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DESCRIPCION

Uso de inhibidores de IL-1 y antagonistas de TNF, parcialmente en combinacién con eritropoyetinas recombinantes,
para el tratamiento de la anemia

Campo de la invencion

La invencion se refiere al tratamiento de trastornos de la sangre usando un inhibidor de interleucina-1 (IL-1). La
invencién también se refiere a métodos de tratamiento de trastornos de la sangre en un mamifero usando un
inhibidor de IL-1 y un agonista del receptor de eritropoyetina (EPO).

Antecedentes de la invencion

Los trastornos de la sangre plantean muchas preocupaciones de salud importantes. Por ejemplo, un hematocrito
disminuido, por ejemplo nimero bajo de glébulos rojos, volumen disminuido de glébulos rojos o concentracion de
hemoglobina reducida, es indicativo de estados patologicos tales como, pero sin limitarse a, anemia. Los sintomas
de anemia pueden incluir fatiga, mareo, cefalea, dolor toracico, falta de aliento y depresion.

El tratamiento de trastornos de la sangre tales como anemia puede implicar aumentar el hematocrito del paciente.
Un método de tratamiento de la anemia es administrar transfusiones de gldbulos rojos. Este procedimiento, sin
embargo, puede tener riesgos asociados con el mismo. Pueden producirse reacciones a la transfusion si la sangre
no corresponde de manera correcta y completa entre el donante y el paciente, y puede haber algunas
enfermedades, especialmente enfermedades virales, en la sangre que esta transfundiéndose. Una preocupacion
tedrica, todavia no demostrada, es que las transfusiones de sangre frecuentes pueden dafar el sistema inmunitario,
que protege al organismo de infecciones.

Las autoridades normativas han aprobado la eritropoyetina humana recombinante para el tratamiento de la anemia
asociada con insuficiencia renal cronica (IRC), anemia relacionada con terapia con AZT (zidovudina) en pacientes
infectados por VIH, anemia en pacientes con tumores malignos no mieloides que reciben quimioterapia y anemia en
pacientes que se someten a cirugia para reducir la necesidad de transfusiones de sangre alogénicas.

Debido a los graves problemas de salud que surgen a partir de trastornos de la sangre, tales como los estados
asociados con hematocrito disminuido, es de interés desarrollar otros agentes que puedan tratar estos trastornos.
Estos agentes incluyen, pero no se limitan a, los que aumentan el nivel de hematocrito.

Sumario de la invencion

La invencion proporciona un inhibidor de IL-1 y un agonista del receptor de eritropoyetina (EPO) para su uso en un
método de tratamiento de la anemia en un mamifero, que comprende administrar al mamifero una cantidad
terapéuticamente eficaz de dichos inhibidor y agonista, en donde el inhibidor de IL-1 es la proteina IL-1ra o un
derivado o variante de la misma con una homologia de secuencia de al menos el 90%, que inhibe la activacion de
receptores celulares mediante IL-1; y en donde el agonista del receptor de EPO es EPO, un anticuerpo anti-agonista
del receptor de EPO o un derivado o variante de los mismos con una homoiogia de secuencia de al menos el 90%,
que produce la activacion del receptor de EPO. La invencion proporciona el mantenimiento del hematocrito en un
mamifero. La invencion proporciona ademas una composicion que comprende un inhibidor de IL-1 y un agonista del
receptor de EPO, en donde el inhibidor de IL-1 es anakinra o Fc-IL-1ra, y en donde el agonista del receptor de EPO
es EPO, un anticuerpo anti-agonista del receptor de EPO o un derivado o variante de los mismos con una homologia
de secuencia de al menos el 90%, que produce la activacion del receptor de EPO.

