Vel Lya
385 390

Trp Glu Ser Asn Gly Gln
465

val Leu Asp Ser Asp Gly
420

ASp Lys Ser Arg Trp Gln
435

His Glu Ala Leu His Asn
450

Pro Gly Lys
465

Thr val Leu

Val Ser Asn
345

Ala Lys Gly
360

Arg Glu Glu
3758

Gly Fhe Tyr

Pro Glu Asn

Ser Fhe Fhe
425

Gln Gly Asn
440

His Tyr Thr
455

His
330

Glo Asp Trp

Ala Leu Pro

Gln Pro Arg Glu

365

Met Thr Lys Asn

380

Pro Ser Asp Iles

395

Asn
410

Tyr Lys Thr

Lau Tyr Ser Lys

Val Phe Ser Cym

445

@Gln Lys Ber Leu
460

11

Leu

Ala
350

Pro

Gln

Ala

Leu
430

8er

000076

PCT/US2004/024738

Asn Gly
335

Pro Ile

Gln Val

Val Ser

Val Glu

400

Pro Pro
415

Val Mat

Leu Sar



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

009077

PCT7US2004/024738

FPE O Ta/TIE | ABIK9/14

AG1K9/16

Ascarding 10 intermatiensl Paiont ClassTication {(\°C) orio both nafionsl ciaasification snd PG

B. MELDS REARCHED

Minkmum documsesialion
IPC 7 CO7K ASIK

eawrched (claseiioalion system followsd by ciassifioalion symials)

Documantation sssrched other Han minknam doammaniation lo the exdent thed eush documeTia are included In tha fiakts seached

Eiscironic dats bass consited during the Inlematioasl saarch (neme of daia bape and, whare praciicel, ssarch tarms ueed)
EPO-Internal, BIOSIS, MEDLINE, EMBASE, WPI Data, PAY

C. DOCLAENTS CONSIOFRED TO BE RELEVANT

Catmgey ©

Cualion of document. WiTh Ixcation, Whars appraprisls, of the RiSVARt Passegss

Y SCALLON BERNIE ET AL:

THERAPEUTICS,

418-426, XP002307181
ISSN: 0022-3565
the whole document

Y JEN ANNA ET AL:

perspective”

pages 1483-1488, XP002307178
ISSN: 0724-8741
the whole document

"Binding and
functional comparisons of two types of
tumor necrosis factor antagonists”
JOURNAL OF PHARMACOLOGY AND EXPERIMENTAL

vol. 301, no. 2, May 2002 (2002-05), pages

"Diamonds 1n the rough:
Protein crystals from a formulation

PHARMACEUTICAL RESEARCH (NEW YORK),
vol. 18, no. 11, November 2001 (2001-11),

-/—

1-27

1-27

m Further documants we Teasd In the confisustion of bax G.

D Patant tamily marsbers are Rsted ln anam.

* Spacial cxtagrries of clisd decumenia =

"A" documeni defining the ganaral stele of the an whish s
conaicered in ba of pasticuier relovance -

= ﬁ&mmmuuﬂh Inemational

"L" docurnent which Ilnldllmmm ﬂmu
ﬂn-mmﬁh:nmmd

'Cr chournent refarring ko an oral disclcaure, Use, exhiblion or
other maans

4 9

:
|
;
i
i

‘a" dooynent member of e same patant tamily

Osts of fha echual compistien of the internafional sssxch

Dain of miing of e Stemaiinel asesh repart

25 November 2004 07/01/2005
Nixws and mailing arriness of the BA Authorired officer
Europasn Priest Otfios, P.B. 5818 Petentiemn 2
T T Te91 851 opon,
Fae (+31-=70) 340-20716 Wimner, &

Fomn FOTABARND {semaral shasl) [ernawy G004)

page 1 of 2




000078

i
INTERNATIONAL SEARCH REPORT . l:m. /UB2004 /024738

Box No. | mmmmmﬂmmumibdhnm

1. Wi regard 1o any nucieolids andior smine acld sequence disciosed In the inlsmational applioation and necsesry io the daimad
Imlm.hhmmm“mmtmhbﬂoﬁ

a typeof mueria
E assquance Heling
[]  stitete) roteed 10 the enquence tetng

" ] rtesme
[Z] i computer readabio fom

o. tima of fingfumishing
[X] contaned in the intemationsl appscarion as sad
[X] e tomiher with the Inwrmatonal sppscalion in compuler reacinbie form
[] umished subsscuenty to this Authoy for the purposs of ssarch
2 D hdﬂlm.lnhcaumrmnlhmumwwdnmummmwgmmmm

fuml the required sistements that the information [n the subssquent or addilional | o thet In The
MMwmmmmthlu-m:h.m M.

8.  Addhional comments:

Form PCTASA/210 (cortinuation of Sret shast (1)) {(January 2004)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

000079

PCT/US2004/024738

C{Contimution) DOCUMENTS CONSIDEMED TO BE RELEVANT

Calagory ® | Clintion of docunsni, with indiostion, whers sppropriste, of e reisvant passages

Ralsvant 1o cleim Na.

A YANG MARK X ET AL: "Crystalline
mnonoclonal antibodies for subcutaneous
delivery.”

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF
SCIENCES OF THE UNITED STATES OF AMERICA,
vol. 100, no. 12,

10 June 2003 (2003-06-10), pages
6934-6939, XP002307180

ISSN: 0027-8424

the whole document

A PARK YOUNG CHUL ET AL: °“Structural basis
for self-association and receptor
recognition of human TRAF2"

NATURE (LONDON),

vol. 398, no. 6727,

8 April 1999 (1999-04-08B), pages 533-538,
XP002307179

ISSN: 0028-0836

the whole document

T GOFFE BEN ET AL: “Etanercept: An
overview."
JOURNAL OF THE AMERICAN ACADENY OF
DERNATOLOGY. AUG 2003,
val. 49, no. 2 Suppl,
August 2003 (2003-08), pages S105-5111,
XP009040453
ISSN: 0190-9622

. the whole document

1-27

1-27

1-27

Fosn POTASA/INO jeenfinaden of seswnd shael) (lemwazy 5004)

page 2 of 2




. 000089

POLIPEPTIDOS CRISTALINOS DEL RECEPTOR 2 DEL FACTOR DE

NECROSIS DE TUMOR

Esta solicitud reivindica el beneficio bajo la solicitud
provisional 35 C.F.R 119(e) de 1los Estados Unidos -serie
No.60/491,827, presentada en Agosto 1, 2003, que se incorpora

aqui como referencia en su totalidad.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Muchas moléculas terapéuticas son polipéptidos, algunos de
los cuales son propensos a la desnaturalizacién, degradacién
y/o agregacién. La agregacién de los polipéptidos es
indeseable en la medida en que esta pueda dar como resultado
inmunogenicidad (Clean et al., Crit Rev Therapeutic Drugs
Carrier Systems, 10: 307-377; and Robbins et al., 1987,
Diabetes, 36: 838-845). Los polipéptidos también se someten a
catdlisis o a conversién en formas inactivas mediante
procesos biolégicos naturales de los organismos a los cuales
ellos se administran. Adicionalmente, 1los polipéptidos
terapéuticos se pueden producir como una mezcla heterogénea
de formas, que varian en la proporcién de la glicesilacién o

en otros aspectos de su conformaciédn tridimensional.
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La cristalizacién de los polipéptidos terapéuticos suministra
una ventaja para producir una formulacidédn estable y homogénea
de tales polipéptidos. Ciertas ventajas de 1los cristales
incluyen mayor facilidad de manejo del compuesto terapéutico
para preparar los productos farmacéuticos; degradacién
reducida, desnaturalizacién y/o agregacién; el potencial de
crear una forma de liberacién sostenida del polipéptido
terapéutico para reducir la frecuencia de la dosificacidén; y
la capacidad de utilizar polipéptidos terapéuticos
cristalinos para formar una composicién farmacéutica que
tiene una muy alta concentracidén del polipéptido terapéutico.
Ademas, los métodos de cristalizacién pueden producir una
poblacién més homogénea de polipéptidos en la formulacién, en
razén a que solamente la adicién de moléculas de polipéptidos
similarmente configuradas le agregara un crecimiento
sostenido del cristal - cuando una cantidad limitante de
polipéptidos de estructura variante se han incorporado en la
red de cristal, la debilidad estructural resultante en el
cristal evitara su crecimiento adicional. En razén a que la
incorporacién en la forma cristalina puede asegurar que un
mayor porcentaje del polipéptido esté en una forma activa, la
administracién de una cantidad mAs pequefia de los péptidos
terapéuticos cristalinos puede producir un efecto terapéutico
equivalente a la administracién de una cantidad mayor de una

formulacién de polipéptido m&s heterogénea.
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Por lo tante, existe necesidad de una fermulacién cristalina

de polipéptidos terapéuticos.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencié4n suministra formas cristalinas de los
polipéptidos TNFR2, que incluyen los polipéptidos TNFR2:Fc y
el etanercept cristalino. Una modalidad de la invencién es un
cristal de etanercept; en ciertas modalidades el cristal de
etanercept estd en la forma de una barra, y/o tiene una
longitud maAxima de entre 0.5 milimetros y 1.5 milimetros de

entre 0.05 milimetros y 0.3 milimetros.

La invencién también suministra métodos para elaborar
cristales de polipéptidos de TNFR2 tal como un polipéptido de
fusién TNFR2-Ig o etanercept. En ciertas modalidades, los
polipéptidos TNFR2 de monémeros; en modalidades adicionales
los polipéptidos TNFR2 de multimeros tales como dimeros,
trimeros u oligémeros. En modalidades adicionales, el
polipéptido TNFR2 comparte al menos el 90% de la identidad de

aminodcido a lo largo de la longitud de los aminoAcidos 39 a

162 de ID de SEC. No.: 1.
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La presente invencién también de relaciona con el uso de los
polipéptidos TNFR2 o ios polipéptidos cristalinos TNFR2
descritos, tal como los polipéptidos cristalinos TNFR2:Fc o
el etanercept cristalino, en la elaboracién de un medicamento
para la prevencién o el tratamiento terapéutico de cada

desorden médico descritoc aqui.

BREVE DESCRIPCION LOS DIBUJOS

LA Figura 1 es una fotografia de cristales de etanercept
formados de una solucién de polipéptidos que contiene 50.96
mg de etanercept por mililitro, como se describe
adicionalmente en el Ejemplo 1 de adelante. El amortiguador
de reservorio de cristalizacié4n fue HEPES 0.1M pH 7.0, PEG
6000 30%, cloruro de litio de 0.7M; después de 7 dias a
temperatura ambiente los cristales fueron cosechados
manualmente, lavados profusamente en el amortiguador de
reservorio anterior, y se tomdé la fotografia. Los cristales
de este grupo se sometieron a andlisis de secuencia de

aminocdcido N-terminal.

DRSCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencién estd dirigida a polipéptidos TNFR2 en forma

cristalina, y a métodos para elaborar y utilizar tales
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polipéptidos cristalinos TNFR2. Los cristales del polipéptido
son ventajosos por que los polipéptidos cristalinos pueden
ser almacenados durante mis largos periodos y pueden exhibir
mayor estabilidad £fisica y retencién de 1la actividad
bioldgica, bajo un rango mads amplio de almacenamiento y
condiciones de manejo que 1los polipéptidos que no se

encuentran en forma cristalina.

Definiciones

“Polipéptido” se define aqui como proteinas o péptidos
sintéticos y recombinantes que tienen generalmente méas de 10
aminodcidos. “Ligador de polipéptido” puede ser un
polipéptido formado mediante una serie de aminodcidos tan

cortos como un aminodcido de longitud.

“Aislado”, como se utiliza aqui, se refiere a un polipéptido
o a otra molécula que se ha removido de su ambiente en el que

ocurre de forma natural.

“Sustancialmente purificado”, como se utiliza aqui, se
refiere a un polipéptido que estid sustancialmente libre de
otros polipéptidos presentes en el ambiente en el cual este
se presenta de manera natural o en el gque este fue producidp;

una preparacién de un polipéptido que ha sido sustancialmente
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purificado contiene al menos 90% en peso (o la meno 95%, al
menos 98%, o al menos 99% en peso) de ese polipéptido, en
donde el peso del polipéptido incluye cualquier carbohidrato,
lipido, u otros residuos covalentemente unidos al
polipéptido. Una preparacidén de polipéptido sustancialmente
purificada puede contener variacién entre las moléculas de
polipéptido dentro de la preparacién, con respecto a 1la
proporcién y tipo de glicosilacién u otra modificacién
postraduccién, o con respecto a la conformacién o proporcién

de la multimerizacidn.

“Polipéptido purificado” como se utiliza aqui, se refiere a
una preparacién de polipéptido esencialmente homogénea; sin
embargo, una preparacién de polipéptido esencialmente
homogénea puede contener la variacidén entre las moléculas de
polipéptido dentro de la preparacién, con respecto a la
proporcién y tipo de glicosilacién otra modificacién
postraduccidén con respecto a la conformacién o proporcién de

la multimerizacién.

Los polipéptidos de ™“longitud completa” son aquellos que
tienen una secuencia de aminodcide primarioc completa del
polipéptido como se tradujo inicialmente; por ejemplo, 1la
forma de longitud completa de TNFR2 humano se muestra en la

ID de SEC. No.:1l. La “forma madura” de un polipéptido se
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refiere a un polipéptido que ha sufrido las etapas de
procesamiento postraduccién tal como clivaje de la secuencia
de seflal o el <clivaje proteolitico para remover un
prodominio. Las formas maduras multiples de un polipéptido de
longitud completa se pueden producir, por ejemplo, mediante
clivaje de la secuencia de seflal a sitios miltiples, o
mediante la requlacidédn diferencial de proteasas que clivan el
polipéptido. Las formas maduras de tal polipéptido se pueden
obtener mediante la expresién, en una célula de mamifero
adecuada o en otra célula huésped, de una molécula de acide
nucleico que codifica el polipéptido de longitud completa. La
secuencia de la forma madura del polipéptido también se puede
determinar en la secuencia de aminodcido de 1la forma de
longitud completa, a través de la identificacién de las
secuencias de sefial o los sitios de clivaje de proteasa. En
ciertas modalidades, la forma madura del polipéptido TNFR2 de
humano tiene un residuo de aminodcido N-Terminal seleccionado
del grupo que consiste de los aminodcidos 23, 27, y 28 de la
ID de SEC. No.:1, o un aminoAcido N-Terminal seleccionado del
grupo que consiste de cada aminodcido entre el aminoécido 1 y

el aminodcido 39 de la ID de SEC. No.:1l.

La “identidad porcentual” de dos secuencias de aminodcidos se
puede determinar mediante la inspeccién visual y el calculo

matemadtico, y también se puede hacer la comparacién al
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comparar la informacién de 1la secuencia utilizando un
programa de computadora. La primera etapa para determinar la
identidad porcentual es alinear las secuencias de aminodcido
con el fin de maximizar el traslapo y las identidades, aunque
minimizando los espacios del alineamiento. La sequnda etapa
para determinar la identidad porcentual es el célculo de
nimero de 1identidades entre las secuencias alineadas,
divididas por el nimero total de aminodcidos en el
alineamiento. Cuando se determina la identidad porcentual que
una secuencia de aminodcido tiene “a lo largo de la longitud
de” una secuencia de aminodcido objetivo, © una secuencia de
aminodcido objetivo, la longitud de la secuencia de
aminodcido objetivo es el valor minimo para el numero de
bases total en el alineamiento. Por ejemplo, cuando se
determina la identidad porcentual de una primera secuencia de
amincdcido de 50 aminodcidos “a lo largo de la longitud de”
una segunda secuencia de aminodcido de los aminodcidos 1
hasta 100 de la ID de SEC. No.:X, 8i la primera secuencia de
aminoacido es idéntica a los aminodcidos 1 hasta 50 de la ID
de SEC. No.:X, la identidad porcentual seria del 50%. Las
identidades de los 50 aminodcidos divididos por la longitud
total del alineamiento (100 aminodcidos). Un programa de
computadora de ejemplo para alinear la secuencia de
aminodcido y computar la identidad porcentual es el programa

BLASTP disponible para uso por via del sitio web de 1la
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ncbi.nlm.nih.gov/Gora/wblast2.cgi, o el algoritmo UW-BLAST
2.0. Las configuraciones del pardmetro estandar por defecto
para el UW-BLAST 2.0 se describen en el siguiente sitio de
Internet: sapiens.wustl.edu/blast/README.html. Ademis, el
algoritmo BLAST utiliza una matriz de calificacién de
aminodcido BLOSUM62, y los paradmetros opcionales que se
pueden utilizar son como sigue: (A) inclusién de un filtro
para enmascarar segmentos de la secuencia de consulta gque
tenga baja complejidad composicional (determinada mediante el
programa SEG de Wootton y Federhen (Computers and Chemistry,
1993); y ver también Wootton y federhen, 1996, Analysis of
compositionally biased regions in SECuence databases, Methods
Enzymol. 266: 554-71) o los elementos que consisten de
repeticiones internas de periodicidad corta (determinada
mediante el programa XNU de Claverie y States (Computers and
Chemistry, 1993)), y (B} un umbral de significancia
estadistica para reportar coincidencias contra las secuencias
de la base de datos, o una calificacién E-score (la
probabilidad esperada de coincidencias encontradas
simplemente por azar, de acuerdo con el modelo estocastico
de Karlin y Altschul (1990); si la significancia estadistica
adscrita a una paridad es mayor que el umbral de calificacién
E-score, la paridad no sera reportada); los valores de umbral

de calificacién E-score son 0.5, 0.25, 0.1, 0.05, 0.01,
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0.001, 0.0001, le-5, le- 10, le-15, le-20, le-25, le-30, le-
40, le-50, 1le-75, o 1le-100. Otros programas utilizados por
aquellos expertos en la técnica de 1la comparacidén de
secuencia también pueden ser utllizados para alinear 1la
secuencias de aminodcido, tal como, el Genetics Computer
Group (GCG; Madison, WI) programa 10.0 versidén de paquete
Wisconsin "“GAP” (Devereux et al., 1984, Nucl. Acids Res. 12:
387). Los parametros por defecto del programa “GAP” incluyen:
(1) La implementacidén del GCG de una matriz de comparacién
unario (que contiene un valor de 1 para identidades y 0 para
no identidades) para los nuclebtidos, y la matriz de
compargcibn de aminoacido pesada de Gribskov y Burgess, Nucl.
Acids Res. 14:6745,1986, como se describié por Schwartz y
Dayhoff, eds., Atlas of Polypeptide SECuence and Structure,
National Biomedical Research Foundation, pp. 353-358,1979; u
otros matices de comparaciétn comparables; (2) una pena de 30
para cada espacio y una pena adicional de 1 para cada simbolo
en cada espacio para la secuencias de aminodcido, o una pena
de 50 para espacio y una pena adicional de 3 para cada
simbolo en cada espacio para la secuencias de nucleétido; (3)
ningquna pena para espacios finales; y (4) ninguna pena maxima

para espacios largo.

“Formas solubles” de los polipéptidos TNFRZ2 de la invencién

comprenden ciertos fragmentos o] dominios de estos
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polipéptidos. Los polipéptidos solubles son polipéptidos que
son capaces de ser secretados de las células en los cuales
ellos se expresan. El polipéptido soluble secretado se puede
identificar (y distinguir de sus contrapartes unidas a
membrana no solubles) al separar las células intactas que
expresan el polipéptido deseado del medio de cultivo, por
ejemplo, mediante <centrifugacién, y ensayar el medio
(supernadante) para la presencia del polipéptido deseado. La
presencia del polipéptido deseado en el medio indica que el
polipéptido fue secretado de las células y asi es una forma
soluble del polipéptido. El1 uso de las formas sclubles de
polipéptido de citosina de la invencidén es ventajoso para
muchas aplicaciones. Se facilita 1la purificacién de 1los
polipéptidos de células huéspedes recombinantes, en razén a
gque los polipéptidos solubles se secretan de las células. MAs
aun, los polipéptidos solubles son generalmente mis adecuados
en las formas unidas a membrana para la administracién
parenteral y para muchos procedimientos enzimdticos. En
ciertas modalidades de la invencién, 1las formas solubles
maduras de los polipéptidos TNFR2 no contienen una
transmembrana o un dominio de anclaje de membrana tal como
los aminodcidos 258 hasta 87 de la ID de SEC. No.: 1, o
contiene una porcién insuficiente de tal dominio (por ejemplo
10 aminodcidos © menos) lo que resulta en la retencién del

polipéptido en una forma unida a membrana.
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“Un polipéptido aislado que consiste esencialmente de una
secuencia de amincdcidos” significa que el polipéptido puede
opcionalmente tener, ademas de dicha secuencia de aminocédcido
material adicional covalentemente ligado a cualquiera o ambos
extremos del polipéptido, dicho material adicional entre 1 y
10.000 aminoécidos adicionales covalentemente 1ligados a
cualquiera o ambos extremos del polipéptido; o entre 1 vy
1.000 aminodcidos adicionales covalentemente 1ligados a
cualquiera o ambos extremos del polipéptido; o entre 1 y 100
aminoédcidos adicionales covalentemente ligados a cualquiera o
ambos extremos del polipéptido. El1 enlace covalente de los
aminodcidos adicionales a cualquiera ¢ ambos extremos del
polipéptido de acuerdo con la invencidén da como resultado una
secuencia de aminodcido combinada que- no es de ocurrencia

natural.

Poli tidos TNFR2 a cristalizacién

Los polipéptidos TNFR2 son polipéptidos que comprenden al
menos una porcidén de un polipéptido TNFR2 (receptor 2 del
factor de necrosis de tumor), o al menos una porciQn de una
variante de este. El polipéptido TNFR2 incluye los
polipéptidos de fusién TNFR2-Ig descritos adelante, asi como

también los polipéptidos TNFR2:Fc, etanercept, y variantes,
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formas monoméricas y multiméricas, versiones modificadas y

conjugados de estos.

El polipéptido TNFR2Z también ha sido 1llamado TNFRSF1B
(miembro de 1la superfamilia del receptor del factor de
necrosis de tumor 1B), p75, y CD120b; la secuencia de
aminoacido de longitud completa del polipéptido TNFR2 se
mueatra en la ID de SEC. No.: 1 (ver también el nuimero de
acceso de la base de datos Swiss-Prot P20333). Otro receptor
de factor de necrosis de tumor relacionado pero distinto es
el TNFR1l, también denominado TNFRSF1A y p55 (ver también el
Numero de Acceso de la Base de Datos Swiss-Prot P19438). El
TNFR2 y TNFR1 son conocidos por unirse al factor alpha de
necrosis de tumor de citosina pleiotrépica (TNF-alpha o
simplemente "TNF"), que est&4 asociado con la inflamacién.
Ademds de unirse al TNF-alpha, los polipéptidos TNFR2 y TNFR1
median la unién a las células de homotrimeros del TNF-beta
(mads comtinmente denominado “limfotoxina-alpha”, o LT-alpha),
que es otra citosina asociada con la inflamacién y que
comparte similitudes estructurales con el TNF-alpha (por
ejemplo, ver Cosman, Blood Cell Biochem 7:51-77,1996). Como
se utiliza aqui, "TNFR"o polipéptido "TNFR se refiere a un
polipéptido que es capaz de unirse al TNF-alpha o LT-alpha;
ejemplos especificos de los polipéptidos TNFR son el TNFR2 y

TNFR1. Como se utiliza aqui, “unién”, o “unién de ligando”, o
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”

“tener actividad de unién de 1ligandos” significa unir un
ligande tal como el TNF-alpha o LT-alpha con una afinidad
(esto es, con una constante de inhibicién de K;) de al menos
1x10” M cuando se encuentre en una forma monomérica, o en

una modalidad adicional, con una afinidad de al menos 1x10% M
1 cuando se encuentra en una forma de un multimero tal como
un dimero o trimero, o con una afinidad de al menos 8X10° M-1
cuando se encuentra en la forma de un multimero tal como un
dimerc o trimero. La afinidad de uniédn TNF-alpha (constante
de inhibicién) de un polipéptido TNFR2 o una variante de esta
se puede determinar utilizando un ensayo de unién tal como

aquel descrito en el Ejemplo 6 de adelante (ver también

Mohler et al., 1993, J Inimunol 151: 1548- 1561 and Peppel et

al., 1991, J Exp Med 174 : 1483-1489). Similarmente, se
pueden utilizar ensayos andlogos para determinar la afinidad
de unién del polipéptido TNFR2 o una variante de esta para el
LT-alpha o cualquier otro ligando potencial. En “relacionado
con TNFR", como se utiliza aqui, se refiere a polipéptidos
que estidn relacionados por medic de similitud de secuencia de
aminoacido o similitud estructural tridimensional con
polipéptidos TNFR, pero que no necesariamente se unen a TNF-
alpha o LT-alpha. Ejemplos de polipéptidos relacionados TNFR
son los polipéptidos CD40 (Swiss-Prot Database Accession
Number P25942) y OX40 (Swiss-Prot Database Accession Number

P43489).
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Se han determinado las estructuras tridimensionales para el
TNFR1 y para algunos polipéptidos relacionados con TNFR; por
ejemplo, el dominio extracelular de p55 TNFR1 ha sido
cristalizado y sometido al Protein Data Bank
(PDB, www.rcsb.org/pdb/) bajo el ntmero de acceso 1lEXT, y el
polipéptido p55 TNFR1 en asocio con su LT-alpha ligando ha
sido sometido a PDB como 1TNR. También, en la fuente de
Clasificacién Estructural de Proteina (SCOP, scop. berkeley.
edu) los polipéptidos TNFR y relacionados TNFR que definen el
plieque de proteina similar a receptor SCOP TNF estén
relacionados estructuralmente en que ellos comparten un
dominio extracelular que tiene al menos tres dominios
similares ricos en disulfurc. Por ejemplo, el TNFR2 como se
muestra ID de SEC. No.:1l, tiene cuatro de tales dominios, con
la mayoria de ics tres dominios N-terminales que comparten un
patrén caracteristico de residuos de cisteina conservada que
estan involucrados en la formacién de uniébn de disulfuro. Los
cuatro dominios ricos en disulfuro estdn en los aminodcidos
39 a 76, en los aminodcidos 77 a 118, en los aminoAcidos 119
a 162, y en los aminodcidos 163 a 201 de la SEC. No.:1l. Las
uniones de disulfuro se forman entre los pares de residuo de
cisteina en las siguientes suposiciones de aminodcidos: 40 y
53,54 y 67,57 y 75,78 y 93,96 y 110,100 y 118,120 y 126,134

ay 143,137 y 161, y (en el cuarto dominlo) 164 y 179; el



WO 2005/012353 16 PCT/US2004/024738
-~ 0000S5

cuarto dominio de unién de disulfuro también contiene otro
par de residuos de cisteina en los aminocdcidos 184 y 200 de

la ID de SEC. No.:1l.

Los polipéptidos TNFR2 y las variantes de estos se pueden
analizar por similitud tridimensional con polipéptidos TNFR
estructuralmente caracterizados Y con polipéptidos
relacionados con TNFR al utilizar programas de computadora
tales como el GeneFold (Tripos, Inc. , St. Louls, MO;
Jaroszewski et al., 1998, Prot Sci 7: 1431-1440), un programa
hilado de proteina que sobrepone una secuencia de proteina de
consulta sobre derivados estructurales dentro del Protein
Data Bank {PDB) (Berman et al., 2000, Nucleic Acids Res 28 :
235-242). Para utilizar el GeneFold para evaluar 1la
estructura de un polipéptido TNFR2 o una variante de este, la
secuencia de polipéptido se ingresa en el programa, que le
asigna una calificacidén de probabilidad que se refleja en que
también esta se dobla sobre estructuras de proteina conocidas
(estructuras "moldes™) que estidn presentes en la base de
datos GeneFold. Para la calificacidén, el GeneFold confia en
la similitud de la secuencia de aminocdcido primaria, patrones
de residuos “burial”, interacciones locales, y comparaciones
de estructura secundaria. El1 programa GeneFold pliega (o
hila) la secuencia de aminodcido sobre todas las estructuras

molde en la base de datos de pliegue de proteina, que incluye



WO 2005/012353 17 PCT/US2004/024738
000096

las estructuras resueltas para varios polipéptidos TNFR de
humano tal como el p55 TNFR1 {el molde "1ltnrR") y también el
polipéptido relacionado con TNFR CD40 (el molde "lcdf ").
Para cada comparacién, se calculan tres diferentes
calificaciones, con base en (i) solamente la secuencia; (ii)
la secuencia méds las preferencias de conformacién local méas
los términos “burial”; y (iii) la secuencia mis las
preferencias de conformacién local més los términos “burial”
méds la estructura secundaria. En cada caso, el programa
determina el alineamiento 6éptimo, calcula la probabilidad
(valor P) de que este grado de alineamientoc ocurra por
casualidad, y reporta el inverso del valor P como 1la
calificacién. Estas calificaciones por lo tanto reflejan el
grado al cual 1la secuencia de polipéptido de consulta
coincide con las varlas estructuras de referencia tales como
la estructuras de polipéptidos TNFR. Cuando se utiliza el
GeneFold para comparar un polipéptido TNFR2 o una variante de
este (el polipéptido de consulta) u otros polipéptidos TNFR o
relacionados con TNFR, el polipéptido de consulta coincidira
con el lcdf , el 1tnrR, y otro molde TNFR o relacionado con
TNFR como el mis alto golpe en una de las tres categorias de
calificacién, y/o coincidirid con un molde TNFR con cualquier
calificacién de al menos 500, o al menos 700, o al menos 900,
o al menos 990, o 999.9 (la calificacidén maxima). Otro método

para el andalisis de un polipéptido TNFR2 o una variante de
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este es el alineamiento de la estructura de aquel polipéptido
de consulta con aquellos de las proteinas TNFR o relacionadas
con TNFR a través del proceso bien conocido de modelamiento
de homologia. Un programa de software Gtil que se puede
utilizar para el modelamiento de homoleogia en el programa
“Modeler” disponible Accelrys, una subsidiaria de

Pharmacopeia Inc. (Princeton, NJ).