En determinados aspectos, la descripcion proporciona la elevacion y/o el mantenimiento del hematocrito en un
mamifero que comprende administrar un inhibidor de IL-1 y un agonista del receptor de EPO. El inhibidor de IL-1 y
los agonistas del receptor de EPO pueden administrarse por separado, al mismo tiempo o en diferentes momentos.
El inhibidor de IL-1 y el agonista del receptor de EPO pueden administrarse juntos al mismo tiempo.

También se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden un inhibidor de IL-1 y un agonista del
receptor de EPO, en las que el inhibidor de IL-1 es anakinra o Fc-lL-1ra, y en las que el agonista del receptor de
EPO es EPO, un anticuerpo anti-agonista del receptor de EPO o un derivado o variante de los mismos con una
homologia de secuencia de al menos el 90%, que produce la activacion del receptor de EPO.

Descripcion de las la figuras

La figura 1 muestra la historia clinica y los datos demograficos de nivel inicial de sujetos en el estudio descrito en los
ejemplos 1, 2 y 3 de esta solicitud. Los datos se agrupan por tipo y nivel de tratamiento.

La figura 2 compara la distribucion de cambio con respecto al nivel inicial en el hematocrito para el tratamiento con
anakinra y el tratamiento con placebo en el estudio descrito en los ejemplos 1, 2 y 3 de esta solicitud.

La figura 3 muestra la historia clinica y los datos demograficos de nivel inicial de sujetos en el estudio descrito en los
ejemplos 1, 2 y 3 de esta solicitud que tenian artritis reumatoide y anemia. Los datos se agrupan por tipo y nivel de
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tratamiento.

La figura 4 muestra el numero y el porcentaje de sujetos en el estudio descrito en los ejemplos 1, 2 y 3 de esta
solicitud que tenian artritis reumatoide y anemia que demostraron mejora del hematocrito en la semana 24.

La figura 5 muestra el niumero y el porcentaje de sujetos en el estudio descrito en los ejemplos 1, 2 y 3 de esta
solicitud que tenian artritis reumatoide y anemia y que demostraron aumentos en el nivel de hematocrito que
también cumplian los criterios de respuesta ACR20. Los datos se agrupan por niveles de aumento de hematocrito.

La figura 6 compara el nimero de sujetos en el estudio descrito en los ejemplos 1, 2 y 3 de esta solicitud con artritis
reumatoide y anemia que mostraron tanto mejora del hematocrito como respuesta ACR20, con el nimero total de
sujetos con artritis reumatoide y anemia que demostraron mejora del hematocrito.

La figura 7 muestra el efecto de ARANESP™ (darbepoyetina alfa) y Fc-lL-1ra sobre la concentracion de
hemoglobina en sangre media en ratas que padecian anemia de trastornos crénicos en el estudio descrito en el
ejemplo 4 de esta solicitud. El tratamiento de combinaciéon de 100 mg/kg de Fc-IL-1RA 3x/semana con 6
ng/kg/2 semanas de ARANESP fue significativamente mejor en elevar los niveles de Hb en sangre que cualquier
tratamiento individual solo (p<0,02).

La figura 8 muestra el efecto de ARANESP™ solo y con Fc-IL-1ra o un inhibidor de TNF (PEG sTNF R1) sobre
edema de pata en ratas que padecen anemia de trastornos crénicos en el estudio descrito en el ejemplo 4 de esta
solicitud.

La figura 9 muestra el efecto de ARANESP™ y Fc-IL-1ra sobre el numero medio de reticulocitos en ratas que
padecen anemia de trastornos crénicos en el estudio descrito en el ejemplo 4 de esta solicitud. El tratamiento de
combinacion de 100 mg/kg de Fc-IL-1RA 3x/semana con 6 pg/kg/2 semanas de ARANESP fue significativamente
mejor en elevar los niveles de reticulocitos que cualquier tratamiento individual solo (p<0,004).