El polipéptido TNFR2 para cristalizacién comprende al menos
una porcién de la regidn extracelular del polipéptido TNFR2
de la ID de SEC. No.:1l, o una variante de este. En ciertas
modalidades, la regidn extracelular completa del polipéptido
TNFR2 estda incluida en el TNFR2. Como ciertos ejemplos, el
polipéptide TNRF2 puede comprender los aminoacidos 28 hasta
257, o los aminodcidos 27 hasta 257, © los aminodcidos 23
hasta 257 de la ID de SEC. No.:1. En modalidades adicionales,
la regidén extracelular del polipéptido TNFR2 estd truncada
para suprimir al menos un sitio de glicosilacién ligado a N
potencial (por ejemplo los aminodcidos 171 y 193 de la ID de
SEC. No.:1l)} y/o una regién rica en prolinea (por ejemplc los
aminoécidos 24 hasta 36 de la ID de SEC. No.:1 o los
aminodcidos 217 hasta 261 de la ID de SEC. No.:1l) aunque
dejando intacto los tres dominios mAs N-terminales que tienen
puentes de sulfuro intramolecular. Por ejemplo, en una

modalidad, el polipéptido TNFR2 comprende los amino&cidos 39
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a 162 de la ID de SEC. No.: 1, o los aminoAcidos 39 a 179 de
la ID de SEC. No.:1l, o los aminodcidos 39 a 200 de la ID de

SEC. No.:1l, o una variante de cualquiera de los anteriores.

Los polipéptidos TNFR2 para cristalizar de acuerdo con la
presente Iinvencién incluyen polipéptidos con longitudes de
secuencia de aminodcido gque son al menos 20% (o al menos 25%,
o al menos 30%, o al menos 35%, o al menos 40%, o al menos
50%) de la longitud del polipéptido TNFR2Z de la ID de SEC.
No.:1 y tienen al menos 60% de identidad de secuencia (o al
menos 70%, al mencs 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos
90%, al menos 95%, al menos 97.5%, al menos 99%, o al menos
99.5%) con aquel polipéptido TNFR2. También incluido en la
presente invencién estan los polipéptido TNFR2Z y los
fragmentos de polipéptido que contienen un segmento que
comprende al menos 80, © al menos 90, o al menos 100, o al
menos 110, o al menos 120, o al menos 130 aminodcidos
contiguos de la ID de SEC. No.:1, o una variante de estos.
Tales polipéptidos y fragmentos de polipéptido pueden
contener también un segmento que comparte al menos 70% de
identidad de secuencia (o al menos 70%, al menos 75%, al
menos 80%, al menos B5%, al menos 90%, al menos 95%, al menos
97.5%, al menos 99%, o al menos 99.5%) con el polipéptido

TNFR2 de la ID de SEC. No.:1l.
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Cuando se hacen tales variantes de los polipéptidos TNFR2
para ser cristalizados, se pueden utilizar varias
consideraciones para guiar aquellos expertos en la técnica en
la elaboracién de varlantes que retengan 1la actividad
biolégica tal como la actividad de unién de TNF-alpha. En
ciertas modalidades, serd deseable retener al menos las
regiones de unién de sulfuro N-terminales, o al menos todas
las cuatro regiones de unidén disulfuro descritas
anteriormente para el polipéptido TNFR2 de la ID de SEC.
No.:1l. Adicionalmente, las porciones del dominio extracelular
TNFR2 que comprende las tres regiones disulfuro N-terminales
se pueden extender para incluir toda a una porcién de 1la
cuarta regién de unién de disulfuro, y en particular
modalidades en la que no estédn incluidas ninguna de las
cisteinas de la cuarta regién de unién disulfulro que incluya
el primer par de cisterna (en los aminocicidos 164 y 179 de la
ID de SEC. No.:1) que estd incluido, y/o una regién de la
cuarta regidén de unién disulfuro que incluye el segundo par
de cisteina (en los aminodcidos 185 y 200 de la ID de SEC.
No.:1l) que estd incluido. Por lo tanto, las variantes
comprendidas dentro del ‘alcance de la invencién retienen los
residuos cisterna involucrados en la formacién de las uniones
disulfuro de estos dominios, y también retienen el
espaciamiento aproximado (es decir el nimero de residuos de

la secuencia de aminoé&cido primario) entre aquellas
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cisteinas. Por ejemplo, las variantes que no insertan o
suprimen mi&s de cinco aminodcidos entre los pares de
cisteinas que forman las uniones disulfuro estén dentro del
alcance de la invencién, como lo son las variantes que no
insertan o© suprimen mi&s de cuatro aminodcidos entre tales
cisteinas, y las variantes que no insertan o suprimen mis de
tres aminoAcidos entre tales cisteinas, y las variantes que
no insertan o suprimen mids de dos aminodcidos entre tales
cisteinas, y las variantes que no insertan o suprimen mis de

un aminoédcido entre tales cisteinas.

Otras consideraciones que guiardn aquellos expertos en la
técnica para elaborar variantes de polipéptidos TNFR2 es 1la
naturaleza de las sustituciones de aminoAcido que son hechas;
tales sustituciones pueden ser conservadoras, que significan
que el aminodcido presente en la variante en cierta posicidn
tiene las mismas propiedades quimica y/o de tamafio que el
aminodcido en la posicién correspondiente en el polipéptido
TNFR2 no alterado. La tabla 2 resume los grupos de
aminodcidos gque son considerados por tener propiedades
similares, de tal forma que la sustitucién de cualguier
aminodcido con otro de la misma hilera de la Tabla 2 seria
una sustitucidén conservadora. En ciertas modalidades, las
variantes del polipéptido TNFR2 tienen 20% menos

sustituciones de aminodcido (o 15% o menos, o 10% o menos, o
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7.5% o menos, o 5% o menos, o 2.5% o menos, o 1% o menos) a
lo largo de la longitud de los aminodcido 39 a 162 de la ID
de SEC. No.:1l, o de los aminodcidos 39 a 179 de la ID de SEC.
No.:1, o de los aminodcidos 39 a 200 de la ID de SEC. No.:1l.
En ciertas modalidades, las variantes del peclipéptido TNFR2
tiene 20% o menos sustituciones de aminodcidos conservadoras
(o0 15% o0 menos, © 10% o menos, o 7.5% o menos, o 5% o menos,
o 2.5% o menos, o0 1% o menos) a lo large de la longitud de
los aminoacidos 39 a 162 de la ID de SEC. No.:1l, o de los
aminodcidos 39 a 179 de la ID de SEC. No.:1l, o de los

aminoAdcidos 39 a 200 de la ID de SEC. No.:1.

En ciertas modalidades, 1los polipéptidos TNFR2 o las
variantes de estos para ser cristalizados tienen una

actividad de unién de TNF-alpha y/o actividad de unién LT-

alpha.
Tabla 2
Sustituciones Conservadoras de Aminodcido
Basico arginina; lisina; histidina
Acido Acido glutdmico; &cido aspértico
Polar glutamina; asparagina
Hidréfobo leucina; isoleucina; valina
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Aromatico fenilalanina; triptofano; tirosina

Pequerflo glicina; alanina; serina; treonine; metionina

Proteinas de Fusidn TNFR2

En ciertas modalidades, los polipéptidos TNFR2 se utilizan en
los métodos de cristalizacién de la invencién que incluyen
pelipéptidos TNFR2 fusionados con una porcién de un
polipéptido Ig (immunoglobulina), © una variante de ésta
opcionalmente con un ligador polipéptido entre la porcién
TNFR2 y la porciédn Ig del polipéptido de fusién TNFR2-Ig. (El
ligador polipéptide opcional puede ser tan corto un
aminodcido de longitud, cuando este estd presente en un
polipéptido de fusiébn TNFR2) . Los polipéptidos de
inmunoglobulina (Ig) estidn relacionados mediante secuencia de
aminodcido y también mediante la estructura tridimensional.
La superfamilia Ig de polipéptidos, como se definidé SCOP, es
un subconjunto de proteinas que tienen el pliegue “s&ndwich
beta similar a inmunoglobulina”, que se describe por tener
generalmente siete hebras dispuestas en dos laminas, aunque
algunos miembros de pliegues dobles tengan hebras
adicionales. La superfamilia Ig esta subdividida en cuatro
familias de dominio de proteinas: los dominios del conjunto V
(similar a dominio de variable de anticuerpc); los dominios

del conjunto Cl1 (similares a dominios de constante de
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anticuerpos); los dominios de conjuntec C2; y los dominios de

conjunto I.

El polipéptido de fusidén TNFR2-Ig comprende al menos una
porcién de un polipéptido Ig, por ejemplo, al menos 10
aminodcldos contiguos de una regién constante de un
polipéptido Ig o un polipéptido de al menos 14 aminodcidos de
longitud que comparte al menos 70% de identidad de aminodcido
con al menos 20 de aminodcidos contiguos de una regibn
constante de un polipéptidoe Ig. Un polipéptido de fusiébn
TNFR2-Ig de 1la presente invencidén puede preferiblemente
comprender al menos una regidén constante de cadena pesada vy,
en ciertas modalidades, al menos una regién constante de

cadena ligera.

En ciertas modalidades, el polipéptido Ig comprende una
regién constate de una cadena pesada de clase IgG o un
fragmento y/o variante de esta, y en otras modalidades la
regién constante de otros isotipos de inmunoglobulina se
pueden utilizar para generar tales fusiones TNFR2-Ig. Por
ejemple un polipéptido de fusién TNFR2-Ig que comprende la
regién constante de una cadena pesada de clase IgM o un
fragmento y/o variante de este se puede utilizar para generar
una forma de covalente del polipéptidoc de fusién TNFR2-Ig. La

regién constante de las cadenas pesadas de inmunoglobulina,
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con un ejemplo especifico de un dominio constante de cadena
pesada de clase IgGl humano mediante la ID de SEC. No.:2,
comprende un dominio CH1 (aminoécidos 1 a 98 de la ID de SEC.
No.:2), una regién de articulacién (aminodcidos 99 a 110 de
la ID de SEC. No.:2), un dominic CH2 (aminodcidos 111 a 223
de la ID de SEC. No.:2), y un dominio CH3 ({(aminodcides 224 a
330 de la ID de SEC. No.:2). La ID de SEC. No.:3 suministra
un ejemplo especifico de una variante de un dominio constante
de cadena pesada clase IgGl, en la cual se han hecho dos
sustituciones de aminoacido (El Glu se ha sustituido por Asp
en la posicién 239, y el Met se ha sustituido por Leu en la
posicién 241). Ciertas modalidades de la invencién incluyen
los polipéptidos de fusidén TNFR2-Ig que comprenden toda a una
porcién del dominio extracelular de polipéptido TNFR2 (ID de
SEC NO: 1) fusionado a toda o a una porcién de la ID de SEC.
No.:2 o ID de SEC. No.:3, opcionalmente con un polipéptido
ligador entre 1la porcién TNFR2 y 1la porcién Ig del
polipéptido de fusién TNFR2-Ig. En modalidades adicionales de
la invencién, una regidén constante de cadena pesada que
comprende al menos una porciédn de CHl es la porcién Ig del
polipéptido de fusién TNFR2-Ig. Ciertas modalidades también
pueden incluir, por ejemplo, la mitad C-terminal de regidén de
articulacién para suministrar un puente de disulfuro entre
cadenas pesadas. En ciertas modalidades de esta invencién, el

polipéptido TNFR2 estd covalentemente ligado, opcionalmente a
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través de un ligador polipéptido, al terminal N de al menos
una porcién la regién CH: del dominio constante de cadena

pesada para formar un polipéptido de fusién TNFR2-Ig.

En clertas modalidades adicionales, al menos una porcién de
la regién de articulacién estéd unido a la regidén CH;. Como un
ejemplo, CH; y CH; estédn presentes en la molécula, y la regidén
de articulacidén completa también estd presente. Como otro
ejemplo CH; estd presente junto con los primeros siete
aminodcidos de la articulacién (aminoacidos 99 a 105 de la ID
de SEC. No.:2 o 3). Se entenderd por un experto en la técnica
que los polipéptidos de fusién TNFR2-Ig de la invencién
pueden ser, por ejemplo, monoméricos o diméricos, y que si se
desea el polipéptido de fusién TNFR2-Ig dimérico, es
importante incluir la porcién de articulacién de la regidn
implicada en la formacién de unién disulfuro entre las
cadenas pesadas (por ejemplo, una porcién de los aminoAcidos
99 hasta 110 de la ID de SEC. No.:2 o 3 que incluye los
aminoacidos 109 de la ID de SEC. No.:2 o 3). En modalidades
adicionales de la invencién, el polipéptido de fusidbn TNFR2-
Ig puede comprender porciones del dominio CH3 que no incluye
el residuo licina C-terminal (aminoédcido 330 de la ID de SEC.
No.:2 o 3), como o en razén a que este residuo ha sido
observado para ser removido en procesamiento de postraduccién

de los polipéptidos de cadena pesada Ig.
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Dominioa Fe

Como se utiliza aqui un dominio Fc puede contener uno o todos
los dominios CH1, articulacién, CH2 y CH3 de cadena pesada
descritos anteriormente, o.fragmentos o variantes de estos, y
pueden ser monoméricos, diméricos, o multiméricos
determinados mediante los constituyentes del polipéptido de

fusién TNFR2-Ig que comprende el dominioc Fe.

Ciertos polipéptidos especificamente contemplados por 1la
cristalizacién de acuerdo con la invencidén incluyen los
polipéptidos de fusidén TNFR2-Ig que comprenden al menos una
porcién de un dominic Fc. Un polipéptido tiene TNFR2
preferido adecuado para tratar enfermedades en humanos vy
otros mamiferca es TNFR2:Fc, que se utiliza aqui para
referirse a todo o a una porcidén de un dominio extracelular
de un polipéptido TNFR2 o una variante de este, fusionada con
la porcién Fc de un polipéptide de inmunoglobulina,
opcionalmente con un ligador polipéptido entre la porcién

TNFR2 y la porcién Fc del polipéptido TNFR2:Fc.

Otroas dominios multimerixantes
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Los multimeros de la invencién incluyen 1los polipéptidos
TNFR2 para cristalizacidén, en donde los polipéptidos TNFR2
estén en formas dimérica, trimérica, decamérica, u otra forma
multimérica. Otro método para preparar los multimeros de la
invencidén involucra el uso de una cremallera de leucina. Los
dominios de la cremallera de Jleucina son péptidos que
promueven la oligomerizacién de 1los polipéptidos en los
cuales ellos se encuentran. Las cremalleras de leucina fueron
originalmente identificadas en varios polipéptidos de unién
de ADN (Landschulz et al., Science 240: 1759,1988), y han
sido encontrados en una variedad de polipéptidos diferentes.
Entre las cremalleras de leucina conocidas estan los péptidos
de ocurrencia natural y los derivados de estos que se
dimerizan o trimerizan. El dominio entre las cremalleras de
leucina conocidas estidn los péptidos de ocurrencia natural y
los derivados de estos que se dimerizan o trimerizan. El
dominio de cremallera (también denominado aqui como un
dominio de formacién multimerizante o multimero) comprende
una repeticién heptad repetitiva, a menudo con cuatro o cinco
residuos de leucina entremezclados con otros aminodcidos
distribuidos a intervalos. El uso de cremalleras de leucina y
preparaciones de multimeros que utilizan cremalleras de
leucinas son bien conocidas en la técnica. Otros dominios de
multimerizacién incluyen el dominio de trimerizacién

encontrado en la proteina tensocactiva del pulmén (Kovacs et
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al., 2002, J Biomol NMR 24: 89-102) y otros de tales dominios

conocidos en la técnica.

Etanercept

En una modalidad, el polipéptido TNFR2Z que se cristaliza es
el “etanercept”, que es un diméro de dos polipéptidos que
consisten cada una de 235 aminoAcidos derivados de la porcidn
extracelular del polipéptido TNFR2, fusionado a una porcién
de 232 aminodcidos de IgGl humano. La secuencia de aminoacido
del componente monomérico de etanercept se muestra como ID de
SEC. No.:4. El1 forma dimérica de esta molécula, dos de estos
polipéptides de fusién (o "mondmeros") se mantienen juntos
mediante tres uniones de disulfuro que se forman entre las
porciones de inmonuglobulina de los dos monémeros. El dimero
de etanercept consiste por lo tanto de 934 aminoacidos, y
tienen un pesoc molecular aparente de aproximadamente 150
kilodaltons (Physicians Desk Reference, 2002, Medical
Economics Company Inc., pp. 1752-1755). El1 Etanercept es
habitualmente vendido bajo el nombre comercial ENBREL® (Amgen

Inc., Thousand Oaks, CA).

Glicosilacién y Conjugados
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La invencién incluye los polipéptidos TNFR2 de la invencién
con y 8in glicosilacién de patrén native asociada. Los
polipéptidos expresados en los sistemas de expresién de
levadura o mamifero {(por ejemplo, células COS-1 o CHO) pueden
ser similares a o significativamente diferentes de un
polipéptido humano nativo en peso molecular y patrén de
glicosilacién, dependiendo de la escogencia de sistema de
expresién. La expresién de los polipéptidos de la invencién
en sistemas de expresién bacterianos, tal comoc el E. coli, no
suministran moléculas glicosiladas. Ademds, una preparacién
dada puede incluir diferencialmente miltiples especies
glicosiladas del polipéptido. Los grupos glicosilados se
pueden remover a través de métodos convenclonales, en
particular aquellos que utilizan glicopeptidasa. En general,
los polipéptidos glicosilados de la invencién pueden ser
incubados con un exceso molar de glicopeptidasa (Boehringer

Mannheim).

El polipéptido TNFR2 para cristalizacién y uso en las
terapias descritas aqui se puede conjugar con
polietilenglicol (pegilado) para prolongar su vida media de
suero o para mejorar el suministro de proteina. Como ejemplo
de un polipéptido TNFR pegilado derivado de TNFR p55 es el
TNFR p55 soluble conjugado de polietilenglicol (PEG-sTNFR

tipo I), que contiene el dominio extracelular TNFR p55; los
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polipéptidos TNFRZ y 1los fragmentos de estos pueden ser
conjugados con polietilenglicol en una forma similar. Los
reactivos y métodos para pegilacién de polipéptidos se
describen, por ejemplo, en la WO 92/16221; WO 99/102330; y la
Patente U. S. Nos. 6,420, 339; 6,433,158; 6,441,136;
6,451,986; 6,548,644; y 6,552,170; todos 1los cuales se

incorporan aqui como referencia.

La invencién también comprende formas cristalinas de los
polipéptidos TNFR2 conjugados con una sustancia citotéxica o
luminiscente. Tales sustancias incluyen: derivados de
maitansino (tales como DM1l); enterotoxinas (tales como
enterotoxinas Staphylococcal); otras proteinas y compuestos
(tal como Ricina-A, toxina Pseudomonas, toxina Difteria,
daunorubicina, doxorubicina, metotrexato, y Mitomicina C);
isbétopos de yode (tal comeo yodo-125); isdétopos de tecnecio
(tal como Tc-99m); otros isétopos (2'?Bi, 3'1, 1%6Re, y %y);
fluorocromos cianina (tal como Cy5.5.18); y polipéptidos
inactivantes de ribosoma (tal como bouganina, gelonina, o
saporina-S6).

Purificacién de Poli

Producecién ra Cristalizacién

El polipéptido TNFR2 se puede producir de células huéspedes

vivas que expresan el polipéptido, tal como 1la células
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huéspedes que han sido genéticamente trabajadas con
ingenieria para producir el polipéptido. Los métodos de la
las células genéticamente trabajadas con ingenieria para
producir polipéptidos son bien conocidos en la técnica. Ver,
por ejemplo, Ausubel et al., eds. (1990), Current Protocols
in Molecular Biology (Wiley, New York). Tales métodos
incluyen introducir &cido nucleico que codifica y permite la
expresién del polipéptido en células huéspedes vivas. Estas
células huéspedes pueden ser células bacterianas, células
fungosas, células de insecto, o células animales que crecen
en cultivo. Las células huésped bacterianas incluyen, pero no
estidn limitadas a, células de Escherichia coli. Ejemplos de
cepas de E. coli adecuadas incluyen: HB10l, DHSa, GM2929,
JM109, KW251, NM538, NMS539, y cualquier cepa de E. que falle
al clivar ADN extrafio. Las células huéspedes fungosas que se
pueden utilizar incluyen, pero no estadn limitadas a,
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastors, y células de
Aspergillus. Unos pocos ejemplos de lineas celulares animales
que se pueden utilizar son CHO, VERO, BHK, HelLa, Cos, MDCK,
293, 3T3, y WI38. Nuevas lineas de células animales se pueden
establecer utilizando métodos bien conocidos por aquellos
expertos en la técnica (por ejemplo, mediante la
transformacién, infeccién viral, y/o seleccién).
Opcionalmente, el polipéptido puede ser secretado mediante

células huéspedes en el medio.
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La purificacién del polipéptido TNFR2 expresado se puede
desarrollar mediante cualquier método estandar. Cuando el
polipéptido TNFR2 se produce intracelularmente, los desechos
de particulas se remueven, por ejemplo, mediante su
centrifugacién o ultra filtracién. Cuando el polipéptido es
secretado en el medio, los supernadantes de tales sistemas de
expresién pueden ser primero concentrados utilizando filtros
de concentracién de polipéptido estandar. Los inhibidores de
proteasa también pueden se pueden agregar para inhibir la
proteélisis y se pueden incluir antibiéticos para evitar el
crecimiento de microorganismos. Los polipéptidos TNFR2 se
pueden producir en la presencia de proteinas chaperona o
accesorias con el fin de obtener una conformacién de
polipéptido deseada, o se puede someter a condiciones tales
como condiciones de oxidacién y/o reduccién después de la
produccién con el fin de inducir redoblado o cambios en la

conformacién de polipéptido (ver, por ejemplo, WO 02/068455).

El polipéptido TNFR2 se puede purificar utilizando, por
ejemplo, cromatografia de hidroxiapatita, electrofdéresis de
gel, didlisis, y cromatografia de afinidad, y cualquier
combinacién de técnicas de purificacién conoclidas o altn por
descubrir. Por ejemplo, la proteina A se puede utilizar para

purificar los polipéptidos TNFR2-Ig que se basan en cadenas
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pesadas humanas gama 1, gama 2, o gama 4 (Lindmark et al.,
1983, J. Immunol. Meth. 62: 1-13), donde la porcién Ig del
polipéptidoc de fusién TNFR2-Ig contiene la porcién del
dominio constante involucrado en la unién a la proteina A. La
proteina G se recomienda para todos los isotipos de ratén y
para el ga;a 3 humano {Guss et al., 1986, EMBO J. 5: 1567-
1575). Se pueden utilizar otras técnicas para la purificacién
del ©polipéptido TNFRZ, dependiendo de la necesidad,
incluyendo pero no estando limitado al fraccionamiento sobre
una columna de intercambio de iones, la precipitacién con
etanol u otros alcohocles, el HPLC de FACE inversa, FPLC,
cromatografia sobre silice, cromatografia sobre heparina
SEPHAROSET™, cromatografia sobre una resina de intercambio de
aniones o <cationes (tal como una <columna de Acido
Piliaspartico}, cromatografia de interacciédn hidréfoba,

cromatoenfoque, SDS-PAGE, y precipitacién de sulfato de

amonio también se puede utilizar dependiendo de la necesidad.

Produccién de Cristales, Formulaciones de Cristal, Y

Composiciones:

Los cristales de polipéptido crecen mediante cristalizacién
controlada de polipéptidos provenientes de soluciones acuosas
o0 de otras soluciones que contienen solventes organicos o

aditivos. Las condiciones de solucién se que pueden controlar
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incluyen, por ejemplo, la proporcién de evaporacién del
solvente, los solventes orgé&nicos o los aditivos, la
presencia de co-solutos y amortiguadores adecuados, pH, y
temperatura. Una revisién comprensiva de varios factores que
afectan la cristalizacidén de las proteinas se ha publicado
por la McPherson, 1985, Methods Enzymol 114 : 112-120.
AdemAs, McPherson y Gilliland, 1988, J Crystal Growtlz,
90:51-59 han compilado listas comprensivas de polipéptidos
que se han cristalizado, asi como también las condiciones
bajo las cuales ellos fueron cristalizados. Un compendio de
cristales y de recetas de cristalizacién, asi como también un
depésito de coordenadas de estructura de proteina resuelta,
se mantiene en el Protein Data Bank at the Brookhaven
National Laboratory (www. rcsb. org/pdb/; Bernstein et al.,
1977, J Mol Biol 112: 535-542). Estas referencias se pueden
utilizar para determinar las condiciones necesarias para la
cristalizacién de un polipéptido, como preludio a la
formacién de los cristales de polipéptido apropiados y puede
guiar la estrategia de cristalizacién para otro polipéptido.
Se debe notar, sin embargo, en que las condiciones reportadas
en la mayoria de las referencias anteriormente citadas se han
optimizado para producir, en la mayoria de los casos, uno
pocos cristales grandes con calidad de difraccidén. De acuerdo
con esto, se apreciard por aquellos expertos en la técnica

que algin grado de ajuste de estas condiciones para
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suministrar un proceso de alta producciédn para produccién a
gran escala de los cristales de polipéptido puede ser

necesario.

En general, los cristales son producidos al combinar el
polipéptido ha ser cristalizado con un solvente acuoso
apropiado o un solvente acuoso que contiene agentes de
cristalizacién apropiados, tal como sales o solventes o
aditivitos orgdnicos. El1 solvente se combina con el
polipéptido y puede sSer sometido a agitacién a una
temperatura determinada experimentalmente para ser apropiada
para la inducciébn de cristalizacién y aceptable para el
mantenimiento de la actividad y estabilidad del polipéptido.
El solvente puede opcionalmente incluir co-solutos, tal como
cationes divalentes, co-factores, o caotrbépos, asi como
tamblén especies amortiguadoras para controlar pH. "Medios de
Co-soluto” para cristalizaciédn incluyen compuestos que pueden
suministrar un co-soluto para facilitar la cristalizacién de
un polipéptido. Ejemples de medios de co-soluto incluyen
acetato de amonio, cloruro de amonio, fluoruro de amonio,
formato de amonio, nitrato de amonio, fosfato de amonio,
sulfato de amonio, cloruroc de cadmio, sulfato de cadmio,
acetato de calcio, cloruro de cadmio, cloruro de cesio,
cloruro de cobalto, CH3(CH;)i15N{CH3)3+Br (CTAB), citrato de

diamonio, hidrogenfosfato de diamonio, fosfato de diamonio,
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tartrato de diamonio, fosfato de dipotasio, fosfato de
disodio, tartrato de disodio, &cido DL-madlico, cloruro
férrico, L-prolina, acetato de 1litio, cloruro de 1litio,
nitrato de litio, sulfato de litio, acetato de magnesio,
cloruro de magnesio, formato de magnesio, nitrato de
magnesio, sulfato de magnesio cloruro de niquel, acetato de
potasio, bromuro de potasio, cloruro de potasio, citrato de
potasio, fluoruro de potasio, formato de potasio, nitrato de
potasio, fosfato de potasio, tartrato de potasio sélido,
sulfato de potasio, tiocianato de potasio, acetato de
potasio, bromuro de sodio, cloruro de sodio, citrato de
sodio, fluoruro de sodlo, formato de sodio, malonato de
sodlo, nitrato de sodio, fosfato de sodio, sulfato de sodio,
tiocianato de sodio, 4&cido succinico, tacsimato, citrato
triamonio, citrato de trilitio, N-6xido de trimetilamina,
citrato de tripotasio, citrato de trisodio, acetato de zinct
sulfato de zinc, y otros compuestos que funcionan para
suministrar co-solutos. “medios amortiguantes de
cristalizacién” incluyen compuestos que mantiene el pH de una
solucién en un rango deseado para facilitar la cristalizacién
de un polipéptido. Ejemplos de medios de amortiguantes de
cristalizacién incluyen ACES Acido (N- (2—-acetamido)-2-
aminoetanesulfonico), BES (&4cido N,N-bis (2-hidroxietil)-2-
aminoetanosulfonico), Bicina (N,N-Bis(2-hidroxietil)

glicina), BIS-TRIS (2,2-bis-(hidroximetil)-2,2',2"-
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nitrilotrietanol), &cido bérico, (&cido 3-[ciclohexilamino]-
l-propano-sulfénico) CAPS, (HEPPS, &cido 4-(2-Hidroxietil)
piperazina-l-propanosulfénico) EPPS, Gly-Gly

(NH2CH2CONHCH2COOH, glicyl-glicine}, (Acido 4-{(2-hidroxietil)

piperazino-l-etano-sulfénico) HEPES, imidazol, (dcido 2-
morfolinoetanesulfénico) MES, (Acido 3= (N-morfolino)-
propanosulfénico) MOPS, (Acido piperazina-1,4-bis (2~

etanesulfénico) PIPES), acetato de sodio, bicarbonato de
sodio, fosfato de sodio monobdsico (higrogen fosfato de
sodio), (Acido N-[tris-(hidroximetil)metil]-3-
aminopropanesulfénico) TAPS, (dcido N-[tris(hidroximetil)
metil]-3-amino-2-hidroxipropanosulfénice) TAPSO, (dcido N-
[tris(hidroximetil)metil]-2-aminoetano-sulfénico) TES,
Tricina (N-[tris(hidroximetil)metil]glicina}, Tris-HC1,
TRIZMA (2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanediol), y otros
compuesto que funcionan para mantener una solucidén a un pH

cercano al especificado.