La figura 10 muestra el efecto de ARANESP™ y Fc-IL-1ra sobre el nimero de glébulos rojos (GR) en ratas que
padecen anemia de trastornos cronicos en el estudio descrito en el ejemplo 4 de esta solicitud. El tratamiento de
combinacion de 100 mg/kg de Fc-IL-1RA 3x/semana con 6 pg/kg/2 semanas de ARANESP fue significativamente
mejor en elevar el nimero de GR que cualquier tratamiento individual solo (p<0,03).

La figura 11 muestra el efecto de ARANESP™ y Fc-lL-1ra sobre el volumen corpuscular medio (VCM) en ratas que
padecen anemia de trastornos cronicos en el estudio descrito en el ejemplo 4 de esta solicitud. El tratamiento de
combinacion de 100 mg/kg de Fc-IL-1RA 3x/semana con 6 ug/kg/2 semanas de ARANESP fue significativamente
mejor en elevar VCM que cualquier tratamiento individual solo (p<0,04)

La figura 12 muestra el efecto de ARANESP™ y Fc-IL-1ra sobre la hemoglobina corpuscular media (HCM) en ratas
que padecen anemia de trastornos crénicos en el estudio descrito en el ejemplo 4 de esta solicitud. El tratamiento de
combinacion de 100 mg/kg de Fc-IL-1RA 3x/semana con 6 pg/kg/2 semanas de ARANESP fue significativamente
mejor en elevar VCM que el tratamiento con ARANESP solo (p<0,01).

La figura 13 muestra el efecto de ARANESP™ y Fc-IL-1ra sobre las concentraciones de hierro sérico total (HST) en
ratas que padecen anemia de trastornos cronicos en el estudio descrito en el ejemplo 4 de esta solicitud. El
tratamiento de combinacién de 100 mg/kg de Fc-IL-1RA 3x/semana con 6 pg/kg/2 semanas de ARANESP fue
significativamente mejor en elevar HST que cualquier tratamiento individual solo (p<0,02).

La figura 14 muestra el efecto de ARANESP™ y Fc-lL-1ra sobre la capacidad total de fijacién de hierro (CTFH) en
ratas que padecen anemia de trastornos cronicos en el estudio descrito en el ejemplo 4 de esta solicitud.

Definiciones

Las siguientes definiciones se aplican a los términos tal como se usan durante toda esta memoria descriptiva, a
menos que se limiten de otro modo en casos especificos.

“Variante adicional” se refiere a una variante que tiene al menos un residuo de aminoacido mas que la molécula
original.

“Adyuvante” es una sustancia afiadida a una composicién farmacéutica que afecta a la accion del principio activo de
la composicién de manera predecible.

“Administrar” se refiere a cualquier proceso de introduccion de una composicion en o sobre el organismo de un
mamifero e incluye, pero no se limita a, métodos particulares descritos en esta memoria descriptiva.

“Anemia de enfermedades crénicas” (AEC) se refiere a cualquier anemia de leve a moderadamente grave que esta
asociada con enfermedades crénicas tales como, pero sin limitarse a, traumatismo, infeccioso e inflamaciéon (por
ejemplo, artritis reumatoide (AR) o enfermedad inflamatoria del intestino (Ell)) y enfermedades neoplasicas que
persisten durante mas de 2 meses.
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“ARANESP™" se refiere a la proteina eritropoyética super-sialada descrita en la solicitud PCT publicada n.®* WO
00/24893 “Methods and Compositions for the Prevention and Treatment of Anemia” y cualquier derivado o variante
de esta proteina.

“Polipéptido quimérico” se refiere a un polipéptido creado mediante la fusion entre dos o mas polipéptidos diferentes.

“Variante de delecion” se refiere a una variante que tiene al menos un residuo de aminoacido menos que la molécula
original.

“Derivado” se refiere a una proteina modificada quimicamente en la que un resto no proteinaceo se une a la
proteina.

“Diluyente” es una sustancia usada para reducir la concentracion de los otros componentes de una composicion.

“Emulsionante” es un agente tal como, pero sin limitarse a, un jabdn, detergente, esteroide 0 una proteina usada
para estabilizar una emulsién de una fase hidréfoba y una fase acuosa.

“Agonista del receptor de eritropoyetina (EPO)” se refiere a moléculas que pueden producir la activacion del receptor
de EPO, que puede resultar de cualquier nimero de mecanismos. Los agonistas del receptor de EPO incluyen los
descritos o a los que se hace referencia en esta memoria descriptiva, tales como, pero sin limitarse a darbepoyetina
alfa (ARANESP™), epoyetina alfa (EPO, EPOGEN®) y anticuerpos anti-agonista del receptor de EPO.

“Fc” se refiere a la totalidad o a parte del dominio constante de la cadena pesada o ligera de la inmunoglobulina
humana y cualquier variante o derivado de este dominio.

“Fc-IL-1ra” se refiere a una molécula que comprende las secuencias tanto de IL-1ra como el dominio constante de la
cadena pesada o ligera de la inmunoglobulina humana y cualquier variante o derivado de este dominio. Fc-IL-1ra a
modo de ejemplo se describe en la solicitud PCT WO 97/28828, publicada el 14 de junio de 1997 y cualquiera de los
derivados o variantes de este polipéptido.

“Inhibidor de interleucina-1 (IL-1)" se refiere a moléculas que pueden inhibir especificamente la activacion de
receptores celulares mediante IL-1, que puede resultar de cualquiera o varios mecanismos. Tales mecanismos
incluyen, pero no se limitan a, regular por disminucién la produccion de IL-1, unirse a IL-1 libre, interferir con la unién
de IL-1 a su receptor, interferir con la formacion del complejo IL-1-receptor (es decir, asociacion del receptor de IL-1
con la proteina accesoria del receptor de IL-1) o interferir con la modulaciéon de la sefializacién de I1L-1 tras unirse a
su receptor. Los inhibidores de interleucina-1 incluyen, pero no se limitan a, los descritos 0 a los que se hace
referencia en esta memoria descriptiva tales como anticuerpos anti-receptor de IL-1, antagonista del receptor de 1L-1
y Fc-lL-1ra.

“Molécula original” se refiere a una molécula no modificada o una molécula variante que carece de la variacion
particular que esta describiéndose. Por ejemplo, cuando se describen variantes de sustitucion de una molécula
original, la molécula original puede ser una variante de delecion.

“Conservante” es una sustancia afadida a una composiciéon para inhibir el cambio quimico a la composicién o la
contaminacion de la composicion.

“Solubilizante” es una sustancia afiadida a una composicion para aumentar la disolucion de los componentes de la
compaosicion.

“sTNF-RI” se refiere a una forma soluble del receptor de tipo | (p55) para el factor de necrosis tumoral (TNF) y
cualquier proteina de fusién, derivado o variante del mismo. sTNF-RI a modo de ejemplo se describe en el
documento WO 98/01555.

“Variante de sustitucion” se refiere a una variante en Ia que se elimina al menos un residuo de aminoacido en una
molécula original y se inserta un residuo diferente en su lugar.

“Cantidad terapéuticamente eficaz” es aquella cantidad que da como resultado una mejora medible de al menos un
parametro clinico en un mamifero que padece el trastorno particular.

“Variante” se refiere a un polipéptido con una homologia de secuencia de aminoacidos de al menos el 75%, o al
menos el 80%, o al menos el 90%, o al menos el 95% o al menos el 99% con respecto al polipéptido de referencia y
que mantiene algin nivel, incluyendo un nivel reducido, de actividad relevante del polipéptido de referencia. El
porcentaje de homologia tal como se describe en el presente documento se calcula como el porcentaje de residuos
de aminoacido encontrados en la menor de las dos secuencias que se alinean con residuos de aminoacido idénticos
en la secuencia que estad comparandose cuando pueden introducirse cuatro huecos de una longitud de 100
aminoacidos para ayudar en esa alineacion, tal como expone Dayhoff (1972), Atlas of Protein Sequence and
Structure, 5:124, National Biochemical Research Foundation, Washington, D.C., cuya descripcidon se incorpora al
presente documento como referencia para cualquier fin. Las variantes pueden basarse en un polipéptido de
referencia en el que se han delecionado uno o0 mas aminoacidos de (‘variantes de delecién”), insertado en
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(“variantes de adicién”) o sustituido dentro de (“variantes de sustitucion”) la molécula de referencia.
Dentro de esta solicitud, la mencién del singular incluye el plural a menos que se indique explicitamente otra cosa.
Descripcion detallada de la invencién