La necesidad de co-solutos, amortiguadores, etc. y sus
concentraciones se determinan experimentalmente para
facilitar la cristalizacién. Algunos ejemplos de condiciones
de cristalizacidédn adecuadas para un polipéptido se describen

en los ejemplos 1, 2, y 3 adelante.



.-'\l

WO 2005/012353 39 PCT/US2004/024738

000118

En un proceso a escala industrial, la precipitacién
controlada que conduce la cristalizacién se puede llevar a
cabo mejor mediante la combinacién simple de polipéptido,
precipitante, co-solutos y, opcionalmente, amortiguadores en
un proceso de tanda. Como otra pocidén, los polipéptidos se
pueden cristalizar al utilizar precipitados de polipéptido
como el material de partida (“semilla”). En este caso, los
precipitados de polipéptidos se agregan a una soluciédn de
cristalizacién e incuban hasta que se forme el cristal. Los
métodos de cristalizacién de laboratorios alternativos, tales
como didlisis o difusién de vapor, también se pueden adoptar,
McPherson, supra y Gilliland, supra, incluyen una lista
comprensiva de condiciones adecuadas en sus revisiones de la
literatura de cristalizacién. Ocasionalmente, en casos en los
cuales el polipéptido cristalizado va a ser reticulado,
incompatiblemente entre un agente de reticulacién pretendido
y el medio de cristalizacién podria requerir intercambiar los

cristales en un sistema solvente mis adecuado.

De acuerdo con una modalidad de esta invencién, los cristales
de polipéptido, las formulaciones de «cristal y 1las
composiciones se preparan mediante el siguiente proceso:
primero, el polipéptido se cristaliza. Luego, los excipientes
0 los ingredientes como se describen aqui se agregan

directamente al licor madre. Alternativamente, los cristales
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se suspenden en una solucién de excipiente u otros
ingredientes de formulacidén, después de que se remueve el
licor madre, durante un minimo de 1 hora a un maximo de 24
horas. La concentracién de exciplentes estéd tipicamente entre
aproximadamente 0.01 a 30% P/P, que corresponde a una
concentracién de cristal de polipéptido de 99.99 a 70% P/P,
respectivamente. En una modalidad, 1la concentracién de
excipiente estd entre aproximadamente 0.1 a 10%, que
corresponde a la concentracién de cristal de 99.9 a 90% P/P,
respectivamente. El1 licor madre se puede remover de la
suspensién de cristal o mediante filtracién o mediante
centrifugacién. Subsecuentemente, los cristales se lavan
opcionalmente con soluciones de 50 a 100% uno o més solventes
orgénicos o aditivos tales como, por ejemplo, etanol,
metanol, isopropanol, o acetato de etilo, o a temperatura
ambiente o a temperaturas entre 20°C a 25°C. Los cristales se
secan al pasar la corriente de nitrégeno, aire, o gas inerte
sobre los cristales. Alternativamente, los cristales se secan
mediante secado con aire o mediante liofilizacién o mediante
secado al vacio. El secado se lleva a cabo durante un minimo
de 1 hora a un miximo de 72 horas después del lavado, hasta
que el contenido de humedad del producto finaliza por debajo
del 10% en peso, mas preferiblemente por debajo del 5%.
Finalmente, 1la micronizacién de los cristales se puede

desarrollar si es necesario. El secado de los cristales de



WO 2005/012353 41 PCT/US2004/024738
000129

polipéptido es la remocién de agua, el solvente organico o
aditivo, o el polimero liquido por medios que incluyen secado
con N2, aire, o gases inertes; secado con horno al vacio;
liofilizacién; lavado con un solvente orgadnico volatil o
aditivo sequido mediante la evaporacién del solvente; o
evaporacién en una caperuza de humo. Tipicamente, el secado
se logra cuando los cristales se vuelven un polvo de flujo
libre. El1 secado puede ser llevado a cabo al pasar una
corriente de gas sobre cristales himedos. El1 gas se puede
seleccionar del grupo que consiste de: nitrdégeno, argén,
helio, diéxido de carbono, aire o una combinacién de estos.
Los cristales de polipéptido de 1la invencién se pueden
procesar adicionalmente para lograr una distribucién de
tamafio de particula deseada al micronizar en un molino
adecuado, tal como un molino de chorro, y los componentes de
la formulacidén en particula o polvo se pueden mezclar antes o
después de micronizacién. El1 didmetro de las particulas
logrado puede estar en el rango de 0.1 a 100 micrémetros, o
en el rango de 0.2 a 10 micrémetros, o en el rango de 10 a 50
micrémetros, ¢ en el rango de 0.5 a 2 micrémetros. Para que
las formulaciones sean administradas mediante inhalacién en
una modalidad las particulas formadas de los cristales de

polipéptido estidn en el rango de 0.5 a 1 micrdmetros.
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De acuerdo con una modalidad de esta invencién, cuando se
preparan cristales de proteina, las formulaciones o las
composiciones de cristal de proteina, mejoradores, tales como
tensoactivos no se agregan durante la cristalizacién. Los
excipientes o ingredientes se agregan al licor madre después
de la cristalizacilén, 4 una concentracién de entre
aproximadamente 1-10% P/P, alternativamente a una
concentracién 0.1-25% P/P, alternativamente a una
concentracién de entre aproximadamente 0.1-50% P/P. Estas
concentraciones corresponden a concentraciones de cristal de
99-90% P/P, 99.9-75% P/P y 99.9-50% P/P, respectivamente. El
excipiente o ingrediente se incuba con los cristales en el
licor madre durante aproximadamente 0.1-3 horas,
alternativamente la incubacién se lleva a cabo durante 0.1-12
horas, alternativamente la incubacién se lleva a cabo durante

0.1-24 horas.

En otra modalidad de esta invencién, el ingrediente o
excipiente se disuelve en una solucién diferente del licor
madre, y los cristales de proteina se remueven del licor
madre y se suspenden en el excipiente o solucién de
ingredientes. Las concentraciones de ingrediente ¢ excipiente
y los tiempos de incubacién son igquales que aquellos

descritos anteriormente.
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Cristales de Pol:l.mtido

Como se utiliza aqui, "“cristal” o “cristalino” se refiere a
una forma del estado sélido de la materia, que es distinta de
una seqgunda forma - el estado sélido amorfo. Los cristales
despliegan particularidades caracteristicas que incluyen una
estructura de red, formas caracteristicas, y propiedades
6pticas tales como indice de refraccién y birrefringencia. Un
cristal consiste de 4tomos dispuestos en un patrén que se
repite periddicamente en tres dimensiones (C. S. Barrett,
Structure of Metals, 2da ed., McGraw-H1ll, New York, 1952,
p-1). Como contraste, el material amorfo es una forma sélida
no cristalina de materia, algunas veces denominada como un
precipitadoe amorfo. Tales precipitados no tienen estructura
molecular de red caracteristica del estado sélido cristalino
y no despliegan birrefringencia u otras caracteristicas
espectroscépicas tipicas de las formas cristalinas de

materia.

Los cristales de polipéptido son moléculas de polipéptidos
dispuestas en wuna red de cristal. Los cristales de
polipéptido contienen un patrén de interaccién de
polipéptidos-polipéptidos especificas que son repetidas
periédicamente en tres dimensiones. Los <cristales de

polipéptidos de esta invencién se deben distinguir de las
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formas sélidas amorfas o los precipitados de polipéptidos,
tales como aquellos obtenidos mediante liofilizacidén o al

liofilizar una solucién de peolipéptido.

En los <cristales de polipéptido, las moléculas del
polipéptido forman unidades asimétricas que estdn dispuestas
juntas para formar unidades simétricas. La estructura
geométrica de las unidades simétricas de los cristales de
polipéptidos pueden ser cObicas, hexagonales, monoclinicas,
ortorrébmbicas, tetragonales, triclinicas, o trigonales. La
estructura total de los cristales en su totalidad pueden
estar en la forma de bipiradmides, cubos, agujas, platas,
prismas, romboides, barras o esferas, o combinaciones de
estas. Los cristales que son de la clase estructural “cibica”
pueden tener mAs especificamente formas cristalinas
octadecahédricas o dodecahédricas. El1 diémetro de 1los
cristales se define como el didmetro de Martin. Este se mide
como la longitud de la linea, paralela a la escala ocular,
que divide los cristales aleatoriamente orientados en dos
dreas proyectadas iguales. Los cristales en las formas tales
como aguias o barras también tendridn una dimensién mAxima que

es denominada aqui como longitud del cristal.

Formulaciones para Administracién Terapéutica
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Como se utiliza aqui, una “composicién” se entiende por
significar una mezcla que comprende al menos dos componentes.
En particular, la invencién suministra composiciones que
comprenden un polipéptido TNFR2 cristalino, o preparado
utilizando un polipéptido TNFR2 cristalino. En una modalidad
de la invencidén la composicién o formulacién que comprende o
preparada utilizando un polipéptido TNFR2 cristalino se
prepara de tal forma que este es adecuado para inyeccién y/o
administracién a un paciente necesitado de ello. Las
composiciones al ser administradas con propésitos
farmacéuticos a los pacientes son sustancialmente estériles y
no contienen ningunos agentes que sean indebidamente téxicos

o infecciosos al receptor.

En una modalidad de la invencién, los polipéptidos TNFR2
cristalinos tales como el etanercept se administran en la
forma de una composicidén fisiolbd4gicamente aceptable (también
denominada aqui como una composicién farmacéutica o como una
formulacién farmacéutica) que comprende un polipéptido TNFR2
que se formula con uno o mas de lo siquiente: portadores
fisiolégicamente aceptables, excipientes, o diluyentes. Tales
portadores, excipientes, o diluyentes son no téxicos a los
receptores en dosis Yy concentraciones empleadas.
Ordinariamente, la preparacién de tales composiciones

implican combinar el polipéptido TNFR2 cristalino con uno o
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mis de lo siguiente: amortiguadores, antioxidante tales como
4dclido ascérbico, polipéptidos de bajo peso molecular ({tal
como aquellos que tienen menos de 10 amino&cidos) proteinas,
aminoAdcidos, carbohidratos tales <como glucosa, sucrosa
dextrinas, agentes quelantes tales como DTA, glutationa u
otros estabilizadores y excipientes. En las formulaciones
liquidas, la solucién salina amortiguada neutra o solucién
salina mezclada c¢on albimina de suero conespecifice son
ejemplos de diluyentes apropiados de acuerdo con los
estdndares aproplados de la industria, también se pueden
agregar preservativos, tales como benzil alcohol. Ejemplos
adicionales de componentes que se pueden emplear en
formulaciones farmacéuticas son presentados en Remington's
Pharmaceutical Sciences, 16™ Ed, Mack Publishing Company,
Easton, PA, 1980, y en la Handbook of Pharmaceutical
Excipients, publicado conjuntamente con la American
Pharmaceutical Association y el Pharmaceutical Society de

Gran Bretaifla.

En una modalidad, se contempla que la formulacién de la
invencién se prepara en formulacién en masa y como tal, los
componentes de la composicién farmacéutica se ajustan de tal
forma que ellos son mayores de lo Que Se requeriria para
administracién, y son diluidos apropiadamente antes de

administracién. Los cristales de polipéptido de la presente
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invencién se pueden formular como una formulacién cristalina
sélida o de polvo en formas adecuadas para almacenamiento y
manejo, Y en formas adecuadas para inhalacién o]
administracién pulmonar, por ejemplo en la forma de polvos
para la precipitacién de formulaciones de aerosol. En una
modalidad adicional, los cristales de polipéptido se pueden
formular en una solucidén liquida de tales cristales, o en una
suspensién de tales <cristales. En otra modalidad, 1los
cristales de polipéptido son utilizados para preparar una
formulacién liquida, tal como una formulacién acuosa, para

administracién terapéutica.

Formulaciones Cristalinas S6lidas

Las formulaciones sdlidas de cristales son idealmente
adecuadas para administracién pulmonar, que es
particularmente Gtil para macromoléculas bioldégicas que son
dificiles de suministrar mediante otras rutas de
administracién. (ver, por ejemplo, solicitudes de patente PCT

WO 96/32152, WO 95/24183 y WO 97/41833).

Las formulacicnes s6lidas de cristales de polipéptido
incluyen cristales que han sido sustancialmente aislados de
la solucién liquida o secas y estidn presentes como cristales

libres o como particulas en por ejemplo forma de polvo. En el
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presente contexto la expresién “polvo” se refiere a una
conexién de particulas esencialmente secas, es decir, el
contenido de humedad esta por debajo del 10% en peso, o por
debajo del 6% en peso, o por debajo del 4% en peso. En una
modalidad la invencién suministra un método para aerosolizar
una dosis de polipéptido TNFR2 cristalino que comprende
suministrar el polipéptido TNFR2 cristalino como un polvo
seco, dispersar una cantidad de polvo seco en una corriente
de gas y formar un aerosol, y capturar el aerosol en una

cdmara para la subsecuente inhalacién.

Los cristales o los polvos de polipéptidos pueden ser
opcionalmente combinados con portadores y tensoactivos. Los
agentes portadores adecuados incluyen 1} carbohidratos, por
ejemplo monosacaridos tales como fructosa, galactosa,
glucosa, sorbosa, y similares; 2) disacAridos, tales como
lactosa, trehalosa y similares; 3) polisaciridos, tales
rafinosa, maltodextrinas, dextranos, Yy similares; 4)
alditoles, tales como manitol, xilitol, y similares; 5) sales
inorganicas, tales como cloruro de sodio, y similares; y 6)
sales organicas, tales como citrato de sodio, ascorbato de
sodio, y similares. En ciertas modalidades, el portador
seleccionado del grupc que consiste de trehalosa, rafinosa,
manitol, sorbitol, xilitol, inositol, sucrosa, cloruro de

sodio, y citrato de sodio. Los tensocactivos pueden ser
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seleccionados de un grupo que congsiste de sales de Aacidos
grasos, sales de bilis y fosfolipidos. Las sales de &cido
grasos incluyen sales de Aacidos grasos Cjpp-14, tal como,
caprato de sodio, laurato de sodio, y miristato de sodio. Las
sales de bilis incluyen sales de uso de oxicolato,
taurocolato, glicocolato, y taurodihidrofusidate. En una
modalidad, el tensocactivo es una sal de taurocolato tal como
taurocolato de sodio. Los fosfolipidos que se pueden utilizar
como tenscactivos incluyen ligofosfatidilcolina. La
proporcién molar del polipéptido cristalino a tensoactivo en
una formulacién de polvo de la presente invencién es por

ejemplo 9:1 a 1:9, o entre 5:1 a 1:5, o entre 3:1 a 1:3.

Cristales en Solucién o Suspensién

En una modalidad, esta invencién suministra un método para
hacer los cristales de polipéptido adecuados para
almacenamiento y suspensiones que comprenden reemplazar el
amortiguador de cristalizacién (el licor madre) con un
solvente no acuoso. En ain otra modalidad, la suspensién
cristalina se puede producir s6lida al hacer girar el primer
solvente y lavar el sélido cristalino restante utilizando un
segundo solvente orgdnico o aditivo para remover el agua,

seguido de la evaporaciétn del solvente no acuoso. La
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suspensién no acuocsa de proteinas terapéuticas cristalinas se

utiliza especialmente para suministro subcuténeo.

En una de tales modalidades, los cristales de polipéptido de
la invencién se combinan con aditivos orgadnicos liquidos con
el objeto de estabilizar los cristales del polipéptido. Tal
mezcla se puede caracterizar como una mezcla acuosa organica
que comprenden n% de aditivo organico, donde n estd entre 1 y
99 y m% de solucién acuosa, en m es 1l00-n. Ejemplos de
aditivos organicos incluyen compuestos fendlicos, tales como
m-cresolo o fenol o una mezcla de estos, y acetona, metil
alcohol, metil isobutil cetona, cloroforme, 1l-propancol,
isopropanol, 2-propanol, acetonitrilo, 1l-butanol, 2-butancl,
etil alcohol, ciclohexano, dioxano, etil acetato,
dimetilformamida, dicloroetano, hexano, isooctano, metileno
cloruro, terc-butil alcohol, tolueno, tetracloruro de

carbono, o combinaciones de estos.

Formulaciones Liquidas

Una modalidad de la presente invencién estd dirigida a una
formulaciédn acuosa que permite el almacenamiento estable a
largo plazo de una composicién farmacéutica en donde un
polipéptido TNFR2 cristalino es el ingrediente activo

utilizado de la preparacién de la composicién farmacéutica.
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Esta formulacién es Gtil, en parte, por que es més
conveniente utilizarla para el paciente, en razén a que esta
formulacién no requiere ninguna etapa extra tal como
rehidratacién. Como se utiliza aqui, wuna solucién o
formulacién liquida pretende significar wuna preparacién
liquida que contiene una o mds sustanclas quimicas disueltas
en un solvente o mezcla adecuada de solvente mutuamente

visibles.

La reconstitucién de 1la disolucién de los cristales de
polipéptido de 1las formulaciones de <cristal de 1las
composiciones en un amortiguador apropiado o formulacidn

farmacéutica. '

Componentes de Formulaciones Farmacéuticas

La presente composicién farmacéutica se prepara al combinar,
ademids de un polipéptido TNFR2 cristalino como se describié
anteriormente, uno o més de los siguientes tipos de
ingredientes o excipientes listados en los parrafos de
adelante, muchos o todos los cuales estdn disponibles de
proveedores comerciales. Entenderd un experto en la técnica
que al combinar los varios componentes al ser incluidos en la
composicién pueden ser hechos en un orden apropiado, a saber,

el amortiguador se puede agregar primero, en la mitad o al
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final y el modificador de tonicidad se puede agregar primero,
en la mitad o al final. También se debe entender por un
experto en la técnica que alguno de estos quimicos pueden ser
incompatibles en ciertas combinaciones, y de acuerde con
esto, son facilmente sustituidos con diferentes quimicos que
tienen propiedades similares pero son compatibles en 1la
mezcla relevante. Existe conocimientc en 1la técnica con
relacién a la adecuabilidad de varias combinaciones de
excipientes y otros ingredientes o materiales presentes en,
por ejemplo, los recipientes utilizados para almacenar 1la
composicién farmacéutica y/o los dispositivos utilizados para
la administracién terapéutica (ver, por ejemplo, Akers, 2002,

JPharm Sci 91:2283-2300).

Agentes acidificantes (*‘medios acidificantes”): 4cido

acético, dcido acético glacial, acido citrico, acido
fumarico, a&cido clorhidrico, &cido clorhidrico diluido, A&cido
milico, A&cido nitrico, 4&acido fosférico, acido fosfdrico
diluido, A&cido sulfirico, acido tartédrico, y otros a&cidos

adecuados.

Ingredientes activos: ingredientes activos adicionales

también se pueden incluir en la composicién actualmente
descrita, por ejemplo, para reducir la incomodidad del sitio

de inyeccién. Tales ingredientes activos incluyen, pero no



WO 2005/012353 53 PCT/US2004/024738
000132

e3tdn limitados a drogas antinflamatorias no esteroides tales

como, por ejemplo, trometamina, en una dosis apropiada.

Propulsores de asrosol (“‘medioa propulsoras”): butano,

diclorodifluorometano, dicloro-tetrafluoroetano, isobutano,

propano, tricloromonofluorometano.

Inhibidores de agregacién (“medios de inhibicién”): reducen

la tendencia de los polipéptidos a asociarse en complejos
ternarios o cuaternarios en apropiados o 1ndeseados. Los
inhibidores de agregacidén adecuados incluyen los aminoacidos
L-arginina y/o, L-cisteina, que pueden actuar para reducir la
agregacion de los polipéptidos que contienen un dominio Fc
durante largos periodos, por ejemplo, dos afios o mas. La
concentracién de inhibidor de agregacién de la formulacién
puede esta entre aproximadamente 1 mM a 1M, ¢ aproximadamente
10 mM a aproximadamente 200 mM, o aproximadamente 10 mM a
aproximadamente 100 mM, a aproximadamente 15 mM a

aproximadamente 75 mM, a aproximadamente 25 mM,

Desnaturalizante dea alcohol (“medios desnaturalizantes”):

benzoato de denatonio, metil isobutil cetona, octacetato de

sucrosa.
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tes alcalizantes “medios alcalizantaes”): solucidén de
amonio fuerte, carbonato de amonio, dietanolamina,

diisopropanolamina, hidréxido de potasio, bicarbonato de

sodlo, borato de sodio, carbonato de sodio, hidréxido de

sodio, trolamina.

Agentes antitorta (“medios antitorxta”): silicato de calcio,

silicato de magnesio, didxido de silicio coloidal, talco.

Agentes antiespumantes (“medios antiespumantes”): dimeticona,

simeticona.

Antioxidantes (“medios antioxidantes”) se pueden incluir en

las formulaciones de la presente invencién. Los antioxidantes
contemplados para uso en la preparacién de las formulaciones
incluyen aminoacidos tales come glicina y 1licina, agentes
quelantes tales como EDTA y DTPA, y absorbedores de radicales
libres tales como sorbitol y marital. Los antioxidantes
adicionales incluyen 4&4cido ascérbico, ascorbil palmitato,
hidroxianisol butilado, hidroxitolueno Dbutilado, dcido
hipofosforoso, monotio~glicerol, propil galato, bisulfito de
sodio, formaldehido sulfoxilato de sodio, metabisulfito de
sodio, tiosulfato de sodio, diéxido de azufre, tocoferol, vy
excipiente de tocofercles. También se contempla para uso en

la inhibicién de oxidacién el nitrégeno o didéxido de carbono
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sobrepuesto. El nitrégeno o didéxido de carbono sobrepuesto
pueden ser introducidos en el espacioc superior de un frasco o

jeringa prellenada durante el proceso de llenado.

Agentes amortiguantes (“formulacién de medios amortiquantes”)

mantener el pH de la formulacién farmacéutica en un rango
deseado. Con el pH de 1la composicién farmacéutica se
establece en o cerca de niveles fisiolégicos, se maximiza la
comodidad del paciente luego de 1la administracién. En
particular, en ciertas modalidades el pH de una composicién
farmacéutica esta dada dentro del rango de pH aproximadamente
4.0 a 8.4, a un rango de pH de aproximadamente 5.0 a 8.0, a
un rango de pH de aproximadamente 5.8 a 7.0 a un rango de pH
de aproximadamente 5.8 a 7.4, o aproximadamente 6.2 a 7.0. Se
debe entender que el pH se puede ajustar segin sea necesario
para maximizar la estabilidad y solubilidad del polipéptido
en una formulacién particular y como tal, un pH por fuera de
los rangos fisiolégicos, aun tolerable por el paciente, esté
dentro del alcance de la invencidédn. Varios amortiguadores
adecu;dos para uso en la composicidon farmacéutica de 1la
composicién de la invencién incluyen histidina, sales
alcalinas (fosfato de sodio o potasio. o sus sales de
hidrégeno o© dihidrégeno), citrato de sodio/dcido citrico,
acetato de sodio/dcido acético, citrato de potasio, 4&cido

maléico, citrato de amonio, acetato de amonio, tris-
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(hidroximetil)-aminometano (tris), varias formas de acetato y
dietanolamina, carbonato de amonio, fosfato de amonio, acido
bérico, &cido léactico, 4&cido fosfbérico, metafosfato de
potasio, fosfato monobasico de potasio, solucibén de lactato
de sodio, y cualquier otro agente amortiguante con pH
farmacéuticamente aceptable conocido en la técnica. Los
agentes para uso de pH tal como acido clorhidrico, hidréxido
de sodio, © una sal de estos, también se pueden incluir con
el fin de obtener el pH deseado. Un amortiguador adecuado es
el fosfato de sodio para mantener las composiciones
farmacéuticas en o cerca de pH 6.2. En otro ejemplo, el
acetato es un amortiguador mas eficiente en pH 5 que pH 6 de
tal forma que se puede utilizar menos acetato en una solucién
a pH 5 que a pH 6. La concentracién del amortiguador en la
formulacién puede estar entre aproximadamente 1 mM a
aproximadamente 1M, o aproximadamente 10 mM a aproximadamente

200 mM.

Agentes quelantes (*‘medios quelantes”, también llamados

agentes secuestrantes) : edetato de sodio, acido

etilenodiaminotetraacético y sales, acido edético.

Agentes de recubrimiento (“medios de recubrimiento”):

carboximetilcelulosa de sodio, acetato de celulosa, acetato

eftalato de celulosa, etilcelulosa, gelatina, esmalte
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farmacéutico, hidroxipopilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa

eftalato, copolimero de &cido metacrilico, etilcelulosa,
polietilenglicol, polivinilacetato eftalato, shellac,
sucrosa, didéxido de titanio, cera carnauba, cera

microcristalina, zein.

Colores (“medios colorantes”): caramelo; eritrosina (FD&C Red

No. 3); FD&C No. 40; FD&C Amarillo No. 5; FD&C Amarillo No.
6; FD&C Azul No. 1; rojo, amarillo, negro, azul o mezclas;

éxido férrico.

Agentes complejantes (“medios formadores de complejo”): acido

etilenodiaminotetraacético y sales (EDTA), 4&cido acético,

etnolmaido de acido gentistico, sulfato de oxiquinolina.

Disecantes (“medios disecantes”): cloruro de calcio, sulfato

de calcio, didéxido de silicio.

Ayudas de filtracién (“medios de filtracién”): Celulosa en

polvo, tierra silicea purificada.

Sabores y perfumes (“medios saborizantes”): anetol, aceite

aniso, benzaldehido, aceite canela, cacao, etilvanilina,

mentol, metil salicilato, glutamato de monosodio, aceite de
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flor naranja, aceite naranja, pimienta, aceite de pimienta,
espiritu de pimienta, aceite de rosa, agqua de rosa fuerte,
timol, tintura de b&alsamo de tolid, vainilla, tintura de

vainilla, wvanilina.

Humectantes (“medios de retencién de humedad”)}: glicerina,

hexilenglicol, propilenglicol, sorbitol.

Bases de unglento (“medios de ungiliento”): Lanolina, lanolina

anhidrida, unglilento hidrofilico, unglento blanco, ungilento
amarillo, ungilento de polietilenglicol, petrolato, petrolato
hidrofilico, petrolato blanco, ungilento de agua de rosa,

esqualeno.

Plastificadores (“medios plastificantes”): aceite de castor,

monoglicéridos diacetilados, eftalato de dietilo, glicerina,
monoglicéridos mono- y diacetilados, polietilenglicol,

propilenglicol, triacetina, trietil citrato.

Membranas de polimero: acetato de celulosa.

Portadores poliméricos (“medios de portador”) son polimeros

utilizados para la encapsulacién de cristales de polipéptido
para el suministro del polipéptido, que incluye el suministro

biolégico, tales polimeros incluyen polimeros biocompatibles
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y biodegradables. El portador polimérico puede ser un tipo de
polimero simple o puede ser un compuesto de una mezcla de
tipos de polimero. Los polimeros utiles como el portador
polimérico, incluyen por ejemplo, poli(dcido acrilico),
poli(ciancacrilato), poli (aminoacido}, poli (anhidrido),
poli (depsipéptido), poli (ésteres), tal como poli (dcido

lactico} o PLA poli{acido lactico-co-glicéblico) o PLGA,

poli (B-hidroxibutirate), peoli (caprolactona), Y
poli{(dioxanona) ; poli(etilenglicol},
poli (hidroxipropil)metacrilamida, poli[ {6érgano) fosfazeno},
poli (ortoésteres), poli(vinil alcohol),

poli(vinilpirrolidoina), copolimeros de anhidrido maleico -
alquil viniléter, polioles plurdénicos, albimina, polipéptidos
naturales y sintéticos, alginato, celulosa y derivados de
celulosa, colageno, fibrina, gelatina, A&4cido mielurénico,
oligosacaridos, glicaminoglicanos, polisacdridos sulfatados o
cualquier material convencional que encapsulard los cristales

de polipéptido.

Preservativos {0 “medios preservantes”), tal como

preservativos antimicrobiancos, contemplados para uso en las
formulaciones de la presente invencién, tal como
formulaciones multidosis, incluyen cloruro de benzalconio,
solucién de cloruro de benzalconio, cloruro de benzeltonio,

dcido benzoico, benzilalcoheol, butilparabeno, cloruro de
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cetilpirimidino, clorobutanol, clorocresocl, créeselo, acido
dehidroacético, etilparabeno, metilparabeno, metilparabeno,
metilparabeno sodio, fenol, feniletilalcohol, acetato
fenilmercirico, nitrato fenilmercurico, benzoato de potasio,
solvato de potasio, propilparabeno, propilparabeno sodio,
benzoato de sodio, dihidroacetato de sodio, propionato de
sodio, 4&cido sérbico, timerosal, y timol. La cantidad de
preservativo incluide estard en el rango de 0% a 2% p/v) o

aproximadamente 1% (p/v).

Agentes solubilizantes v establilizadores (Y*medios

solubilizantes” o “"medios estabilizantes”, también
denominados como agentes emulsificantes, co-solutos, o co-
solventes) que incrementa la solubilidad del péptido y/o
estabilizan el polipéptido mientras que esté en solucién (o
en forma seca o congelada) también se pueden agregar a una
composicién farmacéutica. Ejemplos de agentes solubilizantes
y estabilizantes incluyen pero no estdn limitados a
azdcares/polioles tales como: sucrosa, lactosa, glicerol,
silitol, sorbitol, manitol, maltosa, inositol, trehalosa,
glucosa; polimeros tales como: seroalbiimina (sero albtmina
bovina (BSA}), SA humana (HSA), o HA recombinante), dextran,
PVA, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), polietilenoimina,
gelatina, polivinilpirrolidona, (PVP), hidroxietilcelulosa

(HEC) ; solventes no acuosos tale como: alcoholes polihidricos
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(por ejemplo PEG, etilenglicol y glicerol), metilsulféxido
(DMSb), y dimetilformamida (DMF)}; aminodcido tales como:
prolina, L-metionina, L-serina, &cido glutamico de sodio,
alanita, glicina, clorhidrato de lisina, sarcosina, y A&cido
gama-aminobutirico, tensoactivos tales como: Tween-80, Tween-
20, SDS, polisorbato, copolimero de polioxietileno; vy
excipientes estabilizantes misceldneos tales como: fosfato de
potasio, acetato de sodio, sulfato de amonio, sulfato de
magnesio, sulfato de sodio, N-é6xido trimetllamina, betaina,
iones de metal (por ejemplo zinc, cobre, calcio, manganeso y
magnesio), CHAPS, monolaurato, 2-O-beta-manoglicerato; o
cualgquiera de los siquientes: acacia, colesterol,

dietanolamina {adjunto), monoestearato de glicerol, alcoholes

de lanolina, lecitina, mono- Yy di- glicéridos,
monoetanolamina (adjunto), &cido oleico (adjunto), alcohol
oleilo (estabilizador), poloxamero, esterato de

polioxietileno 50, agente de castor olioxilo 35, aceite de
castor hidrogenado polioxilo 40, oleiléter polioxilo 10,
cetosteariléter polioxiol20, estearato de polioxilo 40,
polisorbato 20, polisorbato 40, polisorbato 60, polisorbato
80, diacetato de propilenglicol, monoestearato de
polipropilenglicol, laurilsulfato de sodio, estearato de
sodio, monolaurato de sorbitidn, monooletato de sorbitén,
monopalmitato de sorbitadn, monoestarato de sorbitéan, Acido

estedrico, trolamina, cera emulsificante; agentes humectantes
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y/o solubilizantes tales como cloruroc de benzalconio, cloruro
de benzetonio, cloruro de cetil piridinio, docusato sodio,
monoxinel 9, nonoxinol 10, octoxincl 9, estearato polioxilo
50, tiloxapol; o cualquier combinacién de los anteriores. La
concentracién de los solubilizadores/estabilizadores en la
formulacién puede estar entre aproximadamente 0.001 y 5% en
peso, o aproximadamente 0.1 a 2% en pesc. En una modalidad,
el estabilizador se selecciona de derivados de sorbitan mono-
9-octadecenocato poli(oxi-1,2-etanodiil), que incluye pero no
estd limitado a, polisorbato 80 o polisorbato 20. La cantidad
de polisorbato 20 u 80 a ser utilizado en esta modalidad esta
en el rango de 0.001% a 0.1% (p/v), tal como 0.005% (p/v), en
uso simple o en derivaciones multidosis. En otra modalidad,
la L-metionina libre en el rango de 0.05 mM a 50 mM se
incluye en la formulacidén: la cantidad de L-metionina libre
es 0.05 mM a 5 mM para formulaciones de uso simple, y 1 mM a

10 mM para formulaciones multidosis.

Solventes (“medios para disolver”): acetona, alcohol, alcohol

diluido, amileno hidrato, benzil benzoato, butil alcohol,
tetracloruro de carbono, cloroformo, aceite de maiz, aceite
de semilla de algoddédn, etilacetato, glicerina, hexilenglicol,
isopropilaicochol, metilalcohol, cloruro de metileno,
metilisobutilcetona, aceite mineral, aceite de mani,

polietilenglicol, propilencarbonato, propilenglicol, aceite
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de sésamo, agua para inyeccidén, agua estéril para inyeccién,

agua estéril para irrigacidén, agua purificada.

Sorbentes {también denominados adsorbentes, “medios de

adsorcién”): celulosa en polvo, carbén mineral, tilerra

silicea purificada; y solventes de diéxido de carbono: lima

de hidréxido de bario, lima soda.

Agentes Enriquecedores (“medios enriquecedores”): aceite de

castor hidrogenado, cetostearil alcohol, cetil alcohol, cera
de cetil ésteres, grasa dura, parafina, excipiente de
polietileno, estearil alcohol, cera emulsificante, cera

blanca, cera amarilla.

Bases de supositoric (“medios supositorios”): manteca de

cacao, cera dura, polietilenglicol.

Agentes de suspensién vy/c de incremento de viscosidad

(*‘medios de incrementos de viscosidad”): acacia, agar, &cido

alginico, moncestearato de aluminio, bentonita, bentonita
purificada, bentonita magma, carbémero 934p
carboximetilcelulosa calcio, carboximetilcelulosa sodio,
carboximetilcelulosa sodio 12, carraginan, celulosa de sodio
microcristalina y carboximetilcelulosa, dextrina, gelatina,

goma guar, hidroxietil celulosa, hidroxipropil celulosa,
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hidroxipropil metilcelulosa, silicato de magnesio aluminio,
metilcelulosa, pectina, ©éxido de polietileno, polivinil
alcohol, povidona, alginato propenilglicol, didéxido de
silicio, diéxido de silicio cocloidal, alginato de sodio,

tragacanto, goma xantano.

Agentes endulzantes {“medios endulzantes”): aspartame,
dextratos, dextrosa, dextrosa excipiente, fructosa, manitol,
sacarina, sacarina de calcio, sacarina de sodio, sorbitol,
solucidén de sorbitol, sucrosa, azucar comprensible, azdcar de

confitura, melaza.

Ligaduras de tableta (“medios de unién de tabletas”): acacia,

acido alginico, carboximetilcelulosa de sodio, celulosa
microcristalina, dextrina, etilcelulosa, gelatina, glucosa
liquida, goma guar, hidroxipropil metilcelulosa,
metilcelulosa, éxido de polietileno, povidona, almidén

pregelatinizado, melaza.

Tableta y/o diluyentes de céapsula (“medios diluyentes”):

carbonato de calcio, fosfatoc de calcio dibdsico, fosfato de
calcio tribasico, sulfato de calcio, celulosa
microcristalina, celulosa en polvo, dextratos, dextrina,

excipiente de dextrosa, fructuosa, caolin, lactosa, manitol,
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sorbitol, almidén, almidén pregelatinizado, sucrosa, azidcar

comprensible, azicar de confiteria.

Desinteqgrantes de tableta (“medios desintegrantes de

tabletas”): Acido alginico, celulosa microcristalina,

croscarmelosa sodio, corspovidona, potasio polacrilin,

almidén glicolato de sodio, almidén, almidén pregelatinizado.

Tableta y/o lubricantes de cdpsula (“medios de lubricacién”):

estearato de <calcio, gliceril behenato, estearato de
magnesio, aceite mineral 1ligero, polietilenglicol, esterail
fumarato de sodio, @&cidc estearico, 4cido estearico
purificado, talco, 4cido vegetal hidrogenado, estearato de

zinc.

Modificadores de Tonicidad (*‘medios que modifican

tonicidad”): son entendidos por ser moléculas que contribuyen

a la osmolalidad de una solucién. La osmolalidad de una
composicién farmacéutica es preferiblemente regulada con el
fin de maximizar la estabilidad de los ingredientes activos y
también minimizar la incomodidad del paciente luego de la
administracién. El suero es aproximadamente 300+/-50
miliosmolales por kilogramo. Se prefiere generalmente que la
composicién farmacéutica sea isoténica con suero, es decir,

que tenga la misma o© similar osmolalidad, que se logre
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mediante la adicién de un modificador de tonicidad, asi se
contempla que la osmolalidad sea de aproximadamente 180 a
aproximadamente 420 miliosmolales, sin embargo, se debe
entender que la osmolalidad puede ser o mayor o menor que las
condiciones especificas requeridas. Ejemplos de modificadores
de tonicidad adecuados para modificar 1la osmolalidad
incluyen, pero no estan limitadas a aminodcidos (por ejemplo
arginina, cisteina, histidina, y glicina), sales (por ejemplo
cloruro de sodio, cloruro de potasio y citrato de sodio) y/o
sacadridos ({(por ejemplo sucrosa, glucosa, dextrosa, glicerina
y manitol). La concentracién del modificador de tonicidad de
una formulacién puede estar entre aproximadamente 1lmM a 1M, o
aproximadamente 10mM a aproximadamente 200mM. En una
modalidad el modificador de tonicidad es cloruro de sodio
dentro de un rango de concentracién de OmM a 200mM. En otra
modalidad, el modificador de tonicidad es sorbitol o

trehalosa y no esta presente en cloruro de sodio.

Vehiculos (“medios de vehiculos”): saborizados y/o
endulazados (elixir aromidtico, elixir de benzaldehido
compuesto, elixir iso-alcohélico, aqua de pimienta, solucién
de sorbitol, melaza, melaza de balsamo de told); oleaginosa
(aceita de almendra, aceite de maiz, aceite de semilla de
maiz, etil oleato, isopropil miristato, isopropil palmitato,

aceite mineral, aceite mineral ligero, miristil alcohol,
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octildodecanol, aceite de oliva, aceite de mani, aceite
pérsico, aceite sésamo, aceite de soya, escualeno};
portadores de s6lido tales como esferos de azdcar; (agua
bacteriostatica para inyeccién, inyeccidédn de cloruro de sodio

bacteriostatica) estéril.

Agente repelente de agua (“medios repelentes de agqua”):

ciclometicona, dimeticona, cimeticona.

En ciertas modalidades, la composicién farmacéutica comprende
un compuesto seleccionado de 1lo siguiente, o cualquier
combinacién de estos: sales de 1) aminodcidos tales como
glicina, arginina, &cido aspértico, &acido glutédmico, 1lisina,
asparigina, glutamina, prolina; 2) carbohidratos, por ejemplo
monosacdridos tales como glucosa, fructuosa, galactosa,
manosa, arabinosa, xilosa, ribosa; 3) disacaridos, tales
como, trihalosa, maltosa sucrosa; 4) polisacaridos, tales
como maltodextrinas, dextranos, almiddén, glicégeno; 5)
alditoles, tal como, manitol, xilitol, lacticol, sorbitol; 6)
dcido glucordédnico, A4&cido galacturénico; 7) cilclodextrinas,
tales como metil ciclodextrina, hidroxipropil-f-ciclodextrina
y similares; 8) sales inorgdnicas, tal como cloruro de sodio,
cloruro de potasio, clorurc de magnesio, fosfatos de sodio y
potasio, carbo.nato de amonio de Acido bérico y fosfato de

amonio; 9) sales organicas, tales como acetatos, citrato,
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ascorbato, lactato; 10) agentes emulsificantes o
solubilizantes como acacia, dietanolamina, gliceril

monoestearato, lecitina, monoetalonamina, aceite acido
oléico, oleil alcohol, poloxamero, polisorbatos, lauril
sulfato de sodio, &cido esteadrico, monolaurato de sorbitén,
monoestearato de sorbitdn y otros derivados de sorbitéan,
derivados de poliexilo, cera, derivadc de polioxietileno,
derivados de sorbitan; 11) reactivos que incrementan las
viscosidad como, agar, 4cido alginico y sus sales, goma guar,
pectina, polivinil alcohol, é6xido de polietileno, celulosa y
sus derivados propilencarbonato, polietilenglicol, hexilen
glicol, tiloxapol; y 12) ingredientes particulares tales como
sucrosa, trehalosa, lactosa, sorbitol, lactiteol, inositol,
sales de sodioc y potasio tal como acetato, fosfatos,
citratos, borato, glicina arginina, ©éxido de polietileno,

polivinil alcohol, polietilenglicol, hexilenglicol, metoxi

polietilenglicol, gelatina, hidroxipropil-p-ciclodextrina.

Formas de liberacién sostenida

En una modalidad preferida de 1la invencién, se utilizan
formas de liberacidn sostenida (también denominadas formas
“de liberacién controlada”) de polipéptidos TNFR2 cristalinos
son utilizados, incluyendo formas de liberacién sostenida de

TNFR2: Fc cristalina; formas de liberacién sostenida o
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controlada comprenden polipéptido cristalino y una sustancia
(los “medios de liberacién sostenida”) para extender 1la
liberacién fisica o la disponibilidad biolégica del
polipéptido cristalino durante un periodo deseado de tiempo.
Las formas de liberacién sostenida adecuadas para uso en los
métodos descritos incluyen, pero no estan limitados a,
polipéptidos TNFR2 cristalinos que son encapsulados en medios
de liberacién sostenida tales como polimeros biocompatibles
de lenta disclucidén (por ejemplo, los portadores poliméricos
descritos aqui, las microparticulas de alginato descritas en
la U.S. 6,036,978, o el polietileno-acetato de vinilo y las
composiciones de poli (&cido lactico-glucdlico) descritas en
la U.S. 6,083,534), mezcladas con tal polimero (que incluye
hidrogeles tépicamente aplicados), y o guardados en un
implante semipermeable biocompatible. Modalidades adicionales
de la invencién incluyen formas de liberacién sostenida
adicionales tales como microparticulas poliméricas, en donde
una vez sea del ingrediente activo y medios de liberacién
sostenida tales como polimeros (por ejemplo, PLGA) estan
dispersos dentro de una fase continua, y la dispersién
resultante es directamente liofilizada para remover agua y
solvente orgénicos o aditivos y forman dichos microparticulas
(patente U.S. No. 6,020,004); composiciones de gel inyectable
se comprenden un polisacérido aniénico biodegradable tal como

un alginato éster, un polipéptido y al menos un ién de metal
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polivalente unido (patente U.S. No. 6,432,449); matices
poliméricas biodegradables inyectables que tienen propiedades
de gelificacién térmica inversa y opcionalmente gelificacién
que responde a pH/ propiedades de desgelificacién (patente
U.S. No. 6,541,0333 y 6,451,346); suspensiones poliol: aceite
bicompatibles tal como aquellas en dbénde la suspensién
comprende poliol en el rango de desde aproximadamente 15% a
aproximadamente 30% en peso (patente U.S. No. 6,245,740).
Tales formas de liberacién son adecuadas para suministro
continuoc de polipéptidos a través de la administracién en la
forma de un depésito, en dénde el depdésito puede ser un
implante, o puede ser en la forma de microesferas
inyectables, nanoesferas, o geles. La 1lista anterior de
patentes U.S. (patente U.S5. No. 6,036,978; 6,083,534;
6,020,004; 6,432,449; 6,541,033; 6,451,346 y 6,245,740) se
incorporan en su totalidad como referencia aqui. Ademas las
formas de liberacién sostenida o controlada de polipéptidos
cristalinos de la invencién comprenden tipos de medios de
liberacién sostenido tales como aquellos descritos en Kim,
C., 2000, “Controlled Release Dosage Form Desing”, Techonomic
Publishing Co., Lancaster PA, 9que incluye los siguientes
peclimeros naturales, (gelatina, &cido alginico de sodio, goma
xantano, goma arédbica, o chitosan), polimeros semisintéticos
o derivados de celulosa (metilcelulosa, etilcelulosa,

hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa,
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hidroxietilmetilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa.
Carboximetilcelulosa de sodio, acetato de celulosa, butirato
acetato de celulosa, propionato acetate de celulosa,
acetatoeftalato de celulosa, o eftalato de hidroxipropilmetil
celulosa), y polimeros sintéticos (resinas de intercambio de
ién (Acido metacrilico, poliestireno sulfonatado/
divinilbenceno), acido poliacrilico (Carbopol), poli
(MMA/MAA) poli (MMA/DEAMA), poli (MMA/EA), poli (eftalato de
vinil acetato), poli (vinil alcohol}, poli (vinil
pirolidona), poli {acido lactico), poli (4cido glicédlico),
poli {&cido lactico/glicélico), polietilenglicol, éxido de
polietileno, poli (dimetil silicona), poli (hidroxietil
metacrilato), poli (etileno/vinil acetato), poli (etileno-
/vinil alcohol), polibutadieno, peoli (anhidrido), poli

(ortoester), y poli {acido glutamico)).

Las modalidades adicionales de 1la invencidédn incluyen
cristales de polipéptidos TNFR2 encapsulados en al menos un
portador polimérico para formar microesferas en virtud de la
encapsulacién dentro de la matriz del portador polimérico
para preservar su estructura terciaria nativa biolégicamente
activa, como se describié en la patente U.S. No. 6,541,606,
que se incorpora en su totalidad como referencia aqui. Los
cristales de polipéptido TNFR2 o las formulaciones de estos

para hacer encapsulados son suspendidas en un portador
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pelimérico tal como PLGA el cual se disuelve en un solvente o
aditivo organico. Tales cristales de polipéptido TNFR2
encapsulados mantiene la actividad biolégica del polipéptido
TNFR2 durante un mayor periodo de tiempo que los polipéptidos
TNFR2 en solucién cuando se almacenan bajo condiciones

comparables.

Modalidades Ilustrativas

La formulacién puede comprender aproximadamente 25 a 50 mg de
polipéptidos TNFR2 o etanercept, en dbénde el polipéptido
TNRF2 o etanercept es reconstituido de formas cristalinas,
aproximadamente 10 mM a aproximadamente 100 mM de L-arginina,
aproximadamente 10 mM a aproximadamente 500 Mm de fosfato de
sodio aproximadamente 0.75% a aproximadamente 1.25% de
sucrosa, aproximadamente 50 mM a aproximadamente 150 mM de
NaCl, a aproximadamente pH 6.0 a aproximadamente pH 7.0. En
otra modalidad la L-arginina se puede reemplazar con L-
cisteina (a aproximadamente 1 a aproximadamente 500
micromolar) en la formulacién. En otra modalidad, el pH puede
ser aproximadamente pH 7.0. En otra modalidad, la composicién
farmacéutica comprende 25 mg/ml de TNFR2 cristalino,
aproximadamente 25 mM de L-arginina, aproximadamente 25 mM de
fosfato de sodio, aproximadamente 99 mM de cloruro de sodio,

y aproximadamente 1% de sucrosa o un pH 6.2. En otra
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modalidad, en dénde el etanercept cristalino o el etanercept
reconstituido de la forma cristalina tiene un nivel mayor
biolégica por unidad de etanercept que las preparaciones de
etanercept no cristalizadas, la formulaciédn puede comprender
aproximadamente 10 a aproximadamente 50 mg de etanercept
cristalino o etanercept reconstituido de forma cristalina o
aproximadamente 15 a aproximadamente 25 mg de etanercept

cristalino o etanercept reconstituido de forma cristalina.

Formulaciones de Ensayo para Estabilidad de Polipéptido vy

Actividad Bioldgica

En aun otra modalidad, la invencién suministra un método  para
ensayar la estabilidad acelerada de la estabilidad de un
polipéptido TNFR2 cristalino en una composiciédn farmacéutica
de la invencién que comprende las etapas de ensayar la
actividad del polipéptido formulado de acuerdo con 1la
invencidén antes de almacenamiento, es decir, tiempo cero;
almacenar la composicién a 37° C durante un mes y medir la
estabilidad del polipéptido; y comparar 1la forma de
estabilidad del tiempo cero con aquella de el punto de tiempo
mensual. Esta informacién es de ayuda para la eliminacién
temprana de tandas o lotes que parecen tener buena
estabilidad inicialmente, perc gque no se almacenan bien

durante periodos mayores.
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Ma4s adtn, la presente composicién farmacéutica suministra
almacenamiento mejorado de largo plazo de tal forma gque el
ingrediente activo, por ejemplo, un polipéptido TNFR2
cristalino es estable durante el curso del almacenamiento o
en estado liquido o congelado. Como se utiliza aqui, la frase
almacenamiento de “largo plazo” se entiende que significa que
la composicién farmacéutica se puede almacenar durante tres
meses O mas, durantes seis meses © mas, y preferiblemente
durante un afio o més. También se entiende por almacenamiento
a largo plazo que la composicién farmacéutica se almacena
como un liquido a 2-B° C o se congela, por ejemplo, a -20° C
o mis frio. También se puede contemplar que la composicién se
puede congelar y descongelar mas de una vez. El1 término
“estable” con respecto al almacenamiento a largo plazo se
entiende que significa que el polipéptido activo de 1la
composicién farmacéutica no pierde mis del 20%, o mas
preferiblemente el 15%, o atn mds preferiblemente el 10%, y
mids preferiblemente el 5% de su actividad relativa a la
actividad de la composicién al inicio del almacenamiento. La
actividad del polipéptido TNFR2 se puede ensayar mediante una
cualquiera de un nGmero de ensayos, que incluye ensayos de
unién de ligando tal como los ensayos ELISA, en donde el
ligando se une a un soporte sélido, preparaciones de ensayo y

control de polipéptidos TNFR2 se agregan, y la unién del
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polipéptido  TNFR2 al ligande se detecta utilizando
anticuerpos anti-Ig marcados dirigidos al componente Ig del
polipéptido TNFR2. Ademas, los ensayos tales como aquellos
descritos en el ejemplo 6 se pueden utilizar para detectar
actividad biolégica de los polipéptidos TNFR2 que se unen a
TNF, o pueden ser modificados para actividad de ensayo de

polipéptidos de TNFR2 que se unen a otros ligandos.

Administracién y Dosificacién

Como se utiliza aqui, “administracién de TNFR2 cristalina” o
“administracién de polipéptidos TNFR2 cristalinos” significan
la administracién de una composicién farmacéutica que
comprende polipéptidos TNFR2 cristalinos, © preparados

utilizando polipéptidos TNFR2 cristalinos.

Cualquier ruta eficaz de administracién se puede utilizar
para administrar terapéuticamente TNFR2 cristalino. Si se
inyecta el TNFR2 cristalino se puede administrar, por
ejemplo, por via intraarticular, intravenosa, intramuscular,
intralesional, intraperitoneal, o subcuténea mediante
inyeccién de bolo o mediante infusién continua. Otros medios
adecuados de administracién incluyen liberacién sostenida de
implantes, depdsitos (implantades o inyectado), supositorios,

inhalacién de aerosol, gotas de ojos, reparaciones orales,
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incluyendo pildoras, melazas, trocisco, o goma de mascar, y
preparaciones tépicas tal como lociones, geles, pulverizados,
ungllentos, u otras técnicas adecuadas. Cuando el TNFR2
cristalino en combinacién con uno o mas de otros compuestos
bioldgicamente activos éstos se pueden administrar por las
mismas o diferentes rutas, y se puede administrar simultlnea,

separada o secuencialmente.

Las dosis apropiadas se pueden determinar en ensayos de
dosificacién estdndar, y pueden variar de acuerdo con la ruta
de administracién escogida. La cantidad y frecuencia de 1la
administracién dependerd de tales factores como la naturaleza
y severidad de la indicacidén que estd siendo tratada, 1la
respuesta deseada, la edad y condicién del paciente, y asi
sucesivamente. En los siguientes regimenes de dosificacién,
la cantidad del TNFR2 cristalino administrada se entiende por
ser la cantidad de TNFR2 cristalino para composiciones
farmacéuticas que comprende TNFR2 cristalino, o la cantidad
de polipéptido TNFR2 para composiciones farmacéuticas
preparadas utilizando TNFR2 cristalino. En una modalidad de
la invencién, el TNFR2 cristalino se adminilistra una vez por
semana para tratar un desorden médico o condiciones descrita
aqui, en otra modalidad se administra al menos dos veces por
semana, y en otra modalidad se administra al menos tres veces

por semana. Un paciente adulto es una persona que tiene 18
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afios de edad o mAs. Si se inyecta la cantidad efectiva del
TNFR2 cristalino por dosis de adulto varia desde 1-20 mg/m?
de 4rea de superficie de cuerpo, y preferiblemente es de
cerca de 5-12 mg/m?. Alternativamente, se puede administrar
una dosis exacta, cuya cantidad varia de 5-100 mg/dosis. Los
rangos de dosis de ejemplo para una dosis exacta a ser
administrada mediante inyeccién subcutdnea son 5-25 mg/dosis,
25-50 mg/dosis y 50-100 mg/dosis. En una modalidad de 1la
invencién, 1las varias indicaciones descritas adelante se
tratan al administrar una preparacién aceptable para
inyeccién que contiene o se prepara de TNFR2 cristalino a 25
mg TNFR2 por dosis, o alternativamente, que contiene 50 mg
por dosis. La dosis de 25 mg o 50 mg se puede administrar
repetidamente, particularmente para condiciones crénicas. Si
gse utiliza wuna ruta de administracién diferente de 1la
inyeccién, la dosis se ajusta apropiadamente de acuerdo con
las préActicas médicas estAndar. En varios casos, se obtendra
una mejora en la condicién del paciente al inyectar una dosis
de cerca de 25 mg de TNFR2 cristalino una a tres veces por
semana durante un periodo de al menos tres semanas, © una
dosis de 50 mg de TNFR2 cristalino una o dos veces por semana
durante al menos tres semanas, aungque periodos de tratamiento
més largos pueden ser necesarios pata inducir el grado
deseado de mejora. Para condiciones crénicas incurables, el

régimen se puede continuar indefinidamente, con ajustes que
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se hacen a la dosis y frecuencia si se juzga necesario por el

médico del paciente.

Para pacientes pedidtricos (edad 4-17), un régimen adecuado
involucra la inyeccién subcutdnea de 0.4 mg/kg de peso
corporal, hasta un méximo de 25 mg por dosis de TNFR2
cristalino, administrado mediante inyeccién subcuténea una o

mis veces por semana.

Adicionalmente a 1los pacientes humanos, los polipéptidos
TNFR2 cristalinos son Gtiles en el tratamiento de condiciones
médicas como se describe aqui que afligen a animales no
humanos, tales como mascotas (perros, gatos, aves, primates,
etc.), animales de granjas domésticas (rebafos de caballos,
ovejas, cexrdos, aves, etc.}) o cualquier animal que sufra de
una condicidn comparable a una de las condiciones descritas
aqui. En tales instancias, se puede determinar una dosis
apropiada de acuerdo con el peso corporal del animal. Por
ejemplo, se puede utilizar una dosis de 0.2-1 mg/kg.
Alternativamente, la dosis se determina de acuerdo con el
Area de superficie del animal, una dosis de ejemplo varia de
0.1-20 mg/m’ de 4&rea de superficie corporal, o mas
preferiblemente de 5-12 mg/m? de &rea de superficie corporal.
Para animales pequefios, tales como perros o gatos, una dosis

adecuada es 0.4 mg/kg de peso corporal. En otra modalidad, el
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TNFR2 cristalino (en donde el polipéptido TNFR2 se expresa
preferiblemente a partir de genes derivados de las mismas
especies segin el paciente) se administra mediante inyeccién
u otra ruta adecuada una o mas veces por semana hasta que la
condicién del animal se mejore, o estas se puedan administrar

indefinidamente.

En otra modalidad, en donde el polipéptido TNFR2 cristalino o
el polipéptido TNFR2 reconstituido de la forma cristalina
tienen un nivel mayor de actividad bioldégica por unidad de
polipéptido TNFR2 que las preparaciones de polipéptido TNFR2
no cristalizadas, 1las dosis dadas por encima se pueden
reducir apropladamente, basados en el grado de incremento de
la actividad biolégica del polipéptido TNFR2 cristalino. Por
ejemplo, las dosis anteriores se pueden reducir a 50% de las
anteriores dosis y las dosis wvarian si la cristalizacién
incrementa la actividad biolégica dos veces por unidad de
polipéptido TNFR2; en otras modalidades, las dosis se reducen
de 10 a 95% de la dosis superior, o de 25 a 75% de la dosis

superior, o 60% o 70% u 80% de la dosis superior.

La invencién incluye ademds la administracién de TNFR2
cristalino concurrentemente con una o mas de otras drogas que
gse administran al mismo paciente en combinacién con 1la

composicién farmacéutica que comprende polipéptidos TNFR2
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cristalino, o preparado al utilizar polipéptidos TNFR2
cristalino, cada droga se administra de acuerdo con un
régimen adecuado para tal medicamento. La ™“administracién
concurrente” abarca el tratamiento simultidneo o secuencial
con los componentes de la combinacién, asi como también
regimenes en los que las drogas se alternan, o en donde se
administra un componente a largo plazo y los otros se
administran intermitentemente. Se pueden administrar
componentes en la misma composicién o© en composiciones
separadas, Yy mediante la misma o diferentes rutas de

administracidn.

Usos Terapéuticos

La invencién pertenece a métodos para tratar varios
desérdenes médicos al administrar polipéptidos  TNFR2
cristalinos. Los polipéptidos TNFR2 cristalinos se pueden
administrar en combinacién c¢on otras moléculas activas
biolégicamente, mediante una forma ejemplificada mediante,
pero no limitada a, la combinacién y/o terapias concurrentes
descritas aqui. Esta invencién suministra compuestos,
composiciones, y métodos para tratar un paciente mamifero que
incluye un paciente humano, que sufre de un desorden médico.
Para propdsitos de esta descripcién, los términos ™“mal”,

“*enfermedad”, “condicién médica”, “condicién anormal” vy
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gimilares se utililizan intercambiablemente con el término

“desorden médico”.

De acuerdo con esta invencién, a los pacientes que tienen
desérdenes médicos se les administra una cantidad
terapéuticamente efectiva de un polipéptido TNFR2 cristalino.
El polipéptido TNFR2 cristalino puede ser la forma cristalina
de un receptor TNF-alfa soluble que se une al TNF-alfa tal
como TNFR2:Fc cristalino. Como se utiliza aqui, la frase
“administrar una cantidad terapéuticamente efectiva” de un
agente terapéutico significa que el paciente se trata con el
agente en una cantidad y durante un tiempo suficiente para
inducir una mejora sostenida sobre una linea base en al menos
un indicador que refleja la severidad del desorden. Una
mejora, se considera “sostenida” si el paciente exhibe 1la
mejora en al menos dos ocasiones separadas por una o mas
semanas. El grado de mejora se determina basado en signos o
sintomas y también se pueden emplear cuestionarios de
determinaciones que se administran al paciente, tales como
cuestionarios de calidad de vida. Varios indicadores que
reflejan el alcance de la enfermedad del paciente se pueden
evaluar para determinar si la cantidad y el tiempo del
tratamiento son suficientes. El valor de la linea base para
el indicador escogido o indicadores se establece mediante el

examen del paciente antes de la administracién de la primera
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dosis del etanercept cristalino u otro polipéptido TNFR2
cristalino. Preferiblemente, el examen de la linea base se
hace dentro de aproximadamente 60 dias de la administracién
de la primer dosis. Si el polipéptido TNFR2 cristalino esta
siendo administrado para tratar sintomas agudos, tales como
por ejemplo tratar una lesién traumidtica de rodilla, la
primera dosis se administra tan pronto como sea practicamente

posible después de que ha ocurrido la lesién.

Se indujo la mejora al administrar el polipéptido TNFR2
cristalino hasta que el paciente manifiesta una mejora sobre
la linea base para el indicador o indicadores escogidos. En
el tratamiento de condiciones crénicas, este grado de mejora
se obtiene al administrar repetidamente este medicamento
durante un periodo de al menos un mes o© mas, por ejemplo
durante uno, dos, o tres meses mas, o indefinidamente. Un
periodo de una a seis semanas, o auin una dosis Gnica, a
menudo es suficiente para tratar condiciones agudas. Para
lesiones o condiciones agudas, una dosis tUnica puede ser
suficiente. Aunque el alcance de la enfermedad del paciente
después de tratamiento puede parecer mejorar de acuerdo con
uno o mas indicadores, el tratamiento se puede continuar
indefinidamente al mismo nivel o en una dosis o frecuencia

reducida. Una vez se ha reducido el tratamiento o se ha
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descontinuado, este puede ser reasumido al nivel original si

los sintomas reaparecieran.

En una modalidad, los desérdenes médicos a ser tratados con
polipéptidos TNFR2 cristalinos se caracterizan por niveles
TNFR-alfa excesivos o© anormales. Se ha propuesto que un
exceso localizado o sistémico de TNF-alfa contribuye a 1la
progresién de numerosos desérdenes médicos. Por ejemplo,
pacientes con falla cardiaca crénica tienen niveles elevados
de suero TNF-alfa que han sido mostrados por incrementarse
con la progresién de la enfermedad (ver, por ejemplo, Levine
et al., N Eng J Med 323:236-241, 1990). Una variedad de otras
enfermedades se asocia con niveles elevados de TNF-alfa (ver,
por ejemplo, Feldman et al., Transplantation Proceedings
30:4126-4127, 1998). Se ha sugerido que la supresién del TNF-
alfa puede ser benéfico en pacientes que sufren de desérdenes
caracterizados por expresiédn de TNF-alfa excesiva o anormal.
Sin embargo, auque se han hecho progresos al idear
tratamientos efectivos para tales enfermedades, se necesitan

medicamentos y métodos mejorados de tratamiento.

Se suministran aqui métodos para tratar un namero de
desdrdenes médicos caracterizados por la expresiédn TNF-alfa
anormal al administrar polipéptidos TNFR2 cristalino, tales

como la forma cristalina de un receptor TNF-alfa soluble tal
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como TNFR2:Fc, durante un periodo de tiempo suficiente para
inducir una mejora sostenida en la condicidn del paciente.
Los métodos objeto involucran administrar al paciente una
formulacién que comprende o se prepara al utilizar, un
polipéptido TNFR2 cristalino que es capaz de reducir 1la
cantidad efectiva de TNF-alfa end6geno biolégicamente activo,
tal como para evitar la unién del TNF-alfa a su receptor de

superficie celular (TNFR).

Desédrdenes Cardiovasculares

Los desérdenes cardiovasculares son tratables con
polipéptidos TNFR2 cristalinos descritos, composiciones
farmacéuticas de estos, y/o terapias de comﬁinacibn. Ejemplos
de desérdenes cardiovasculares tratables con un polipéptido
TNFR2 cristalino, tal como TNFR2:Fc cristalino incluyen:
aneurismas adrticas; arteritis; oclusién vascular, que
incluye oclusién arterial cerebral. Complicaciones de cirugia
de by-pass coronario; isquemia/repercusién; ataque cardiaco,
que incluye enfermedad aterosclerética del corazén,
miocarditis, que incluye miocarditis autoinmune crénica y
miocarditis wviral, falla cardiaca, que incluye falla cardiaca
(CHF), caquexia de falla cardiaca; infarto del miocardio;
restenosis después de cirugia de corazdén; isquemia miocardial

silenciosa; complicaciones post-implantacién de dispositivos
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de asistencia de ventriculo izquierdo; fenémeno de Raynaud;
tromboflebitis; wvasculitis, que incluye vasculitis Kawasaki,
artritis de célula gigante, granulomatosis Wegener; y plrpura

Schoenlein-Henoch.

Adicionalmente, el TNFR2:Fc u otros polipéptidos TNFR2
cristalinos descritos aqui se pueden utilizar en combinacién
con terapias de célula madre angiogénica o mieloide para el
tratamiento de enfermedad cardiovascular, que incluye
cardiomiopatia de origen isquémice o no isquémico, terapia
angiogénica post-infarto de miocardio o tratamientc de
enfermedad arterial periférica. Células madres ttiles para
este propdsito incluyen células madre mesenquimales y células
precursoras endoteliales, tales como aquellas encontradas en
bazo, higado fetal, médula é6sea (patente Estadounidense No.
5,486,359; Deisher T, Drugs 3(6):649-53 (2000); Huss R, Stem
Cells 18:1-9 (2000); Huss et al., Stem Cells 18:252-60
(2000) . Los polipéptidos TNFR2 cristalinos se pueden dar
concurrentemente con transplantes de células madre asi como
también con tratamientos con factores de crecimiento de

célula madre diferenciada o proliferativa.

El TNF-alfa y el IL-8 se han implicado como factores
quimotacticos en aneurisma adrtica abdominal

arterioesclerética {Szekanecz et al., Pathobiol 62: 134-13%9
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(1994)). La aneurisma aértica abdominal se puede tratar en
pacientes humanos al administrar un polipéptido TNFR2
cristalino, tal como TNFR2:Fc cristalino, que se puede
administrar en combinacién con un inhibidor de IL-8, tal
tratamiento tiene el efecto de reducir la

neurovascularizacién patolédégica asociada con esta condicién.

Los estudios han mostrado que las metaloproteinasas (MMP) son
un elemento clave en la remodelaciédn miocardial y fibrosis.
Asi, administrar polipéptidos TNFR2 cristalino para inhibir
el TNF-alfa y la respuesta inflamatoria en conjunto con la
inhibicién directa del MMP reducir&, evitard, o reversarA,
desérdenes tales como la disfuncién de la bomba ventricular
izquierda. Esto se acompafia mediante una coadministracién de
un polipéptido  TNFR2 cristalino, tal como TNFR2:Fc
cristalino, junto con un inhibidor MMP. Alternativamente, el
tratamliento de la disfuncién de bomba ventricular izquierda
puede involucrar administrar un polipéptido TNFR2 cristalino

sin el uso concurrente de un inhibidor MMP.

Cualquiera de los polipéptidos TNFR2 cristalinos descritos o
tratamientos de combinacién descritos aqui también se pueden
utilizar para tratar hiperlipidemia combinada familiar (FCH).
El FHC es una dislipidemia caracterizada por la enfermedad

cardiaca coronaria prematura. Los pacientes con FCH son
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genéticamente defectuosos en su gen TNFRII, tienen bajos
niveles de niveles de TNFRII en sSus cuerpos Yy parecen
hiperesponder a los efectos deletéreos del TNF-alfa endégeno
(van Greevenbroek et al., 2000, Atherosclerosis 153:1-8). La
enfermedad cardiaca coronaria, resistencia a la insulina y
obesidad asociada con FCH se puede reducir o evitar al
administrar a pacientes con FCH uno cualquiera de los
polipéptidos TNFR2 cristalinos descritos aqui, tales como
etanercept cristalino o TNFR2:Fc cristalino. Adicionalmente,
el tratamiento con polipéptido TNFR2 cristalino para FCH se
puede administrar concurrentemente con reduccién de grasa
dietaria y colesterol y/o con una o mds de otras drogas
utilizadas para tratar esta condicién, que incluyen resinas
secuestrantes de 4cido de bilis (colestiramina y colestipol),
dcldo nicotinico, niacina, una droga reductora del
colesterol, tal como gengefibrosil o probucol, © uno de los
inhibidores de reductasa HMG-CoA o “estatina”, tales como
lovastatina o pravastatina. En otro aspecto de la invencién,
los polipéptidos TNFR2 cristalino se utilizan para tratar
pacientes que han elevado los niveles de suero de la proteina
C-reactiva (CRP) y dquienes estdn en riesgo para ataque
cardiaco atn cuando su colesterol puede ser reducido (Ridker

et al., 2001, New Eng J Med 344: 1959-1965).

Infecciones y Lesiones
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Los polipéptidos TNFR2 cristalinos descritos, composiciones
y/o combinacién de terapias de combinacién descritas aqui son
Gtiles en medicina para tratar infecciones bacterianas,
virales o protozoales, y complicaciones que resultan de
estas. Una de tales enfermedades es la Micoplasma pneumonia.
Adicionalmente, se suministra aqui el uso de polipéptidos
TNFR2 cristalino para tratar SIDA y condiciones relaciconadas,
tales como complejo de demencia del SIDA, emanaciones
asociadas con SIDA, lipidistrofia debida a terapia
antiretroviral; y sarcoma de Kaposi. Se suministra aqui el
uso de polipéptidos TNFR2 cristalino para tratar enfermedades
protozoarias, incluye malaria (que incluye malaria cerebral)
y esquistosomiasis. Se suministra adicionalmente el uso de
polipéptidos TNFR2 cristalino para tratar leprosum nodosum
erythema; meningitis bacterial o wviral; tuberculosis, que
incluye tuberculosis pulmonar; y neumonitis secundaria para
una infeccién bacteriana o viral. También se suministra aqui
el uso de polipéptidos TNFR2 cristalino para preparar
medicamentos para tratar fiebres o recaida de nacimiento del
piojo, tales como agquellas originadas por Borrelia
recurrentis. Los polipéptidos TNFR2 cristalinos también se
pueden utilizar para preparar un medicamento para tratar
condiciones originadas por virus herpes; tal como queratitis

estromal herpética, lesiones corneales, y desdérdenes de la
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cérnea inducidas por virus. Adicionalmente, se pueden
utilizar polipéptidos TNFR2 cristalinos en el tratamiento de
infecciones de papillomavirus humano, asi como también en el
tratamiento de mononucleosis infecciosa. También se utilizan
polipéptidos TNFR2 cristalinos para preparar medicamentos
para tratar la influenza, asi como también para tratar
miopatia y polineuropatia de enfermedad critica (CIPNM), un
sindrome inflamatorio que ocurre ocasionalmente en conjunto
con enfermedad séptica prolongada. Los polipéptidos TNFR2
cristalinos objeto también se utilizan para tratar
encefalopatia espongiforme transmisible, que se cree se media

por priones.

Otro desorden que se puede tratar con cualquiera de los
polipéptidos TNFR2 cristalinos descritos, composiciones
farmacéuticas de estos, y/o terapias de combinacién es
mielopatia (TSP/HAM) asociada con paraparesis/HTLV-1
espastica tropical. Esta enfermedad se origina por 1la
infeccibébn con el retrovirus HTLV~1 humano. Recientes estudios
han sugerido que el TNF-alfa puede jugar un papel en la toma
de glutamato reducida exhibida por las células infectadas con
HTLV (Szymocha et al., 2000, J Virol 74: 6433-6441). El
TSP/HAM es una condicién lentamente progresiva de la espina
dorsal que origina debilidad y rigidez del misculo en las

piernas, a menudo acompafiade por una pérdida de sensacién en
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los pies. Tratamientos conocidos para esta condicién incluyen
corticosteroides y plasmaféresis. E1 TSP/HAM se puede tratar
con cualquiera de los polipéptidos TNFR2 cristalinos
descritos aqui, cualquiera de los cuales se puede administrar
concurrentemente con un corticosteroide, plamaféresis o
ambos. Un polipéptido TNFR2 cristalino para tratar TSP/HAM es
TNFR2:Fc cristalino. La suficiencia del tratamiento se
determina al monitorear el paciente para mejoramiento de la
fuerza en las piernas, © una detencidén del deterioro del
paciente o mediante cualesquier otros medios considerados

apropiados por el médico del paciente.

Otras condiciones tratables mediante los polipéptidos TNFR2
cristalinos descritos, composiciones y/o terapias de
combinacién incluyen aguellos que resultan de lesiones a la
cabeza o espina dorsal e incluyen hematoma subdural debido a

trauma en la cabeza.

Desdrdenes Neuroldgicos, Dolor, y Fiebre

La jaqueca cervicogénica es una forma comin de jaqueca que se
origina de la disfuncién en el &area del cuello, y que se
asocia con niveles elevados de TNF-alfa, que se cree median
una condicién inflamatoria que no contribuye al confort del

paciente (Martelleti, Clin Exp Rheumatol 18(2 Supp 19): S33-8
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(Mar-Apr, 2000)). La jaqueca cervicogénica se puede tratar al
administrar polipéptidos TNFR2 cristalinos como se describe
aqui, reduciendo por lo tanto la respuesta inflamatoria y el

dolor de jaqueca asociado.

Adicionalmente, los polipéptidos TNFR2 cristalinos objeto,
composiciones y/o terapias de combinacién se utilizan para
tratar condiciones de dolor crénico, tales como dolor pélvico
crénico, que incluye sindrome de dolor prostatitis/pélvico
crénico. Como un ejemplo adicional, los polipéptidos TNFR2
cristalinos, composiciones y/o terapias de combinacién de la

invencién se utilizan para tratar dolor post-herpético.

Los polipéptidos TNFR2Z cristalinos, composiciones y/o
terapias de combinacién son uGtiles para tratar amiloidosis
primaria. Adicionalmente, la amilcidosis secundaria que es
caracteristica de varias condiciones también es tratable con
polipéptidos TNFR2 cristalinos tales como TNFR2:Fc
cristalino, y las composiciones y/o terapias de combinacién
descritas aqui. Tales condiciones incluyen: enfermedad de
Alzheimer, amiloidosis reactiva secundaria, sindrome de Down;
y amiloidosis asociada con didlisis. También es tratable con
los compuestos, composiciones y/o terapias de combinacién de
la invencién los sindromes de fiebre periddica heredados, gque

incluyen fiebre mediterrénea familiar, sindrome de fiebre
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periédica hiperinmunoglobulina D y sindrome periédico

asociado con receptor TNF (TRAPS).

Los polipéptidos TNFR2 cristalinos descritos, composiciones,
y/o terapias de combinacién adicionalmente son Gtiles para
tratar polineuropatia aguda; anorexia nervosa; pardlisis de
Bell; sindrome de fatiga crénica; demencia transmisible, que
incluye enfermedad Creutzfeld-Jacob; neuropatia
desmienilacién; sindrome Guillain-Barre; enfermedad de disco
vertebral; sindrome de la guerra del Golfo; miastenia gravis;
isquemia cerebral silente; desdérdenes del suefio, que incluyen
narcolepsia y apnea del suefio; degeneracién neuronal crénica;

y apoplejia, que incluye enfermedades isquémicas cerebrales.

Desérdenes Oncolégicos y Hematoldgicos

Se suministran aqui métodos para utilizar polipéptidos TNFR2
cristalinos, composiciones y/o terapias de combinacién para
tratar varios desérdenes hematoldgicos y oncolédgicos. Por
ejemplo, los polipéptidos TNFR2 cristalinos se utilizan para
tratar varias formas de cancer, que incluyen leucemia
mielégena agquda, carcinoma nasofaringeo de virus positivo
Epstein-Barr, carcinoma de vejiga de vesicula, glioma, colon,
estémago, préstata, célula renal, cénceres de ovario vy

cervical, céncer de pulmén (SCLC y NSCLC), que incluye ndusea
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asociada con céncer, caquexia asociada con cancer, fatiga,
astenia, sindrome paraneoplasico de caquexia e hipercalcemia.
Enfermedades adicionales tratables con polipéptidos TNFR2
cristalinos sujetos, composiciones y/o terapilas de
combinacién son tumores sélidos que incluyen sarcoma,
osteosarcoma, y carcinoma, tales como adenocarcinoma (cdncer
de seno) y carcinoma de célula escamosa. Adicionalmente, los
compuestos objeto, composiciones y/o terapias de combinacién
son utiles para tratar leucemia, que incluyen leucemia
mielédgena crénica aquda, leucemia linfoblAstica aguda o
crénica, y leucemia por tricoleucitos. Otras malignidades con
potencial metastadtico invasivo se pueden tratar con los
compuestos objeto, composiciones, y/o terapias de combinacién
que incluyen mieloma maltiple. Cuando se utilizan
polipéptidos TNFR2 cristalinos para tratar un tumor, este
tratamiento se puede administrar en combinacién con
anticuerpos objetivo para proteinas de membrana que se
expresan en un nivel alto en el tumor particular a ser
tratado. Por ejemplo, tumores tales como tumor de seno,
ovario, y carcinoma de préstata y otros tumores Her2-
positivos, puede ser administrade con TNFRC2:Fc cristalino u
otros polipéptidos TNFR2 cristalinos en combinacién con
anticuerpos contra Her2/neu, tales como HERCEPTIN® (Conocido
genéricamente como “trastuzumab;” Genentech, Inc.). El

cancer, por ejemplo cancer de ovario o cancer de préstata,
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puede ser tratado mediante administracién concurrente de un

polipéptido TNFR2 cristalino, tal como TNFR2:Fc cristalino, e
interferén-y (Windbichler et al., 2000, British J Cancer

82:1138-1144).

Varios desérdenes limfoproliferativos también son tratables
con los polipéptidos TNFR2 cristalino, composiciones, y/o
terapias de combinacién. Estas incluyen, pero no estan
limitadas a sindrome limfoproliferativo autoinmune (ALPS),
leucemia linfoblastica crénica, leucemia por tricoleucitos,
leucemia linfAtica crénica, linfoma de célula T periférica,
linfoma linfocitica pequefla, linfoma de célula de manto,
linfoma folicular, linfoma de Burkitt, linfoma de célula T de
virus positivo Epsteiri-Barr, linfoma histiocitico, enfermedad
de Hodgkin, linfoma difuso agresivo, leucemias linfaticas
agudas, enfermedad linfoproliferativa gama T, linfoma de
célula B cutdnea, linfoma de célula T cutdnea (es decir,

micosis fungoides) y sindrome Sézary.

Adicionalmente, los polipéptidos TNFR2 cristalinos descritos,
composiciones y/o terapias de combinacién se pueden utilizar
para tratar anemias y desdérdenes hematolégicos que incluyen
anemia de enfermedad crénica, anemia aplésica, que incluye
anemia aplésica de Fanconi; pirpura trombocitopénica

idiomatica (ITP); sindromes mielodisplasicos (que incluyen
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anemia refractaria, anemia refractaria con sideroblastos
anillados, anemia refractaria con exceso de blastos, anemia
refractaria con exceso de blastos en transformacién);
metaplasia mielofibrosis/mieloide; y crisis vasoclusiva de
célula y crisis vasoclusiva de célula calciforme.
Adicionalmente, los polipéptidos TNFR2 cristalinos, tales
como TNFR2:Fc cristalinos, son Gtiles para tratar neutropenia

idiomatica crénica.

Una combinacién de polipéptido TNFR2 cristalino y uno o mis
factores anti-angiogénesis se pueden usar para tratar tumores
sbélidos, reduciendo por lo tanto la vascularizacién que nutre
el tejido del tumor. Factores anti-angiogénicos adecuados
para tales terapias de combinacién incluyen inhibidores IL-8,
angiostatina, endostatina, kringle 5, inhibidores de factor
de crecimiento endotelial wvascular (VEGA), angiopoyetina-2 u
otros antagonistas de angiopoyetina-1, antagonistas del
factor que activan plaquetas, y antagonistas de factor de
crecimiento de fibroblasto bésico. Anticuerpos contra factor
de crecimiento endotelial vascular, tal como el anti-VEGF
(AVASTIN™, conocido genéricamente como “bevacizumab;”
Genentech, Inc.), son Gtiles para tratamientos de combinacién

con polipéptidos TNFR2 cristalino tales como TNFR2:Fc.
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En una modalidad de 1la invencién, el polipéptido TNFR2
cristalino, tal como TNFR2:Fc cristalino se administra a
pacientes con céncer en combinacién con un inhibidor de
proteasoma, que incluye administracién a pacientes que sufren
de cénceres hematolégicos o tumores sélidos. La proteosoma
controla la estabilidad de varias proteinas involucradas en
el ciclo celular y apoptésis, tales comoc ciclinas y NF-KappaB
{(ver, por ejemplo, Schenkeim, 2002, Clin Lymphoma 3: 49-55 y
Adams, 2002, Curr Opin Oncol 14:628-634). Los inhibidores de
proteasoma pueden inducir apoptésis, y asi pueden sintetizar
células de cancer para otros agentes anticancerigenos.
Inhibidores de proteasoma de ejemplo para las combinaciones
objeto incluyen, por ejemplo, carbobenzoxi-L-Leucil-L-Leucil-
L-Leucinal (MG132), clasto-lactacistin beta-lactona (A-G-
Scientific, Inc.), carbobenzoxy-L-isoleucil-(gamma)-t-butil-
L-glutamil-L-alanil-L-leucinal {PSI), N-acetil-leu-leu-
noleucinal (ALLN), MLNS519 (Millennium Pharmaceuticals), &cido
[(1R)-3-metil-~1-[[(25)-1-oxo-3-fenil-2-

[¢ pirazinilcarl?onil) amino]propil]-amino}jbutil]} borénico  (PS-
341, conocido genéricamente c¢omo “bortezomib;” nombre
comercial VELCADE®; Millennium Pharmaceutical), Y
carbobenzoxy-L-leucil-L-leucil-L-norvalinal (MG115; Affiniti
Research Products)}. Por ejemplo, mieloma miltiple, céncer de
ovario, cancer de préstata, cancer de seno, malignidades

hematolégicas, tales como linfoma o leucemia, u otros tumores
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pueden ser tratados concurrentemente con un inhibidor de
proteasoma, tal como PS-341, vy un polipéptido TNFR2
cristalino, tal como TNFR2:Fc cristalino o etanercept

cristalino.

Efectos colaterales no deseados de ciertas terapias se pueden
tratar con polipéptidos TNFR2 cristalinos, tales como
TNFR2:Fc cristalino. Tales efectos colaterales en algunos
casos se median por niveles de TNF-alfa elevados, asi tales
pacientes se beneficiaridn del tratamientc con un agente que
reduce los niveles de TNF-alfa. Por ejemplo, polipéptidos
TNFR2 cristalinos tales como TNFR2:Fc¢ cristalino se puede
administrar para ayudar a combatir la ndusea asociada con
quimioterapia y otra ndusea inducida por droga.
Adicionalmente, los polipéptidos TNFR2 cristalinos se
utilizan para tratar el dafic de cerebro inducido por la
radiacién asociada con el tratamiento por radiacién para
tumores de cerebro. Adicionalmente, se utilizan polipéptidos
TNFR2 cristalinos para tratar la toxicidad asociada con la
administracién de anticuerpos monoclonales dirigidos contra
antigenos presentes en la superficie de clases particulares
de células de céncer. Por ejemplo, los polipéptidos TNFR2
cristalinos descritos aqui se pueden utillzar para tratar la
toxicidad asociada con la infusién de CAMPATH 1-H® (Conocido

genéricamente como “alemtuzumab;” Berlex Laboratorios; ver
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también EP 0328404Al1), que se utiliza para tratar leucemia
linfocitica crénica. E1l CAMPATH 1-H es un anticuerpo
humanizado especifico para CD52, un antigeno de superficie
celular encontrado en monocitos, células B y células T. En
otra modalidad de la invencién, los polipéptidos TNFR2
cristalinos descritos, tales como TNFR2:Fc cristalino o
etanercept cristalino, se pueden administrar para mejorar el
desorden de respuesta autoinmune relacionado con tratamiento

de interferdén a largo plazo.

Un polipéptido TNFR2 cristalino se puede administrar a
pacientes con cancer para reducir los efectos colaterales no
deseados asociados con la administracién de interferén a
largo plazo, que puede incluir fiebre, fatiga, neutropemia,
salpullido, jaqueca, desérdenes digestivos, desbalance de
enzima de higado y asi sucesivamente. Ejemplo, el interferén
y (IFNy) se ha mostrado por ser activo en el céncer de ovario,
asi un paciente con cancer de ovario se puede tratar mediante
la administracién concurrente de IFNy y un polipéptido TNFR2
cristalino, tal como TNFR2:Fc cristalino, o© etanercept
cristalino. De forma similar se utiliza a menudo el IFNy para
tratar leucemia mielégena crénica, carcinoma de célula basal,
leucemia por tricoleucitos, cancer de vejiga, hemangiomas de
infancia y nifiez, mieloma miltiple, sarcoma de kaposi,

fungoides micosis, linfoma non-Hodgkin y carcinoma de célula
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renal y puede ser administrado concurrentemente con un
polipéptido TNFR2 cristalino, tal como TNFR2:Fc cristalino,
para reducir los efectos colaterales inducidos por el

interferdn.

Adicionalmente, los polipéptidos TNFR2 cristalino se pueden
utilizar para evitar el desarrollo de o¢ aliviar la
resistencia a la droga para agentes que se unen mediante
glicoproteina alfa-l-4cido (AGP), una proteina que es capaz
de unirse a moléculas pequefias y que preferencialmente se
unen a moléculas basicas. El1 AGP es una proteina de fase
aguda que se llega a incrementar en una variedad de
condiciones patolégicas, gque incluyen inflamacién crénica,
infarto del miocardio. E1 STI 571 (Glivec®, genéricamente
conocido como "“imatinib;” Novartis) es un inhibidor activo de
la actividad de quinasa C-kit, y es Gtil para tratar leucemia
mielégena crénica (CML). Un estudio de modelo de ratén de CML
ha mostrade que el AGP se une e inactiva el imatinib,
resultando asi en una resistencia a esta droga {Gambacorti-
passerini et al., 2000, J Natl Can Inst 92: 1641-1650). El
nivel de AGP en un paciente puede ser reducido mediante la
administracién de pentoxifilina (Voisin et al., 1998, Am J
Physiol 275:R1412-R1419). La invencién sujeto suministra
métodos para evitar o reducir la resistencia al imatinil

mediante la administracidén concurrente de un polipéptido
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TNFRZ2 cristalino, tal como TNFR2:Fc cristalino o etanercept
cristalino a wun paciente CML quien estd experimentando
tratamiento con imatinib. El1 UCN-01 (7-hidroxistaurosporina),
un agente utilizado para tratar tumores gastrointestinales y
otros tumores sbélidos, también tiene una propensién para
unirse al AGP (Senderowicz et al., 2000, J Natl Cancer Inst
92(5): 376-387); Noriaki et al., 2000, Biol Pharmac Bull
23(79: 893-895; Fuse et al., 1999, Cancer Res 59(5): 1054-
1060; Tamura et al., 1999, Proc Annu Mee Am Soc Clin Oncol
18:A61l1). Se suministra aqui un método para evitar o reducir
la unién UCN-01 a AGP al administrar un polipéptido TNFR2
cristalino, tal como TNFR2:Fc cristalino, a un paciente con
cancer gastrointestinal quien esté siendo tratado
concurrentemente con UCN-01 mejorando por lo tanto 1la
efectividad del tratamiento UCN-01. Alternativamente,
pacientes que reciben imatinib o UCN-01 se pueden tratar
mediante la administracién concurrente de un inhibidor IL-1 o
un polipéptido TNFR2 cristalino junto con un inhibidor IL-1,
tal como uno de los inhibidores IL-1 descritos en la WO
01/87328, que se incorpora aqui como referencia en su
totalidad. Por estos métodos se puede administrar el
polipéptido TNFR2 cristalino una o mi&s veces por semana, por
ejemplo, uno, dos o tres veces por semana. Un modo adecuado
de administracién para el polipéptido TNFR2 cristalino es

mediante inyeccidén subcutdnea. Cuando el paciente es un
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adulto, 1la dosis adecuada para el polipéptido TNFR2
cristalino inyectado incluye 5-12 mg/m? de superficie de &rea
corporal, o 25 mg o 50 mg por dosis. Si el paciente es un
paciente pedidtrico el polipéptido TNFR2 cristalino se puede
administrar mediante inyeccién subcutdnea una o mds veces por
semana en una dosis de 0.4/kg de peso corporal, hasta un

maximo de 25 mg por dosis.

Desédrdenes Pulmonares

Un nimero de desdérdenes pulmonares también se puede tratar
con los polipéptidos TNFR2 cristalinos, composiciones y/o
terapias de combinacién. Una de tales condiciones es el
sindrome de dificultad respiratoria del adulto (ARDS), que se
asocia con TNF-alfa elevado y se puede activar mediante una
variedad de causas, que incluyen exposicién a quimicos
téxicos, pancreatitis, trauma u otras causas. Los compuestos
descritos, composiciones y/o terapias de combinacién de la
invencién también son 1dtiles para tratar displasia
broncopulmonar (BPD); linfangio-leiomiomatosis; hipertensién
pulmonar; enfermedad de pulmén fibrético crénico de infantes
prematuros; y bronquioectasis idiopatica. La bronquioectasis
idiopatica es una enfermedad en la cual 1los neutréfilos
median la degradacién del componente proteoglican de la

matriz bronquial. Los mediadores proinflamatorios en las
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secreciones brongquiales de los pacientes bronquiectasis,
particularmente TNF-alfa se sospecha que mejoran la accién
degradadota de estos neutréfilos (Shum et al., Am J Respir
Crit Care med 162:1925-31 (2000). La presente invencién
suministra tratamiento para bronquiectasis idiopdtica que
comprende administrar un polipéptido TNFR2 cristalino, tal
como un TNFR2:Fc cristalino. Adicionalmente, los compuestos,
composiciones y/o terapias de combinacién de la invencién se
utilizan para tratar enfermedad ocupacional del pulmén, que
incluye asbestosis, neumoconiosis del trabajador del carbén,
silicosis, o condiciones similares asociadas con exposicién a
largo plazo de particulas finas. En otros aspecteos de la
invencién, los compuestos descritos, composiciones, y/o
terapias de combinacién, se utilizan para tratar desérdenes
pulmonares, que incluye enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (COPD)asociada con bronquitis crénica o enfisema;
enfermedad del pulmén fibrético, tal como fibrosis cistica,
fibrosls pulmonar idiopatica y fibrosis pulmonar inducida por
radiacién; sarcoidosis, que incluye sarcoidosis pulmonar; y
alergias que incluyen rinitis alérgica, dermatitis de

contacto, dermatitis atépica y asma.

La fibrosis cistica es una condicién caracterizada
primariamente por la acumulacién de moco espeso, que

predispone al paciente a infecciones de pulmén crénicas y
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obstruccién del péancreas, que resulta en mala absorcién de
nutrientes y mal nutricién. Los polipéptidos TNFR2
cristalinos se pueden utilizar para tratar fibrosis cistica.
Si se desea, el tratamiento <con polipéptidos TNFR2
cristalinos se pueden administrar concurrentemente con
corticosteroides, agentes adelgazantes del moco tales como
desoxiribonucleasa 1 recombinante inhalada (tal come
PULMOZIMA® o TOBI® u otros tratamientos para £fibrosis
cistica. Los polipéptido TNFR2 cristalinos solo o en
combinacién con IFNy-lb se pueden administrar junto con otros
tratamientos actualmente utilizados para tratar enfermedad
del pulmédn fibrético. Tales tratamientos adicionales incluyen
glucocorticoides, azatioprina, ciclofosfamida, penicilamina,
colchisina, oxigeno complementario y asi sucesivamente.
Pacientes con enfermedad de pulmén fibrético, tales como IPF,
a menudo presentes con tos no productiva, disnea progresiva,
y muestran un patrén ventilatorio restrictivo en los ensayos
de funcién pulmonar. Las radilografias de pecho revelan
acumilaciones fibréticas en los pulmones de los pacientes.
Cuando se trata la enfermedad de pulmén fibrética de acuerdo
con los métodos descritos, la suficiencia del tratamiento se
puede detectar al observar una reduccidén en la tos del
paciente (cuando la tos estd presente), o al utilizar ensayos
de funcién de pulmén estadndar para detectar las mejoras en la

capacidad total del pulmén, capacidad vital, volumen residual
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de pulmén, o al administrar una determinacién de gas de
sangre arterial que mide la desaturacién bajo condiciones de
ejercicio, y que muestra que la funcién del pulmén del
paciente ha mejorado de acuerdo con uno o mias de estas
mediciones. Adicionalmente, la mejora del paciente se puede
determinar a través de resultados de radiografia de pecho que
muestran que la progresidén de la fibrosis en los pulmones de
los pacientes ha llegado a ser detenida o reducida.
Adicionalmente, los polipéptidos TNFR2 cristalinos son ttiles
para tratar fibrosis de d¢rgano cuando se administra en
combinacién con relaxin, wuna hormona que subregula la
produccién de colageno inhibiendo asi la fibrosis, o cuando
se da en combinacién con agentes que bloquean la actividad
fibrogénica del TGF-p. Las teraplas de combinacién que
utilizan el polipéptido TNFR2 cristalino y la relaxina humana
recombinante son Gtiles, por ejemplo, para tratar esclerosis
sistémica o enfermedad del pulmén fibrético, que incluye
fibrosis cistica, fibrosis pulmonar ibriopética, fibrosis
pulmonar inducida por radiacién, y fibrosis pulmonar inducida

por bleomicina.

Desédrdenes de Piel y Reumdticos

Otras modalidades suministran los métodos para utilizar Los

polipéptidos TNFR2 cristalinos descritos, composiciones y/o
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terapias de combinacién para tratar wuna variedad de
desdrdenes reumdticos. El uso de los inhibidores TNF-alfa en
el tratamiento de artritis reumatoide se revisa en Moreland,
L.W., 1991, J Rheumatol 26 Supp 57: 7-15, y el uso de los
inhibidores TNF-alfa en el tratamiento de espondiartropatia y
espondilitis anquilosante se describen en Schnarr et al.,
Clin Exp Rheumatol 20 (Supp. 28): S126-129 y en Gorman et
al., 2002, N Engl J Med 346 (18): 1349-1356, respectivamente.
Las condiciones que se pueden tratar con Los polipéptidos
TNFR2 cristalinos, composiciones y/o terapias de combinacidén
incluyen: artritis reumatoide adulto y juvenil; lupus
sistémico eritematoso; gota; osteoartritis; polimialgia
reumdtica; espondiloartropatias seronegativas, que incluyen
espondilitis anquilosante; y enfermedad de Reiter (artritis
reactiva). Los polipéptidos TNFR2 <cristalinos objeto,
composiciones, y/o terapias de combinacién se utilizan
también para tratar artritis soriadtica y artritis Lime
crénica; el uso de inhibidores TNF-alfa en el tratamiento de
artritis soriatica se describe en Ruderman, E.M., 2002, Am J
Manag Care 8: S171-S180 y en Salvarani et al., 2002, Clin Exp
Rheumatol 20 (Suppl.28):871-S875. También tratable con estos
compuestos, composiciones, y/o terapias de combinacién son la
enfermedad de Still y uvelitis asociada con artritis
reumatoide. Adicionalmente, los compuestos, las composiciones

y/o terapias de combinacién de la invencidén se utilizan en el
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tratamiento de desérdenes que resultan en la inflamacién del
masculo voluntario, que incluye dermatomiositis Y
polimiositis. MAs adGn, los compuestos, composiciones y/o
combinaclones descritas aqui se utilizan para tratar miositis
de cuerpo de inclusién soraddica, ya que el TNF-alfa puede
jugar un papel importante en la progresién della enfermedad
de este masculo. Adicionalmente, los compuestos,
composiciones y/o combinaciones descritas aqui se utilizan
para tratar reticuloistiocitosis multicéntrica, una
enfermedad en la que la destruccidén de la articulacién y los
nédulos papulares de la cara y manos se asocian con el exceso
de produccibébn de citoquinas proinflamatorias mediante células
gigantes multinucleadas. Los polipéptidos TNFR2 cristalinos,
composiciones y/o terapias de combinacién de la invencién se
pueden utilizar para inhibir quemaduras hipertréficas, un
fendmeno que se cree resulta en parte de la secreciédn
excesiva de TNF-alfa. Los polipéptidos TNFR2 cristalinos se
pueden administrar solos o concurrentemente con otros agentes
que inhiben la quemadura hipertréfica, tales como inhibidores

del TNF-alfa.

Desédrdenes que involucran las membranas de la piel o 1la
mucosa también son tratables al utilizar los polipéptidos
TNFR2 cristalinos descritos, composiciones y/o terapias de

combinacién. Tales desérdenes incluyen enfermedades
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acantoliticas, gque incluye enfermedad Darier, queratosis
folicular, y pemphigus vulgaris. También tratable con
polipéptidos TNFR2 cristalinos descritos, composiciones y/o
terapias de combinacién son acne; acné rosacea; alopecia
areata; estomatitis aftosa, bolo pemfigoide; quemaduras;
dermatitis herpetiforme; eczema; eritema, que incluye eritema
multiforme y eritema multiforme bulloso (Sindrome Stevens-
Johnson); enfermedad inflamatoria de la piel; lichen planus;
enfermedad bullosa lineal IgA (dermatosis bullosa crénica de
nifez); pérdida de la elasticidad de la piel; utlcera de 1la
superficie de la mucosa; dermatitis neutrofilica (Sindrome
Sweet); pitiriasis rubra pilaris; soriasis; pioderma

gangrenoso; y necrélisis epidermal téxica.

En otra modalidad, 1los polipéptidos TNFR2 cristalinos
descritos se utilizan para tratar y prevenir la recurrencia
de lipodermatoesclerosis y Ulceras venosas crénicas, que muy
a menudo se ubican en las piernas. Estudios han demostrado
gque el TNF-alfa puede contribuir a 1la patogénesis de
lipodermatoesclerosis y (Glceras venosas crénicas mediante la
activacién de la matriz (MMP2) metaloproteinasa 2, y al
inducir 1la produccién de TGFa y otras citoquinas. La
oxpentifilina y pentoxifilina han mostrado ser efectivas en
esta configuracién. Los polipéptidos TNFR2 cristalinos

descritos, que incluyen TNFR2:Fc cristalino o etanercept
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cristalino, se pueden utilizar para tratar dlceras venosas
crénicas solas o en combinacidn con oxpentifilina,
pentoxifilina, GM~-CSF, leptina, PDGF, DbFGF, EGF, TGF, y/o
IGF. Estos tratamientos acelerardn la curacidén y evitarén
recurrencias. La administracién puede ser sistémica o local.
Para la administracién local el polipéptido TNFR2 cristalino
se aplica tépicamente en un ungliento, locién, gel o crema, ©
se inyecta perilesionalmente en o dentro de cerca de 10

centimetros de la dlcera.

Desérdenes Adicionales

También se wutilizan métodos para suministrar polipéptidos
TNFR2 cristalinos, composiciones y/o terapias de combinacién
para tratar varios desérdenes del sistema endocrino. Por
ejemplo, los polipéptidos TNFR2 cristalinos se utilizan para
tratar ataque de diabetes Jjuvenil (que incluye tipo de
diabetes dependiente de insulina y autoinmune) y también para
tratar ataque de diabetes madura (que incluye diabetes
mediada por obesidad y no dependiente de insulina).
Adicionalmente, 1los compuestos objeto, composiciones, y/o
terapias de combinacién se utilizan para tratar condiciones
secundarias asociadas con diabetes, tales como retinopatia
diabética, rechazo de transplante de rifibn en pacientes

diabéticos, resistencia a la insulina mediada por la obesidad
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y falla renal, que en si mismo se puede asociar con
proteinirea e hipertensién. Otros desérdenes endocrinos
también son tratables con estos compuestos, composiciones y/o
terapias de combinacién que incluyen enfermedad de ovario
pelicistico, adrenoleucodistrofia ligada-X, hipotiroidismo, y
tiroiditis, que incluye tiroiditis Hashimoto (es decir,

tiroiditis autoinmune).

Los polipéptidos TNFR2 cristalinos descritos, tales como
TNFR2:Fc, composiciones y/o terapias de combinacién se
utilizan adicionalmente para tratar combinaciones del higado
tales como hepatitis, que incluyen hepatitis alcohélica
aguda, hepatitis viral o inducida por droga aguda, hepatitis
A, B y C, colangitis esclerosante, hepatitis autoinmune,
hipertensién de portal idioma&tico, e inflamacién del higado
debido a causas desconocidas. Las anteriores enfermedades del
higado se pueden tratar con un polipéptido TNFR2 cristalino,
tal como TNFR2:Fc, actualmente con otras medicaciones
utilizadas para tratar las mismas condiciones. Como un
ejemplo, los polipéptidos TNFR2 cristalinos se pueden
utilizar para tratar hepatitis C, que incluye hepatitis C
crénica, en pacientes que son concurrentemente tratados con
interferén-alfa (IFNalfa). La alta expresién del TNF-alfa en
el higado interfiere con la accién del IFNalfa, interfiriendo

asi con la respuesta del paciente al tratamiento IFNalfa



WO 2005/012353 110 PCT/US2004/024738

- 000183

(Hong et al., 2001, FASEB J 15: 1595:1597). Los tratamientos
que B8e pueden administrars concurrentemente con los
polipéptidos TNFR2 cristalinos para‘ tratar hepatitis C
incluye IFNalfa pegilada, ribavirina, o una combinacién de
ribavirina e interferén-alfa o interferén-alfa pegilado. Las
porciones de interferdén-alfa adecuadas para uso concurrente
con polipéptidos TNFR2 cristalinos incluye IFNalfa-2a (tales
como ROFERON®; Hoffmann-LaRoche), IFNalfa-2a pegilado (tal
como PEGASYS®; Hoffmann-LaRoche), y IFNalfa-2a pegilado o -2b
como se describe en US20020127203Al1, o los conjugados IFNalfa
pegilados descritos en WO 9964016. En otra modalidad, 1la
hepatitis C se puede tratar mediante administracién
concurrente de interferén-alfa y un polipéptido TNFR2
cristalino diferente de TNFR2:Fc cristalino, tal como formas

cristalinas de lenercept u onercept.

Condiciones del sistema  gastrointestinal también son
tratables con polipéptidos TNFR2 c¢ristalinos descritos,
composiciones y/o terapias de combinacién, que incluyen
enfermedad celiaca; el uso de inhibidores TNF-alfa en el
tratamiento de la enfermedad de Crohn se describe en Ricart
et al., 2002, Drugs of Today 38 (11): 725-744.
Adicionalmente, los compuestos, composiciones y/o terapias de
combinacién de 1la invenclén se utilizan para tratar la

enfermedad de Crohn; néusea asociada con los desérdenes
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gastrointestinales u otros desérdenes sistémicos; colitis
ulcerativa; gastropdresis idiomAtica; colelitiasis (calculos
de la vesicula); pancreatitis, que incluye pancreatitis
crénica y lesidn de pulmdén asociada con pancreatitis aguda; y

tlceras, que incluyen Glceras géstricas y ducdenales.

También se incluyen métodos para utilizar los polipéptidos
TNFR2 cristalinos objeto, composiciones y/o terapias de
combinacién para tratar desdrdenes del sistema
genitourinario, tal como glomerulonefritis, qgque incluye
glomerulonefritis autoinmune, glomerulonefritis debido a
exposicidén debido a toxinas o glomerulonefritis secundaria a
infecciones con estreptocoqui haemolitico u otros agentes
infecciosos. También tratables con los compuestos,
composiciones y/o terapias de combinacién de la invencién son
el sindrome wurénico y sus complicaciones c¢linicas (por
ejemplo, falla renal, anemia y cardiopatia hipertréfica) que
incluye sindrome urémico ascociado con exposicidén a toxinas
ambientales, drogas u otras causas. Condiciones adicionales
tratables con los compuestos, composiciones y/o teraplas de
combinacién de la invencién son complicaciones de
hemodiilisis, condiciones de préstata, que incluyen
hipertrofia prostiatica benigna, prostatitis no bacteriana y

prostatitis crénica; y complicaciones de hemodidlisis.
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Adicionalmente, los polipéptidos TNFR2 cristalinos descritos,
composiciones y/o terapias de combinacién se utilizan para
tratar varios desérdenes que involucran pérdida auditiva, tal
como aquellos que se asocian con la expresiéon TNF-alfa
anormal. Uno de estos es el oido interno o pérdida auditiva
asoclada con el nervio cocleal que se cree resulta de un
proceso autoinmune, es decir, pérdida auditiva autoinmune.
Esta condicién actualmente se trata con esteroides,
metotrexato y/o ciclofosfamida, que se puede administrar
concurrentemente con TNFR2:Fc cristalino u otro polipéptido
TNFR2 cristalino. También tratable con los polipéptidos TNFR2
cristalinos descritos, composiciones y/o terapias de
combinacién es colesteatoma, un desorden del oido medio,

asociado a menudo con pérdida auditiva.

Adicionalmente, la invencién objeto suministra polipéptidos
TNFR2 cristalinos, composiciones y/o terapias de combinacién
para el tratamiento de condiciones médicas no artriticas de
los huesos y de las articulaciones. Esto abarca desérdenes
osteoclasto que conducen a pérdida de huesc, tal como pero no
limitado a osteoporosis, que incluye osteoporosis
postmenopausica, periodontitis que resulta en aflojamiento o
pérdida de dientes y aflojamiento de prétesis después de
reemplazo articular {generalmente asociado con una respuesta

inflamatoria a usar residuos). Esta Gltima condicién también
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se llama “osteolisis de implante ortopédico”. Otras
condiciones tratables al administrar polipéptidos TNFR2
cristalinos tales como TNFR2:Fc cristalino incluye disfuncién
mandibular articular temporal (TMJ) y pérdida de hueso debido
a hipercalcemia de cadncer que incluye metastasis al hueso,
tal como, por ejemplo, puede ocurrir en melanoma o carcinoma
de pulmén, seno, pulmdén, carcinoma celular escamoso, cancer

de cuello y cabeza, cAncer renal, o cancer de prdstata.

Desérdenes asociados con transplante también son tratables
con los polipéptidos TNFR2 cristalinos descritos,
composiciones y/o terapias de combinacién, tales como
enfermedad de huésped versus injerto, y otras complicaciones
que resultan de transplante de érgano sélido que incluye
transplante de corazén, higado, pulmén, piel, rifibn y otros
érganos. Tales polipéptidos TNFR2 cristalinos se pueden
administrar, por ejemplo, para evitar o inhibir el desarrollo
de bronquioclitis obliterana, tal como bronquiolitis
obliterana después de transplante de pulmén y brongquiolitis
obliterana que origina neumonia. Pacientes que sufren de
transplante de célula madre hematopoyética autéloga en 1la
forma de transplante de célula madre sanguinea periférica
puede desarrollar “sindrome de injerto” o “ES”, que es una
respuesta autolimitada generalmente y adversa gque ocurre

cerca del tiempo del injerto hematopoyético que puede
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resultar en deterioro pulmonar. El ES se puede tratar con
inhibidores de IL-8 o TNF-alfa (tal como TNFR2:Fc cristalino
u otros polipéptides TNFR2 cristalinos), © con una
combinacién de inhibidores contra ambas de estas citoquinas.
Los polipéptidos TNFR2 cristalinos descritos también son
itiles para tratar o evitar la falla de injerto, tal como
rechazo de injerto de médula 6sea o falla del cuerpo receptor
a aceptar otro tipo de injertos, tales como transplante de
cérnea, o tales como higado u otros transplantes de érganos
sdlidos, en el cual el rechazo del injerto se acompafla a
menudo por niveles elevados de TNF-alfa e IL-10. El rechazo
del injerto se ©puede tratar con una combinacién de

polipéptido TNFR2 cristalino y un inhibidor IL-10.

También son tratables los desédrdenes oculares con 1los
polipéptidos TNFR2 cristalinos descritos, composiciones y/o
terapias de combinacibén, que incluyen separacidén de retina
regmatdgena, y enfermedad inflamatoria del ojo, y enfermedad
inflamatoria del ojo asociada con consumo cigarrille asi como
también con degeneracidn macular asociada con consumo

cigarrillo o asociada con la vejez.

Los polipéptidos TNFR2 cristalinos tales como TNFR2:Fc
cristalino, las composiciones y/o terapias de combinacién

descritas aqui son iitiles para tratar desédrdenes que afectan
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el sistema reproductor femenino. Ejemplos incluyen, pero no
estdn limitados a, falla de maltiples implantes/fertilidad;
sindrome de pérdida fetal; pérdida de embrién IV humano
(aborto esponténeo); embarazo preeclamptico o eclampsia; y

endometriosis.

Adicionalmente, los desérdenes de polipéptidos  TNFR2
cristalinos descritos, composiciones y/o terapias de
combinacién son ttiles para tratar la obesidad, que incluye
tratamiento para llevar a una reduccién en la formacién de
leptina, o© ganancia de peso asociada con el uso de
medicamentos antidepresivos. También, los compuestos,
composiciones, y/o terapias de combinacién de la invencién se
utilizan para tratar dolor neurogénico, ciAtica, sintomas de
envejecimiento, reaccicnes severas a drogas, (por ejemplo,
toxicldad Il-2 o neuropatia inducida por bleomicina vy
fibrosis), o suprimir la anterior respuesta inflamatoria,
durante, después de la transfusién de células sanguineas en
cirugia cardiaca, u otra cirugia, o en el tratamiento de una
lesién traumdtica a un miembro o articulacién, tal como
lesidén traumdtica de rodilla. Varios otros desérdenes médicos
tratables con polipéptidos TNFR2 cristalinos descritos,
composiciones y/o terapias de combinacién incluyen;
esclerosis miltiple, sindrome Behcet; sindrome Sjogren;

anemia autoinmune hemolitica; beta talasemia; esclerosis
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amiotrépica lateral (enfermedad Lou Gehrig); enfermedad de
Parkinson; y tenosinovitis de origen desconocido, asi como
también varios desérdenes autoinmunes o enfermedades
asociadas con deficienclias hereditarias. Adicionalmente, los
polipéptidos TNFR2 cristalinos objeto, composiciones y/o
terapias de combinacién se utilizan para tratar condiciones
hereditarias tales como la enfermedad de Gaucher, enfermedad

de Huntington, enfermedad linear IgA, y distrofia muscular.

En afin otra modalidad de la invencién, los polipéptidos TNFR2
cristalinos descritos aqui se utilizan para tratar desorden
de espectro de autismo y otros desédrdenes del desarrollo
pervasivo. Se ha mostrado que las citoquinas
proinflamatorias, que incluyen TNF-alfa e IL-1 se producen en
un subconjunto de pacientes autisticos, lo que indica que
estos paclentes tienen respuestas inmunes innatas excesivas
y/o reduccién aberrante de citoquinas regulatorias para
respuestas de células T. Asi, se suministran aqui métodos
para tratar desorden de espectro de autismo al administrar un

polipéptido TNFR2 cristalino tal como TNFR2:Fc cristalino.

Terapias de Combinaciédn Adiciocnal

Varios otros medicamentos wutilizados para tratar las

enfermedades descritas aqui también se pueden administrar
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concurrentemente con composiciones que comprenden TNFR2
cristalino, o composiciones preparadas wutilizando TNFR2
cristalino. Tales medicamentos incluyen: antivirales;
antibiéticos; analgésicos; drogas no esteroidales anti-
inflamatorias (NSAIDS); drogas antirreumdticas que modifican
la enfermedad (DMARD); corticosteroides; esteroides tépicos,
esteroides sistémicos, (por ejemplo, predmisonas) ;
citoquinas; antagonistas de citoquinas inflamatorias;
proteinas de superficie de célula T contra anticuerpos;
retinoides oral; &cido salesilico e hidroxitirea. Analgésicos
adecuados para tales combinaciones incluyen: acetaminofén,
codeina, napsylato propoxifeno, c¢lorhidrato de oxicodona,
bitartrato de hidrocodona, y tramadol. NSAID adecuado para
los tratamientos objeto incluyen: acido salisilico (aspirina)
y derivados de salicilato; ibuprofeno; indometacina;
celecoxib (CELEBREX®) ; rofecoxib {(VIOXX®) ; valdecoxib
(BEXTRA®); quetorolac; nambumetona; piroxicam; naproxen;
oxaprozin; sulindac; quetoprofen; diclofenac; y otros
inhibidores COX-1 y COX-2, derivados de acido propiénico,
derivados de &cido acético, derivados de A&acido fumérico,
derivados de acido carboxilico, derivados de &cido butirico,
oxican, pirazoles y ©pirazolonas, que incluyen anti-
inflamatorios nuevamente desarrollados. DMARD adecuados para
tales combinaciones incluyen: azatioprina, ciclofosfamida,

ciclosporina, sulfato de hidroxicloroquina, metotrexato,
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leflunomida, minociclina, penicilamina, sulfasalasina, vy
compuestos de oro tal como oro oral, tiomalato de sodio oro y
aurotioglucosa. Ejemplos de inhibidores de citoquina que se
pueden utilizar en combinacién con TNFR2 cristalino incluyen,
por ejemplo, antagonistas de TGBB, de IL-6, o de IL-8.
También se pueden administrar polipéptidos TNFR2 cristalinos
en combinacién con las <c¢itoquinas GM-CSF, 1IL-2, y/o
inhibidores de proteina quinasa A tipo 1 para mejorar 1la
proliferaciétn de células T en pacientes infectados con HIV
quienes recilben terapia antiretroviral. Adicionalmente, los
polipéptidos TNFR2 <cristalino se pueden combinar con
inhibidores de IL-13 para tratar la enfermedad de Hodgkin.
Los factores de crecimiento nervioso también se pueden
combinar con polipéptidos TNFR2 cristalino para tratar
ciertas condiciones. Tales condiciones incluyen enfermedades
neurodegenerativas, lesién de espina dorsal y esclerosis
miltiple. Otras condiciones tratables con esta combinacién
son glaucoma y diabetes. Adicionalmente, los polipéptidos
TNFR2 cristalino se pueden administrar en combinacidén con

antimalarios o colchicina.

Otros compuestos adecuados para tratar las enfermedades
descritas aqui en combinacién con polipéptidos TNFR2
cristalino incluyen moléculas pequeiflas tales como talidomida

o andlogos de talidomida, pentoxifilina, o inhibidores de
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matriz metaloproteinasa (MMP) u otras moléculas pequefias.
Inhibidores de MMP adecuados para este propésito incluyen,
por ejemplo, aquellos descritos en Jlas patentes U.S. No.
5,883,131,5,863,949, <y 5,861,510 asi como también los
compuestos mercapto alquil peptidilo descritos en la Patente
U.S. 5,872,146. Otras moléculas pequefias capaces de reducir
la produccién de TNF-alfa, incluyen, por ejemplo, las
moléculas descritas en las Patentes U.S. No. 5,508,300,
5,596,013, y 5,563,143, cualquiera de las cuales se puede
administrar en combinacién con los polipéptidos TNFR2
cristalino. Moléculas adicionales 1itiles en combinacién con
los polipéptidos TNFR2 cristalino para tratar las
enfermedades descritas aqui incluyen los inhibidores MMP que
se describen en 1la U.S. 5,747,514, U.S. 5,691,382, asi como
también los derivados de &4cido hidroxdmico descritos en la
U.S. 5,821,262. Las enfermedades descritas aqui también se
pueden tratar con terapias de combinacién que incluyen
moléculas pequeflas que inhiben fosfodiesterasa IV y 1la
produccién de TNF-alfa, tal como derivados de oxima
sustituida (WO 96/00215), sulfonamidas quinolina (U.S.
5,834,485), <derivados de aril furano (WO 99/18095) vy
derivados heterorobiciclicos (WO 96/01825; GB 2 291 422 A).
También 1tiles en combinacién con los polipéptidos TNFR2

cristalino son los derivados de tiazolo que suprimen el TNF-

alfa y el IFNy (wo 99/15524), asi como también derivados de
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xantina que suprimen el TNF-alfa y otras citoquinas
proinflamatorias (ver, por ejemplo, U.S. 5,118,500, U.S.
5,096,906, y U.Ss. 5,196,430). Adicionalmente pequedas
moléculas Gtiles para tratar las condiciones descritas aqui
concurrentemente con polipéptidos TNFR2 cristalino incluyen

aquellos descritos en la U.S. 5,547,979.

Adicionalmente, se pueden combinar polipéptidos TNFR2
cristalino con un segundo antagonista TNF-alfa, que incluye
un anticuerpo contra TNF-alfa o receptores TNF-alfa, un
péptido derivado TNF-alfa que actlia como un inhibidor
competitivo de TNF-alfa (tal como aquellos descritos en la
Us. 5,795,859 o U.S. 6,107,273), un TNFR soluble diferente a
la proteina Ig de fusién, u otras moléculas que reducen los
niveles TNF-alfa endbégeno, tales como oligonucleétidos
antisentido o ribozimas que inhiben la produccién de TNF-alfa
o inhibidores del TNF-alfa que convierten enzimas (ver por
ejemplo, U.S. 5,594,106), o cualquiera de las moléculas
pequefias o inhibidores de TNF-alfa que sSe describieron
anteriormente, que incluyen pentoxifilina o talidomida o
derivados de estos. Talidomida o los derivados de talidomida
se pueden administrar concurrentemente con los polipéptidos
TNFR2 cristalino para tratar, por ejemplo, desbdrdenes
oncolégicos y hematolégicos. Ejemplos de tales desérdenes,

cualquiera de los cuales se puede tratar con los polipéptidos
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TNFR2 cristalino solo, incluyen enfermedad huésped versus
injerto, sindromes mielodispldsico, anemia aplasica, crisis
vasoclusiva célula falciforme, leucemia mielégena aguda
(AML), leucemia linfocitica c¢rénica (CLL), leucemia por
tricoleucitos, sindrome paraneoplasico de caguexia e
hipercalcemia, mieloma miltiple \'4 sindrome POEMS
(Polineuropatia, organomegalia, endocrinopatia, gamopatia
monoclonal y cambios de piel), mielofibrosis/metaplasma
mieloide, carcinoma de Kaposi, caquexia asociada con céancer,
amiloidosis, anemia de enfermedad crénica, carcinoma celular
escamoso, puUrpura trombocitopénica trombética (TTP), anemia
hemolitica autoinmune, y beta talasemia. En una modalidad de
la invencién, el polipéptido TNFR2 cristalino utilizado en
combinacién con talidomida es TNFR2:Fc cristalina o

etanercept cristalino.

Adicionalmente, la invencién objeto suministra métodos para
tratar un paciente humano en necesidad de este, el método
involucra administrar al paciente una cantidad
terapéuticamente efectiva de un polipéptido TNFR2 cristalino
y un inhibidor IL-4, como se describe en la U.S. 2001/0021380
Al, que se incorpora aqui como referencia en su totalidad.
Condiciones efectivamente tratadas mediante una combinacién
de un polipéptido TNFR2 cristalino y un inhibidor IL-4

incluye asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
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proteinosis alveolar pulmonar, neuropatia inducida por
pleomicina y fibrosis, fibrosis pulmonar inducida por
radiacién, fibrosis cistica, acumulacién de coldgeno en los
pulmones, ARDS; varios desbérdenes de la piel, que incluyen
pero no estdn limitados a dermatitis herpetiforme (enfermedad
de Duhring), dermatitis atépica, dermatitis de contacto,
urticaria (que incluye urticaria idiopdtica crénica), vy
enfermedades formadoras de ampolla autoinmunes, que incluyen
pemphigus vulgaris y pemfigoide bulloso; miastemia gravis,
sarcoidosis, ‘'que incluye sarcoidosis pulmonar, escleroderma,
artritis reactiva, sindrome hiper IgE, esclerosis maltiple, y
sindrome hipereosinéfilo idiomdtico; reacciones alérgicas a
la medicacién, y como un adyuvante para inmunoterapia
alérgica. En ciertas modalidades, las combinaciones de
pelipéptidos TNFR2 cristalino e inhibidores IL-4 se
administran una o mis veces por semana mediante inyeccién
subcutidnea o mediante administracién pulmonar en aerosol, por

ejemplo mediante nebulizador.

Otros tratamientos para las enfermedades desacritas aqui
incluyen administrar polipéptidos de TNFR2 cristalino
concurrentemente con compuestos que bloquean la unién de RANK
y ligando RANK, tal como anticuerpos antagonisticos contra
RANK o ligando RANK, osteoprotegerina o formas solubles de

RANK, que incluyen RANK:Fc, y formas solubles de ligando RANK
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que no activan RANK. En una modalidad de la invencién, los
anticuerpos que se unen especificamente al RANKK humano se
administran concurrentemente con polipéptido TNFR2
cristalino, tal como TNFR2:Fc cristalino. Las formas solubles
de RANK adecuadas para estas combinaciones se describen, por
ejemplo, en U.S. 6,017,729. La administraciédn concurrente de
los polipéptidos de TNFR2 cristalino junto con los RARNK:Fc o
osteoprotegerina es (til para evitar la destruccién del hueso
en varias configuraciones que incluyen pero no esti& limitada
a osteoporosis, mieloma miltiple u otras modalidades que
originan degeneracién del hueso, o terapia antitumor que
ayuda a la prevencidn de metastasis al hueso, o destruccién
de hueso asociado con residuos por usos de prétesis o con
ediodontitis. Los tumores que son tratables con una
combinacién de un polipéptido de TNFR2 cristalino y un
inhibidor RANK incluyen cancer de seno, cancer de pulmén,
melanoma, cancer de hueso, carcinoma celular escamoso, cancer
de cuello y cabeza, cancer renal, cancer de préstata, y

canceres asociados con hipercalcemia.

Usos Adicionales

La transfeccién de linfocitos sin vectores virales puede
conducir a apoptésis de la célula objetivo a través de una

trayectoria mediada poxr CD95 y TNF-alfa (ver, por ejemplo,
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Ebert et al., Citokines, Cell & Mol Ther 5:165-73 (1999). Los
polipéptidos de TNFR2 cristalinos, tales como TNFR2:Fc, se
pueden utilizar solo o en combinacién con un inhibidor CDS5,
tal como un anticuerpo CD95, para inhibir esta apoptosis.
Este tratamiento aumentarid la transferencia de gen a los
linfocitos cuando no se utilizan vectores virales,
particularmente cuando se utiliza métodos de transferencia de
gen mediada por receptor o mediada por 1liposoma. Tales
tratamientos mejorardn la incorporacién del gen exégeno

dentro de las células objetivo.

Adicionalmente, las presentes composiciones también se pueden
utilizar para fabricar uno © mAs medicamentos para
tratamiento o© 1la mejora de 1las condiciones que pretende

tratar el polipéptido de TNFR2 cristalino.

Los siguientes ejemplos se ofrecen para mayor ilustracién de
la invencién, pero no se constituyen como limitantes del

alcance de esta.

Ejemplo 1

Método para la Cristalizacién de ENBREL® (etanercept)

El polipéptido etanercept consiste de una porcidén de dominio

de factor de necrosis de tumor humano receptor 2 (TNFR p75)
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fusionado a una porcién de inmunoglobulina humano Gl (IgGl),
como se describié anteriormente. El polipéptido etanercept se
preparé al expresar la construccién de ADN que codifica
etanercept en células huésped de mamifero y luego simplificéd
para homogeneidad sustancial. Por los siguientes experimentos
de cristalizacién el polipéptido etanercept se suspendié en

un amortiquador de fosfato.

La cristalizacidén de etanercept se alcanzé al utilizar una
seleccién de cristalizacién (PEG/Lic. Gris Screen; Hampton
Research, Aliso Viejo, CA), la cual emplea un método para
cristalizacién de moléculas conocido como difusién de wvapor
de “gota colgante”. Una gota compuesta de una mezcla de la
muestra de polipéptido y el reactivo de cristalizacién (el
“amortiguador de cristalizacién” o el "“licor madre”) se
deposita en el lado inferior de una tira sialanizada y luego
la gota en la tira se sella con grasa y se coloca sobre una
bandeja VDX de 24 pozos que origina un vapor de equilibrio
con un reservoric liquido de reactivo. Para alcanzar el
equilibrio, el vapor de agua intercambia entre la gota y un
mililitro de una solucién de reservorio en el pozo de la
bandeja. En razén a que el agua deja la gota, la muestra de
polipéptido experimenta un incremento en la concentracién
relativa que puede conducir eventualmente a supersaturacidn.

Esta es la concentracién incrementada de la muestra de
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polipéptidc que se requiere para que tenga lugar la
cristalizacién. Tipicamente la gota contiene una
concentracién inferior de reactivo que el reservorio, vy
tipicamente, la gota contiene la mitad de la concentracién
del reactivo en el reservorio, ya que volimenes iguales de
muestra y reactivos se mezclan para formar la gota. En esos
experimentos, la concentracién de polipéptido inicial en la
gota era usualmente de 25.48 mg/mL o 50.96 mg/mL, pero
también se observé cristalizacién en concentraciones de
polipéptido etanercept de aproximadamente 6 mg/mL, y se
pueden obtener en concentraciones mayores tales como 100
mg/mL, © en concentraciones menores de polipéptido tales como
aproximadamente 3 mg/mL, pero a concentraciones inferiores,
se puede requerir incubacién para largos periodos para
crecimiento de cristal, dependiendo del tamaflo inicial de la

gota.

La seleccién de cristalizacidén se establecidé en bandejas de
cultivo de tejido de polipropileno VDX de 24 pozos. Cada
posicién en la bandeja VDX contiene 1 ml de reservorio
reactivo, con el reservorio de reactivo en cada pozo que
difiere en la composicién de aquel en los otros pozos, para
establecer un ensayo de condiciones de amortiguador de
cristalizacién diferentes., Un microlitro de solucién de

polipéptido en cada concentracién de polipéptido se agregd a
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1 microlitro de solucién de reservorio para formar las gotas.
Las bandejas se incubaron a 5 + 3 grades C o a temperatura
ambiente{(20 * 3 grados C)}. Los cristales aparecieron en
aproximadamente a 48 horas en algunos de los pozos incubados

a temperatura ambiente, y se continud el crecimiento durante

los dias posteriores.

En las selecciones iniciales se obtuvo cristales en las
siguientes condiciones, utilizando una concentracién

etanercept de 25.48 mg/mlL o una concentracién de 50.96 mg/mL:

1. 1.0M de clorurc de litio, O0.1M HEPES ph 7.0; 30%

polietilenglicol 6000.

2. 1.0M de cloruro de litio, 0.1M Tris-HCL ph 8.0; 30%

polietilenglicol 6000.

3. 1.0M de cloruro de 1litioc, 0.1M Bicina pH 9.0; 30%

polietilengliceol 6000.

4. 0.2M de sulfato de litio, 0.1M Tris-HC1l pH 8.5, 30%

de polietilenglicol 4000.

5. 0.2M de sulfato de litio, 0.1M Tris-HC1l pH 8.5, 25%

de polietilenglicol 3350.
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6. 0.5M de sulfato de litio, 0.1M Tris-HCl pH 8.5.

Los cristales de etanercept formados bajo las tres primeras
condiciones anteriores formaron barras o grupos de barras de
aproximadamente 0.1-0.2 mm de longitud, y se acompaflaron a
menudo por un precipitante amorfo. Los <cristales de
etanercept formados en las condiciones de sulfato de litio
formaron barras de aproximadamente 0.1-0.2 mm de longitud, y
se produjeron sin verse el precipitado amorfo en las
condiciones de cloruro de litio. Algunos de los cristales de
etanercept se ensayaron por difraccién de rayos X y no
mostraron un patrén de difraccién similar a sal, un resultado
consistente con los cristales tales que contienen el material
de polipéptido. Algunos de los cristales de etanercept se
solubilizaron y su contenido de polipéptido fue parclalmente
subsecuenciado por siete ciclos de degradacién Edman
automatizada; una secuencia de aminoacido parcial de 3-4 pmol
se obtuvo a partir de estos cristales y se confirmd que cazan
la porcién N-terminal de la secliencia etanercept (LPAQVAF;
ver aminodcidos 1 a 7 de la ID de Sec. No.:4). La figura 1 es
una fotografia de cristales de etanercept formados a partir
de una solucidén de polipéptidos que contiene 50.96 mg de
etanercept por mililitro, con un amortiguador reservorio de

cristalizacién de 0.1 M de HEPES pH 7.0, 30% PEG 6000, C.7M
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de cloruro de 1litio; después de siete dias a temperatura
ambiente los cristales se cosecharon manualmente, se lavaron
extensivamente en el amortiguador del reservorio anterior, y
se tombé una fotografia. Los cfistales de este grupo -se
presentaron para el analisis de secuencia de aminodcido N-
terminal descrito anteriormente. Otra condicién de
cristalizacién-sulfato de litio 1M, (0.1M Tris HC1l pH B.5,
cloruro de niquel 0.0lM-cristales producidos; sin embargo, el
contenido de polipéptido de estos cristales no se confirmé y
por lo tanto de acuerdo con esta combinacidén particular de
condiciones se piensa que se han formado los cristales de

sal.

Basados en estos resultados, cada uno de los tres paridmetros
de las tres primeras condiciones anteriores (concentracién
Lic., PH, y (PEG) 6000 polietilenglicol expresado comc %
(peso/volumen)) se varié en experimentos adicionales, que
resultan en formacién de cristales en cada gota en las
bandejas experimentales adicionales. Las condiciones de
cloruro de litio entre 0.7M y 1.2M, PEG 6000 entre 22% y 32%,
y valores 0.1M HEPES entre pH 6.8 y 7.3 todos resultaron en
cristalizaciébn exitosa en aproximadamente 48 horas a
temperatura ambiente, en concentraciones de etanercept de
25,48 y 50,96 mg/mL. Experimentos adicionales expandieron el

rango de condiciones de cristalizacién exitosa para incluir
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0.2 a 1.2M Lic., y 16% a 32% PEG 6000, aunque la
cristalizacién de etanercept no puede ocurrir en cada
combinacién de condiciones que incluye 0.2M Lic., y/o
cristales de etanercept que pueden ser mayores para formar
cuando se utiliza 0.2M de Lic. Por 1lo tanto, todas las
combinaciones de las siguientes condiciones-concentraciones
de cloruro de litio entre 0.3M y 1.2M, concentraciones de PEG
6000 entre 16% y 32%, y valores de pH HEPES 0.1M entre pH 6.8
y 7.3 - s8e consideran son condiciones adecuadas para
cristalizacidén de etanercept; adicionalmente, las condiciones
que contienen entre 0.2M y 0.5M de sulfato de litio, 0.1M
Tris-HCl a pH aproximadamente de 8.5, y opcionalmente
incluyen hasta 30% de PEG en el tamafio varia de PEG 3350-PEG
4000, se considera son condiciones adecuadas para

cristalizacién de etanercept.

Ejemplo 2

Métodos Adicionales para la Cristalizaci6én de ENBREL®

(etanercept)

El método de “gotas colgantes” de cristalizacién, como se
describié en el ejemplo anterior, se utiliza para preparar
cristales adicicnales de etanercept. El etanercept se
reconstituyé a partir de ENBREI® disponible comercialmente

liofilizado en polvo como instrucciones del producto; un
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frasco de polvo liofilizado de ENBREL® contiene 25 mg de
etanercept, 40 mg de manitol, 10 mg de sucrosa, y 1.2 mg de
trometamina, que se reconstituye con 1ml, de agua
Bacteriostatica Estéril Para Inyeccidén, USP (que contiene
0.9% de bencil alcohol). La solucién etanercept reconstituida
se dializé en agua al utilizar un casette de didlisis de
corte de peso molecular i0,000, Yy luego se concentré a 100
mg/mL al wutilizar un filtro centrifugc de corte de peso
molecular 10,000. Cada pozo de cristalizacién contenia 1.0 mL
de un reactivo de cristalizacidén particular, como se lista
adelante, en el reservorio. Las gotas se hicieron al agregar
1 microlitro de 100 mg/mL de solucién de etanercept a 1
microlitro de aquel reactivo de cristalizacién. Los cristales
crecieron a temperatura ambiente (aproximadamente 22 grados
C):; los cristales similares a aguja de etanercept de cerca de
100 micrémetros en longitud formados en todos los reactivos
de cristalizacidén se listan adelante, en algunos casos tan
poco como dos dias, y en otros casos durante un pericdo de

dos o cuatro semanas.

Condicién de sal Condicién de Condicién 2-
amortigquador metil-2, 4—
g pentanediol
(MPD) :
0.09M fosfato de | 0.10M acetato de | 40.28% MPD
amonio sodio, pH 4.5
0.10M foasfato de | 0.10M acetato de | 37.82% MPD
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amonio sodio, pH 4.0

0.10M fosfato de [0.10M acetato de|35.11% MPD

amonio sodio, pH 5.0

0.08M fosfato de | 0.10M acetato de|41.83% MPD

amonio sodio, pH 5.0

0.12M fosfato de|{0.10M acetato de|31.30% MPD

amonio sodio, pH 4.0

0.15M fosfato de | 0.10M acetato de|43.82% MPD

amonio sodio, pH 5.0

0.11M fosfato de |0.10M acetato de|30.55% MPD

amonio sodio, pH 4.0

0.04M fosfato de (0.10M acetato de|45.75% MPD

amonio sodio, pH 5.0

0.19M fosfato de |0.10M acetato de|30.78% MPD

amonio sodio, pH 4.0

0.14M fosfato de |0.10M acetatec de|37.13% MPD

amonio sodio, pH 4.0

D0.16M fosfato de | 0.10M acetato de|31.27% MPD

amonio sodio, pH 4.0

0.23M fosfato de [0.10M acetato de|41.87% MPD

amonio sodio, pH 4.0

0.18M fosfato de |0.10M acetato de|34.10% MPD%

amonio sodio, pH 4.5

0.09M fosfato de | 0.10M acetato de|46.00% MPD

amonio sodic, pH 4.0

0.09M fosfato de [0.10M acetato de|46.01% MPD

amonio sodio, pH 4.5

0.09M fosfato de | 0.10M Hepes, pH 7.5 | 33.92% MPD

amonio

0.20M fosfato de | 0.10M Tris, pH 8.5 50.0% MPD

amonio
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Los experimentos de cristalizacién adicional, cristales
similares a aguja de etanercept cerca de 100 micrémetros en
longitud formados durante un periodo de dos a cuatro semanas

de acuerdo con las siguientes condiciones de cristalizacién:

Condicién Condicidén Condicién Temperatura:
de sal amortiguadora PEG

1.0M hidrogen | (0.1M imidazol, pH Aproximadamente
fosfato -
diamonio; 0.2M | 8.0 22 grados C
Cloruro de
sodio
1.0M hidrogen | (0.1M imidazol, pH Aproximadamente
foafato -
diamenio 8.0 22 grados C

0.24 cloruro)|0.1M CAPS (Acido 20% PEG 2-8 grados C
de sodio 3-

) . . 8000
[ciclohexilamino}-
1-
propanesulfénico),
pB 10.5

Ejemplo 3

Expansién Adicional de Condiciones de Cristalizacién

Los métodos de cristalizacién de difusidén de vapor, tal como
el método “gota colgante” descrito para la cristalizacién de
etanercept en el ejemplo 1 anterior, se pueden variar con el
fin de alcanzar la cristalizacién de polipéptidos tales como
polipéptidos TNFR2. Por ejemplo, otros volamenes de muestra
de polipéptido relacionada con reactivos se pueden mezclar

para variar la diferencia en la concentracién de reactivo
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entre la gota y el reservorio, y también la concentracién de
polipéptido inicial en 1la gota. Mezclar una parte del
reactivo a nueve partes de muestra de polipéptido produciré
una gota con una concentracién inicial de reactivo que es 0.1
veces aquella de la concentracién del reactivo del
reservorio. En ciertas modalidades de la invencién, la
concentracién inicial de reactivo de cristalizacidén en la
gota es aproximadamente 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.45, 0.5,
0.55, 0.6, 0.7, 0.8, 0.85, 0.9, o 0.95 veces a aquella de la
concentracién del reactivo de cristalizacién en el
reservorio. La concentracién de polipéptido inicial en 1la
gota puede ser al menos tan baja como aproximadamente 6 mg/mL
y al menos tan alta como 100 mg/mL y posiblemente tan alta
como 120 mg/mL; las concentraciones inferiores de polipéptido
tales como 3 mg/mL pueden formar cristales, pero pueden
requerir mayores tiempos de incubacién antes que se puedan

detectar los cristales.

La expansién adicional de las condiciones de cristalizacién
pueden producir condiciones adicionales que son apropiadas
para obtener cristales de etanercept u otros polipéptidos
TNFR2, como se describe adelante. Por ejemplo, se pueden
hacer combinaciones de una condicién de sal, una condicibén de
amortiguador de pH, una condicién PEG opcional, y una

condicién de cofactor opcional, en donde cada condicidn se



WO 2005/012353 135 PCT/US2004/024738
000214
selecciona a partir del grupo que corresponde de las
condiciones descritas adelante.
Rangos de valor; Minimo

{seleccionado de adelante)

a Miximo (selecclonado de
adelante)
Valores Valores Ejemplos de valores
minimos: Maximos: especificos:
Condiciones de sal
Cloruro de litio 0.05M o0 0.1M 1.5M, 0.5M, 0.7M, 1.0M,
2.0M, o|l.2M
5.0M
Sulfato de litio 0.05M o 0.1M 1.0M, 20M, | 0.2M, 0.35M, 0.5M
o 5.0M
Cloruro de sodio, | 0.01M 1.0M, 0.1M, 0.2M,
cloruro de potagio, | 0.025M 1.5M, 20M, | 0.35M,0.5M, 0.75M,
fosfato de amonio, | 0.05M,0.1M,0 2.5M, ©{1.0M, 1.5M
fosfato de sodio, | 0.5M 5.0M
fosfate de potasio,
citrato de sodio,
citrato de potasio,
acetato de amonio,
acetato de sodlo,
sulfato de amonio,
sulfato de magnesio,
o sulfato de sodio
Hidrogen fosfato 0.1M, O.5M 1.5M, 2.0M | 1.0M
diamonio
Condiciones de
amortiguador pH:
0.05M, 0.1M, o 0.15M pHE 4.0, 5.0, o |pH 8.0, pH 6.5, 6.75, 6.9,
HEPES 6.0 8.5, o 9.0 {7.0, 7.25, 7.5, 7.75
0.05, 0.1M, o 0.15M pH 5.0, 6.0, o pH 7.25, 7.5, 7.15,
Tris-HCl 7.0 8.0, 8.25, 8.5, 8.75
0.05M, 0.1M, o 0.15M pH 5.0, 6.0, o pH 8.0, B.25, B.5,
Bicina 7.0 8.75, 9.0, 9.25, 9.5
0.05M, 0.1M o 0.15M pH 4.0 pH 10.0, pH 4.0, 4.5, 5.0
acetato de sodio 10.5, o
11.0
0.05M, 0.1M, 0.15M pH 7.5 pH 8.5 pH 8.0
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imidazol

Ejemplo 4

Propiedades de ensayo de los Polipéptidos Cristalinos

Después de que se forman los cristales de polipéptido, ellos
se pueden someter a varios andlisis para confirmar su
contenido de polipéptido para examinar adicionalmente su
estructura fisica. Por ejemplo, si los cristales individuales
necesarios se pueden remover de la solucidén de cristalizacién
y lavarlos con solventes acuosos u organicos o aditivos,
luego secados (por ejemplo, mediante secado, por aire al
pasar una corriente de gas inerte sobre el cristal, mediante
liofilizacién, o al vaclo). Los cristales se pueden aislar,
remover de los cristales que crecen en gota, y luego

montarlos para difraccién de rayos X.

Como otro ejemplo, los cristales de polipéptido se pueden
remover de la solucién de cristalizacién y lavar o enjuagar,
o la mayoria de la solucién de cristalizacidén se puede
remover de los cristales y reemplazarlos con una solucién
diferente. De esta forma, la sal particular que se utiliza en
el procedimiento de cristalizacién se puede reemplazar en la
red de cristal con una sal diferente. En una modalidad de la

dimensién, los polipéptidos TNFR2 cristalizados tales como
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etanercept cristalino se separan del amortiguador de
cristalizacién y se colocan en una solucién que contienen una
sal de sodio, potasio, o magnesio (por ejemplo, acetato de
sodio, cloruro de sodio, citrato de sodio, fosfato de sodio,
sulfato de sodio, cloruro de potasio, citrato de potasio, o
sulfato de magnesio). Por difraccién de rayos X, la solucién
de reemplazo puede contener 4&tomos pesados 1itiles en la
determinacién de las coordenadas atémicas del polipéptido
cristalizado. Como una modalidad adicional, los polipéptidos
TNFRZ2 se pueden cocristalizar con su ligando, por ejemplo el
etanercept se puede cocristalizar con TNF-alfa, para la
determinacién de la estructura detallada de la interaccidn

TNFR-ligando.

En un ejemplo adicional, 1los cristales de polipéptido se
pueden remover de la solucién de cristalizaciédn y solubilizar
en un amortiguador apropiado para ensayo adicional, tal como
un amortiguador dque contiene SDS para andlisis del
polipéptido que ha sido cristalizado mediante electroféresis
de gel. Los métodos para andlisis de proteina mediante
electrofdresis de gel son bien conocidos e incluyen teflido el
gel con plata o tinte azul, y comparar la migracién
electroforética del polipéptido gque ha sido cristalizado con
la migracién de los marcadores de polipéptido de peso

molecular conocido. En otro método, el polipéptido se
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visualiza en el gel mediante el uso de un anticuerpo
etiquetado que se une especificamente al polipéptide. Los
polipéptidos que han sido cristalizados también se pueden
solubilizar en amortiguadores apropiados para el
secuenciamiento de aminodcidos por degradacién Edman, para
espectometria de masa, para dispersién espectrogrifica,
refraccién, difraccidén, o estudios de absorcién, o para
etiquetado del polipéptido mediante 1la adhesién de una

molécula etiquetada al polipéptido.

Ejemplo 5
Ensayo de Contenido de Proteina de Cristal de ENBREL®

{etanercept)

El método de “gota colgante” de cristallizacién, como se
describe en el Ejemplo 1 anterior, se utillza para preparar
cristales adicionales de etanercept. Cada pozo contiene 100
microlitros del reactivo de cristalizacidn en el reservorio;
el reactive de cristalizacidén en este experimento era de 0.2M
de acetatoc de amonio, 0.1M Tris pH 8.5, y 45% de 2-metil-2,4-~
pentanediol (MPD). El etanercept se colocé dentro de una
solucién que contiene 25mM de fosfato de scdio de pH 6.3, 100
mM de NaCl, luego se concentré a 29-30 mg/mL, por ejemplo, a

29.6 mg/mL. Se hicieron las gotas al agregar 1 microlitro de

esta solucién de 29 mg/mL de etanercept a 1 microlitro del
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reactive de cristalizacién, para concentracién de etanercept
final en 1la gota de aproximadamente i4.5-15 mg/mL. La
concentracién final de etanercept en la droga se encontrd que
es un factor importante al alcanzar la cristalizacién de
acuerdo con estas condiciones de cristalizacién particulares,
una concentracién de etanercept final de aproximadamente 15
mg/mL es efectivo para cristalizacién en experimentos
repetidos, mientras que las concentraciones finales de menos
de 10 mg/mL o maycres de 25 mg/mL no fueron efectivas. Las
gotas se les permitié intercambio de vapor con reactivo en el
reservorio durante aproximadamente uno a tres semanas a
temperatura ambiente (20 + 3 grados C). Los cristales,
usualmente de dos a cuatro nucleaciones independientes por
gota, formadas y parecidas como multiramas o estructuras
dendriticas con numerosas proyecciones o ramas que salen de
la estructura principal. Las dimensiones generales de cada
rama intacta era de aproximadamente de 50 micrdémetros de
longitud del centro de nucleacidén, aproximadamente 30
micrémetros de anche, y aproximadamente 10 micrémetros de
espesor o profundidad. Una de tales ramas se removié del
cristal con un aro de nylon, se lavé con el reactivo de
cristalizacién anterior y se lavdé en tres series, se
solubilizé en amortiguador Laemmli 4XSDS, y luego se colocd
en el pozo de un gel de poliacrilamida SDS y se sometié a

electroféresis. Luego de la electroféresis el gel fue tefiido
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con plata, y hay una banda tefiida de plata claramente visible
en la senda que corre de la proteina cristalizada gue emigra
al mismo alcance como la proteina de la preparacién de
etanercept utilizada para producir el cristal. Este ensayo de
electroféresis de gel de poliacrilamida SD se repitié al
utilizar otras ramas de cristales producidos en los mismos
experimentos, y el tefildo de una banda de material cristalino
solubilizado, con la misma migracién electroforética como el
etanercept, también se alcanzé a utilizar teflido azul
Coomassie. Por lo tanto, los cristales que se formaron de la
solucién contienen material que aparentemente es etanercept,
en razén a que este emigra en un gel de poliacrilamida SDS y
produce una banda de proteina en el gel en la misma forma que

lo hace una muestra conocida de proteina etanercept.

Ejemplo 6

Ensayo de Actividad Biolégica de Polipéptidos Cristalizados

Como se describié en el ejemplo anterior, los cristales de
polipéptido se pueden recubrir a partir de la solucién de
cristalizacién, colocada opcionalmente en una solucién
diferente, lavada, y/o secada para remover el amortiguador de
cristalizacién, y luego solubilizada en una sclucién
apropiada para ensayos adicionales. Las actividades

bioclégicas de los polipéptidos TNFR2 se pueden ensayar al
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utilizar cualquiera de un nimero de ensayos, por ejemplo,
ensayos de unién para determinar la habilidad del TNFR2
previamente cristalizado (es decir polipéptido iNFRZ
reconstituido) para unirse a su 1ligande. Los siguientes
ejemploa ilustran ensayos para medir la actlividad biolégica
de aquellos polipéptidos TNFRZ2 que se unen al TNF-alfa, tal
como etanercept (ver por ejemplo, Mohler et al., 1993, J
Immuncl 151: 1548-1561), pero aquellos expertos en la técnica
reconocerdn que tales ensayos se pueden modificar para uso en
la mediciétbn de las actividades Dbioldgicas de otros

polipéptidos TNFR2.

Ensayo de Competicién de Unién

El TNF-alfa humano etiquetado tal como [*2°I}) TNF-alfa a 0.5 nM
se incuba en medio de unién (RPMI 1640, 2.5% BSA, 50mM HEPES
pH 7.4, 0.4% NaN;) durante dos horas a 4 grados C con agentes
de unién competitiva diluida serialmente (por ejemplo
etanercept reconstituido de forma cristalina, u otro
polipéptido TNFR2 de unién TNF-alfa que ha sido reconstituido
de la forma cristalina, o TNF-alfa humano no etiquetado, o
etanercept no cristalizado como un control) y células 2x10°
U937. Alicuotas duplicadas se remueven posteriormente, se

centrifuga a través de una mezcla de aceite eftalato para

separar ligando unido y libre, y la radiocactividad ['?°I] TNF-
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alfa) se mide utilizando un contador gama. Valores de unién
no especificos se determinan mediante la inclusién de un
exceso molar 200X TNF-alfa no etiquetado y se sustrajeron del
total de datos de unién para producir valores de unién
especifico (ver por ejemplo Park et al., 1990, J Exp Med 171:

1073-1089).

Rescate de la Mortalidad Inducida por LPS

La inyeccién de una dosis letal de LPS (lipopolisacarido)
eleva los niveles de TNF-alfa en suero en ratones, que
origina la mortalidad si una cantidad suficiente de un agente
que neutraliza los efectos de TNF-alfa tampoco se administra
(ver por ejemplo Mohler et al., 1993, J Immunol 151: 1548-
1561). El1 LPS, tal como LPS bacterial derivado de E. coli, se
resuspende en 10 mg/mL en solucién salina estéril y se
almacena a -20 grados C en alicuotas pequeflas. El LPS se
diluye a la concentracién apropiada y se sonica durante un
minuto antes de inyeccién. Ratones tales como ratones hembras
BALB/c (18 a 20g) se inyectan intravenosamente con una dosis
LD60 a LD100 de LPS (300 a 400 microgramos) en 0.2 mL de
solucién salina. Se inyecta el LPS ya sea solo o en conjunto
con etanercept reconstituido a partir de la forma cristalina,
u otro polipéptido TNFR2 de unién TNF-alfa que ha sido

reconstituido a partir de la forma cristalina, o proteinas de
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control tales como etanercept no cristalizado o IgG humano.
Se monitorea la supervivencia durante al menos 5 dias. La
presencia del polipéptido TNFR2 de unidén TNF-alfa
reconstituido activo se indica mediante el incremento de
supervivencia de ratones inyectados c¢on LPS, cuando se
administra una cantidad suficiente del polipéptido TNFR2 de

unién TNF-alfa reconstituido.

La presente invencién se ha descrito en términos de
modalidades particulares halladas ©  propuestas para
comprender ciertas formas para la practica de ia invencién.
Se apreciard por aquellos expertos en la técnica que, en
claridad de 1la presente descripcién, se pueden hacer
numerosas modificaciones y cambios en las modalidades
particulares ejemplificadas sin apartarse del alcance

propuestc de la invencién.

SECUENCIAS PRESENTADAS LA LISTA DE SECUENCIAS

ID de SEC No. Tipo Descripcién

ID de SEC No: 1 |Aminoacido | Receptor 2 de factor de
necrosis de tumor humano;
(TNFR2, p75, CDl120b, TNFRSF1S):;
No. de acceso de base de datos
Swiss-Prot P20333

ID de SEC No: 2 |Aminoadcido | Regién constante de cadena
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gama-1 inmunoglobulina humana
(IgGl; No. de acceso de base de
datos Swiss-Prot P01857)

ID de SEC No: 3 |Aminodcido | Variante de regién constante de
cadena gama-1l Inmunoglobulina

humana (ID de SEC No.:2 con
Asp239->Glu; Leu24l->Met)

ID de SEC No: 4 |Aminoacido | Etanercept
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REIVINDICACIONES

LO QUE SE REIVINDICA ES:

l. Un cristal de etanercept.

2,

Un cristal de etanercept como se describe en 1la
reivindicacién 1, en donde el cristal est& en la

forma de una barra.

Un cristal de etanercept como se describe en 1la
reivindicacién 1, en donde el cristal tiene una
longitud méxima de entre 0.05 milimetros y 1.5

milimetros.

Un cristal de etanercept como se describe en la
reivindicacién 1, en donde el cristal tiene una
longitud méxima de entre 0.05 milimetros y 0.3

milimetros.

Un cristal de etanercept como se describe en 1la
reivindicacién 1, en donde el cristal comprende una
sal seleccionada del grupo que consiste de acetato de
amonio, fosfato de amonio, sulfato de amonio,

hidrogen fosfato di-amonio, cloruroc de litio, sulfato
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de litio, sulfato de magnesio, cloruro de potasio,
citrato de potasio, fosfato de potasio, acetato de
sodio, cloruro de sodio, citrato de sodic, fosfato de

sodio, y sulfato de sodio.

Un cristal de etanercept como se describe en la
reivindicacién 1, en donde el cristal comprende una
sal seleccionada del grupo que consiste de acetato de
amonio, fosfato de amonio, hidrogenfosfato diamonio,

y cloruro de sodio.

Un método para fabricar un cristal de etanercept, en
donde el método comprende combinar una solucién de
polipéptido de etanercept con un amortiguador de

cristalizacién que comprende una sal.

El método de 1la reivindicacidén 7, en donde 1la
combinacién se coloca en equilibrio de vapor con un

reservorio de amortiguador de cristalizacidn.

El método de 1la reivindicacién 7, en donde el
amortiguador de cristalizacién tiene un pH entre 4.0

y 10.5.
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11.

12.

13.

14.
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El método de la reivindicacién 7, en donde la sal se
selecciona a partir del grupo que consiste de acetato
de amonio, fosfato de amonio, sulfato de amonio,
hidrogenfosfato diamonic, cloruro de 1litio, sulfato
de litio, sulfato de magnesio, cloruro de potasio,
citrato de potasio, fosfato de potasio, acetato de
sodio, cloruro de sodio, citrato de scdio, fosfato de

scdio, y sulfato de sodio.

El método de 1la reivindicacién 7, en donde 1la
concentracién de sal en el amortiguador de

cristalizacién estd entre 0.04M y 1.2M.

El método de la reivindicacién 7, en donde el
amortiguador de cristalizacién incluye ademis 2-

metil-2, 4-pentanediol (MPD) o polietilenglicol (PEG).

El método de la reivindicacién 7, que comprende
ademas remover una porcidén del amortiguador de
cristalizacién después de que se han formado los

cristales.

El método de 1la reivindicacién 13, en donde 1la
porcidn del amortiguador de cristalizacién se remueve

mediante centrifugacién.
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15. E1 método de 1la reivindicacién 13, en donde los
cristales se colocan en una solucién que contiene un

aditivo orgénico.

16. E1 método de la reivindicacién 13, que comprende

ademds la adicién de un excipiente.

17. E1 método de 1la reivindicacién 16 en donde el
excipiente se selecciona a partir del grupo gque

consiste de sucrosa trehalosa, o sorbitol.

18. El1 método de la reivindicacién 15 en donde el aditivo

organico es etanol o isopropanol.

19. El1 método de la reivindicacién 7, que comprende

ademds secar los cristales que se han formado.

20. El método de la reivindicacién 19 en donde 1los
cristales se secan mediante exposicién al aire, o
mediante exposicidén a un vacio, o mediante exposicién

a gas nitrégeno.

21. Un cristal de etanercept producido mediante el método

de cualquiera de las reilvindicaciones 7 a 20.
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22, Una composicién que comprende etanercept en forma

cristalina.

23. Una composiciédn producida mediante al reconstituir

etanercept cristalino.

24. El1l uso de un cristal de etanercept como en cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 21 o una composicién como
en cualquiera de las reivindicaciones 22-23 en la

preparacién de un medicamento.

25. El1 uso de 1la reivindicacién 24 en donde el
medicamento es para tratar una condicién

caracterizada por niveles de TNF-alfa excesivos.

26. El1 wuso de 1la reivindicacién 25 en donde el
medicamento reduce los niveles de TNF-alfa en el

suero o tejidos del sujeto.

27. El uso de la reivindicacién 25 en donde la condicién
es artritis reumatoide, artritis soriAtica, soriasis,

o artritis anquilosante.
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LISTADO DE SECUENMNCIA
<110> AMGEY, Inc.

OSSLUND, Timothy D.

CLOGSTON, Christi

CRAMPTON, EBhon

BABS, Randal

<120> CRYSTALLINE POLYPEPTIDES
<130> A-859
<160> 4

<170> PatentIn version 3.2

<210> 1

<211> 461

<212> PRT

<213> Homo sapiens

«<400> 1

Mat Als Pro Val Ala Val Trp Ala Ala Isu Ala Val Gly Leu Glu Leu

1 5 .10 15

-rrpnauaua.nisuamﬁmnaelnvn.uammm'ryr
20 a5 30

Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyx Tyr Asp Qln
’ 35 40 45

Thr Ala Gln Met Cys Cys Ser Lys Cys Ser Pro Qly Gin Hig Ala Lys
5Q 55 60

val Tha Cys Thr Lys Thr Ser Asp Thr Val Cys Asp S8er Cys Glu Asp

65 70 75 80

000239



Ser

cly

Glu

ser

Pro
145

Gln
225

Thr Ty? Thr Gln T.au Trp Asn Trp VYal Pro Glu Cys Leu Ser Cys
85 80 §5

Ser Arg Cye Sar Sar Asp Gln Val @Glu Thr Gln Ala Cys Thr Arg
100 105 110

Gln Asn Arg Ile Cys Thr Cys Arg Pro Gly Trp Tyr Cys Ala Leu
115 120 128

Lys Gln Glu Gly Cys Arg Leu Cys Ala Pro Leu Axrg Lys Cys Axg
130 135 140 )

Gly Phe Gly Val Ala Axg Pro Gly Thr Glu Thr Sexr Asp Val Val
: 150 155 . 160

Lya Pro Cys Ala Pro Gly Thr Phe Ser Asn Thr Thr Ser Ser Thx
165 . 170 175

) Ile Cys Arg Pro His Gln Ile Cys Am Val Val Ala Ile Pro Gly

180 185 190

Ala Ser Met Asp Ala Val Cyu-‘l‘hr Sar Thr Sear Pro Thr Arg Ser
195 200 i 205

Ala Pro Gly Ala Val His Leu Pro Gln Pro Val Ber Thr Arg Ser
210 - 215 a20

His Thr Qln Pro Thr Pro Glu Pro Ser Thr Ala Pro Ser Thr Ser
230 235 240

nne23?



Fhe Leu Leu Pro Met Gly Pro Ser Pro Pro Ala Glu Gly Ser Thr Gly

345 a50 255

Asp Phe Ala Leu Pro Val Gly Leu Ile Val Gly Val Thr Ala Leu
260 a65 270

Ireu Leu Ile Xle Gly Val Val Asn Cys Val Ile Mat Thr Gln val
275 280 285

Lys Lys Pro Lau Cys Leu Gln Arg Glu Ala Lys Val Pro His Leu
290 295 300

- Ala Asp Lys Ala Arg Gly Thr Gln Gly Pro Glu Gln Gln His Leu
305 kb i) 315

Ile Thr Ala Pro Ser Her Ser Ser Ser Ser Leu Glu Ser Ser Ala
325 330 335

Ala LIeu Asp Arg Arg Ala Pro Thr Arg Asn:@ln Pro Gln Ala Pro
340 - 345 - 11

Val Glu Ala Ser Gly Ala Gly Glu Ala Arg Ala Ber Thr Gly Ber
355 360 385

Asp Ser Ser Pro Gly Gly His Gly Thr Gln Val Aan Val Thr Cys
370 375 380

Val Asn Val Cys Ser Ser Ser Asp His Eer Ser Gln Cys Ser Ser
385 390 ags

aly

Pro

320

Ber

Gly

Ser

Ile

Gln
400

nnnz2iz



Ala Ser Ber Thr Met Gly Asp Thr
405

Lys AsSp Glu Gln Val Fro Phe Ser
420

Gln Leu Glu Thr Pro Glu Thr Leu
435 440

Leu Pro Leu Gly Val Pro Asp Ala
450 455

<310> 2

<211> 330

«212> PRT

<213> Homo saplens

<400> 2

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Sar Val
1 5

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
20

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
as 40

Gly Val His Thr Fhe Pro Ala Val
50 55

Leu Ser Ser Val Val Thr val Pro
65 70 ]

Asp Ber fSer Pro Ser
© 410

Lys Glu Glu Cys Ala
425

Leu Gly Ser Thr Glu
445

Gly Met Lys Pro Ser
460

Phe Pro Leu Ala Pro
10

Leu Gl_{r Cys Leu Val
a5

Txp Asn Ser Gly Ala
45

Leu Gln Sar Ser Gly
60

Sar Ser Ser Leu Gly
75

Glu 8Ser Pro
415

Phe Arg Ber
430

Glu Lys Pro

Ser Ser Lys
15

Lys Asp Tyr
30

Leu Thr Ser

Leu Tyr Ser

Thr Gln Thr
80

-
o

-

e
| &)
G



Tyr Ile Cys Asn Val Asn His
8BS

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cysn
100

Pro Ala Pro Glu Leau Leu Gly
115

Lys Pxo Lys Asp Thr Leu Met
130 13s

Val Val Val Asp Val Sexr His
145 150

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val
165

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
180

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
195

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
210 215

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
225 230

mp;osermmmmmm
90 95

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys
b I L 110

Gly Pro Ser Val Phe Lau Phe Pro Pro
120 125

k]

Ile Ser Arg Thr Pxo Glu Val Thr Cya
140

Glu Asp Pro Clu Val Lys FThe Asn Trp
155 160

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu
170 . 118

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Lau
185 180

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn
200 205

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
220

Tyr Thr Lleu Pro Pro Ser Arg Asp Glu
235 T 240

nnn23s



Leummsmelnvusermumcnmummelymm
245 . 250 . 2ss

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 265 270

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Fhe Phe
275 280 285

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lyas Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asm
290 295 300

Val Pbe Sar Cys Ser Val Met Hia Glu Alas Leu His Asp His Tyr Thr
aos ) 3lo ) 315 320

Gln Lys Ber Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330

<210> 3

<211> 330

<212> PRT

<213> Homo saplens

<400> 3

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Fha Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 i5

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Als Ala Leu Gly Cya Leu Val Lys Asp Tyr
20 as a0

Fhe Pro Glu Pro Val Thr Val Sar Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ber

100H233



35 . 40 45

Gly Val His Thr Fhe Pro Ala Val Leu Gln Ser Bar Gly Leu Tyr Ser

50 55 60

Leu Ser Ser Val Val Thr val Prc Ser Ser Sar Leu Gly Thr Gln Thr

65 70 75

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys
85’ 950

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cy=s
100 105

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Sar Val Phe Leu
115 120 125

Lys Pro Lya Asp Thr Leu Mat Ila Ser Arg Thr Pro Glu
130 135 140

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lya
145 150 155

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Aen Rla Lys Thr Lys
165 170

Glu Giln Tyr Rsn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser val Leu
180 185

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lym Glu Tyr Lys Cys Lys
195 200 205

Val Asp Lys
95

Pro Pro Cya
110

Phe Pro Pro

Val Thr Cys

FPhe Asn Trp
160

Pro Arg Glu
175

Thr Val Leu
190

Val Sexr Amm

000236



Lya Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly
210 ) 215 220

Gln Pro Arg Glu Fro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Sexr Arg Glu Glu
225 230 235 240

Mat Thr Lys Asp Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr
245 250 255

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn
260 465 a70

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phae
475 280 285

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Aep Lys Sar Arg Trp Gln Gln Gly Asn
290 255 3ao

val Phe Ser Cys Ser Val Met RHis Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr
05 310 315 320

1
Gln Lys Ser Leu Ber Leu Ber Pro Gly Lys
325 330

<310> 4

<211> 467

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Fusion polypeptide

gRn237



<400> 4

4 .
Leu Pro Ala Glan Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser
1 5 10 15

Thr Cys Arg Isu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gln Thr Ala GIn Met Cys Cy=m
a0 ] a5 30

Ser Lys Cys Ser Pro Cly Gln His Ala Lys Val Phe Cys Thr Lys Thr
35 40 45

Ser Asp Thr Val Cys Asp Ser Cya Glu Asp Ser Thr Tyr Thr Gln Leu
50 55 . 60

Trp Asn Txp Val Pro Glu Cys Leu Ser Cys Gly Ser Arg Cys Ser Ser
65 ' 70 75 80

Asp Gln Val Glu Thr Gln Ala Cys Thr Arg Glu Gln Asn Arg Yle Cys
85 S50 95

Thr Cys Arg Fre Gly Trp Tyr Cys Ala Leu Ser Lys Gln Glu Gly Cyw
100 105 110

Arg Leu Cys Ala Pro Leu Arg Lys Cys Arg Pro Gly Phe Gly Val Ala
115 120 125

Arg Pro Gly Thr Glu Thr Ser Asp Val Val Cys Lys Pro Cya Ala Pro
130 135 140

Gly Thr Phe Sex Asn Thr Thr Ser Sar Thr Asp Ile Cys Arg Pro His
145 150 155 160

100238



Gln

Val

His

Pro

Pro
225

Gly

Ile

Glu

His

305

Ile Cys Asn Val Val
165

Cys Thr Ber Thr Se;
180

Leu Pro Gln Pro Val
1585

Glu Pro Sexr Thr Ala
210

Ser Pro Pro Ala Glu
230

Lys Thr His Thxr Cys
245

Pro Ser Val Fhe Leu
260

Ser Arg Thr Pro Glu
275

Asp Pro Glu Vval Lys
290

Ala

Pro

Ser

Pro

215

Gly

Pro

Pha

Val

Pha
295

Ile Pro Gly Asp Ala Ser Met Asp Ala
170 175

Thr Arg Ser Met Ala Pro Gly Ala Val
© 185 190

Thr Arg Ser Gln His Thr Gln Pro Thr
200 205

Sar Thr Sar Fhs Leu lLeu Pro Met Gly
220

Ser Thr Gly Asp Glu Pro Lys Sex Cys
235 ’ 240

Pro Cye Bro Ala Pro Glu Leu Leu Gly
250 _ 255

Pro Pro Lys Pro Iya Asp Thr Leu Met
265 270

Thy Cys Val Vel Val Asp Val Sar Him
280 185

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val
300 '

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr

aio

315 320

0

000239



Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
325 330 335

Lya Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ber Asn Lys Ala Isu Pro Ala Pro Ile
340 345 350

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
158 160 365

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser
370 375 380

Leu Thr Cys Leu Val Lyr Gly Phe Tyr Fro Ber Asp Ile Ala Val Glu
aas 390 395 400

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
405 410 415

Val Leu Asp Ser Asp Qly Ber Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
420 425 . 430

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Pha Ser Cye Ser Val Mat
435 440 445

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser
450 455 460

Pro Gly Lys
465

11
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2004/024738

nan246

Box No.| Bassis oi the opinion

1. With regard 1o the language, this opinion has been established on the basis of the intemational application in
the language in which it was filed, unlegs otherwisa indicated under this item.

O This opinion has been established on the basis of a'translation from the original language imo the following
la , which is the language of a translation furnished for the purposes of international search
(under Rules 12.3 and 23.1(b)).

2. With regard to any nucleotide andbr amino acld sequence disclosed in the intemational application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basls of:

a. type of matarial:
(2 asequence listing
0 table(s) related to the sequenca listing
b tormat of material:
LJ  in written format
O i computer readable form
¢ ume of thngfumishing:
{. contamed in the intemational application as flled.
12 hied togsther with the international application in computer readable form.
O wmshed subsequently to this Autharity for the purposes of search.

3 T In addibon. in the case that more than one version or copy of a sequence lgting andbr table relating thereto

has been hied or funished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copees 18 entical to that in the appiication as filed or doas not go beyond the application as filed, as
appropnale. were fumished. .

4. Addhbonal comments:
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Box No.1 Priority

1. O The following document has not been fumished:
O copy of the earlier application whose priority has baen claimed (Rule 43bis.1 and 68.7(a)).

O transiation of the earlier application whosa priority has been claimed (Rule 43bis.1 and 686.7(b)).

Consequently it has not been possible to consider the validity of the priority claim. This opinion has
nevertheless baen eetablished on the assumption that the relevant data is the clagimed priority date.

2. [0 This opinion has been established as it no priorlly had been claimed due to the fact that the priority claim
has been found invalid (Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the purpases of this opinion, the intamational
tiling date indicated above is considerad to be the relsvant date.

3. @ It has not been possible to conalder the valiity of the priority claim because a copy of the priority document
was not available to the ISA at the time that the search was conducted (Rule 17.1). This opinion has
nevertheless been established on the assumption that the relevant date [s the claimed priority date.

4, Addftional obsarvations, i necessary:

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(l) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicabiiity; citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims 1;21.23-27
No: Claims 22
inventive step (IS) Yes: Ciaima
No: Claims 1-27
industrial applicability (lA) Yes: Claims 1-27

No: Chims

2. Chations and explanations
sep separate sheet

Form PCTISA/237 Llanuarvy 20041



WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2004/024738
600248

Re ftem V.

The tollowing documents are referred o in this communication:

D1: JEN ANNA ET AL: "Diamonds in the rough: Protein crystals from a formutation perapective®
PHARMACEUTICAL RESEARCH (NEW YORK), vol. 18, no. 11, November 2001 (2001-11),
pages 1483-1488, XP002307178 ISSN: 0724-8741

D2: YANG MARK X ET AL: “Crystalline monacional antibodies for subcutansous delivery.”
PROGCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF THE UNITED STATES
OF AMERICA, vol. 100, no. 12, 10 June 2003 (2003-06-10), pages 6934-6839,

- XP002307180 ISSN: 0027-8424

1. A given protein solution does (in the general case) not allow to determine how this
solution was created. The composition of claim 23 therein cannot be distinguished
from any other solution containing etanercept; claim 23 therefore lacks novelty.

2. The prior art does not disclose a crystalline form of etanercept. Subject-matter of
claims 1-22 and 24-27 is therefore novel.

3. Crystallization of a given polypeptide is a routine measure in the field for several
purposes. First, crystallization is routinely employed in methods of structural
analysis; since such analysis is a general option in the investigation of a protein,
the skilled person would, in the general case, routinely envision to crystallize any
protein of interest.

Moreover, crystallized proteins are used as pharmaceuticals, since the crystallized
form confers advantages with respect to e.g. stability, and better control over
bioavailability (see e.g. D2). The skilled person would therefore in general also
envision crystallization of therapeutic proteins.

In the present case, etanercept (commercially available as Enbrel) was known to
be one of the two major TNF antagonists available on the market at the priority
date. From this aione, the skilled person would envision to provide the drug in
other forms, such as in crystallized form. He would even be particularily motivated
to do so, since also the other TNF antagonist, Infliximab, had been crystallized,
and the protein crystals suggested as pharmaceuticals.

There was therefore a strong motivation for the production and the pharmaceutical
application of crystals of etanercept.

Form PCTASA237 (Separeia Shaet) {Sheet 1) (EPO-January 2004)
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4. Atfthough etanercept and infliximab are only pastially related in terms of their
composition {(see D1), there was no indication in the art that crystaliization of
etanercept would not work, as the protein is soluble and proteins of similar size
(such as infliximab) had been successfully crystallized before. The skilled person
woulid therefore try o crystallize etanercept by methods known in the art.

5. Although a variety of parameters may have to be adjusted for successful
crystallization of a given protein or protein complex, and while this may require
considerable effort and time, standard procedures for optimization of
crystallization conditions are known in the field, and also commerciat kits for this
purpose are available. Moreover, as robotic procedures allow for automated
adjustment and optimization of crystal growth conditions on a very large scale,
crystallization has become a routine technique for most proteins in recent years
(see o.g. D2). In the general case, an inventive activity is acknowledged for the
crystallization of & given pratein or protein complex only if the method per se is
novel and inventive, and if successful crystallization can not be achieved by
standard means.

In the present case, crystallization was achieved by such standard methods (e.g.
by using a commercially available crystatlization kit); the creation of crystals of
etanercept therefore did not involve inventive activity.

As stated above, it was also obvious to envision the use of such crystals as
pharmaceuticals.

Subject-matter of claims 1-27 therefore does not involve inventive activity.

Form PCTASA/237 (Separale Sheet) (Shest 2) (EPO-January 2004}
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE

PATENTE DE INVENCION ()  MODELO DE UTILIDAD ( )

«indicacién de que se solicita la concesién de una patente.
-Datos de Identlficacién del solicitants o de la parsona que se
presenta la solicitud.

-Descripcién de la Invencién.

-Dibujos de ser astos pertinentes.

-Comprobante de Pago de las tasas establecidas.

COMPLETA ) INCOMPLETA ( )

DISENO INDUSTRIAL  { )

-indicacién de que se solicita ¢l registro de Diseflo Industrial.

-Datos de Identificacién del solicitants o de Is persona que se
presonta la sollcitud.

-Representacién grifica y fotogrifica dal Disefio industrial o muestra
del Material que Incorpora el disafio.

-Comprobante de Pago de las tasas establecidas.

COMPLETA ( ) INCOMPLETA { )

ESQUEMA DE TRAZADO { )

=indicacién de que se solicita f registro de Disefio industrial.
-Datos de Identificacién del solicitants o de 1a parsona que se
presenta la solicitud.

-Representacién grifica del Esquema Trazado.
<Comprobante de Pago de las tasas establecidas.
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Doctor (a)
CORREA ORDOREZ ALVARD

REFERENCIA Radicacliém No. 6 9419
Bolicitud internacional US2004/024738
Fecha inicio fase nacional 01/03/2006

Trémite 11
Evento a7s
Actuacién " 300y pn
Oficio No. - 03 6

Camo resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 da
la Decisifn 486 de la Comlsién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacifn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
inica de la Superintendencia de Industria y Comerclo, se le comunica que:

1. La aolicitud no contiens la copia del documento en que consta la cesitn del
derecho a la patente del inventor al solicltante © a su causante. (Art. 26-k)
Deciglén 486.

2. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidoa por los articulos 63 y subsigulentes del C&digo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberdi presentar el documento que acredita la
axistencia y representacién legal de la sociedad solicitante, cuando &sta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la DeclaiSn 486, se les
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerari abandonada y perderi su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforma a lo dispuegto an el numeral 5.2, literal
© primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

anl:er:l.or raquer:l.m:l.-to fue notificado por fijaciém en 1lista de