En el presente documento se describe un método de elevacién del hematocrito en un mamifero que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de IL-1. En determinados aspectos, la invencion
incluye mantener un hematocrito elevado. En determinados aspectos, se proporcionan composiciones farmaceéuticas
que comprenden un inhibidor de IL-1 y un agonista del receptor de EPO segtn la invencién.

La invencion, en determinadas realizaciones, proporciona un inhibidor de IL-1 y un agonista del receptor de
eritropoyetina (EPO) para su uso en un método de tratamiento de la anemia en un mamifero, que comprende
administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de dichos inhibidor y agonista, en donde el inhibidor
de IL-1 es la proteina IL-1ra o un derivado o variante de la misma con una homologia de secuencia de al menos el
90%, que Inhibe la activacién de receptores celulares mediante IL-1; y en donde el agonista del receptor de EPO es
EPO, un anticuerpo anti-agonista del receptor de EPO o un derivado o variante de los mismos con una homologia de
secuencia de al menos el 90%, que produce la activacién del receptor de EPO. En determinados aspectos, la
invencién proporciona elevar el hematocrito mediante la administraciéon de un inhibidor de IL-1 y un agonista del
receptor de EPO segln la invencion. En determinados aspectos, la invencién incluye mantener un hematocrito
elevado mediante la administracién de un inhibidor de IL-1 y un agonista del receptor de EPO segun la invencién. En
determinadas realizaciones, se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden un inhibidor de IL-1 y
un agonista del receptor de EPO segun la invencién.

Segun determinadas realizaciones, la invencién puede emplearse en el tratamiento de trastornos de la sangre, tales
como, pero sin limitarse a, los siguientes:

* anemia asociada con una disminucién o pérdida de funcion renal (insuficiencia renal crénica);
* anemia asociada con terapia mielosupresora, tal como farmacos quimioterapicos o antivirales (tal como AZT);

» anemia asociada con la progresion de canceres no mieloides, anemia asociada con infecciones virales (tales
como VIH);

* anemia asociada con deficiencia relativa de eritropoyetina;
* anemia asociada con insuficiencia cardiaca congestiva; y
* anemia de enfermedad cronica tal como enfermedad autoinmunitaria (por ejemplo, artritis reumatoide).

Segun determinados aspectos, la descripcion puede emplearse con estados que pueden conducir a anemia en un
individuo por lo demas sano, tal como una pérdida prevista de sangre durante cirugia. En determinadas
realizaciones, el tratamiento incluye la dosificacion una vez al dia para anemia asociada con artritis reumatoide (AR).
Los trastornos de la sangre también incluyen, pero no se limitan a, trastornos de hematopoyesis, hemacromatosis y
deficiencias en el metabolismo del hierro. La hematopoyesis se refiere a la formacién de la sangre y las células
sanguineas.

La anemia puede producirse como una complicacion extra-articular de la artritis reumatoide (AR) y habitualmente se
correlaciona con marcadores de actividad patologica (Peeters HRM ef al., Ann. Rheum. Dis., 55: 162-68 1996). Los
inventores encontraron que el tratamiento con un inhibidor de IL-1 de pacientes con AR aumentaba el hematocrito
de estos pacientes (figura 2). En particular, se aumenté el hematocrito en aquellos pacientes con AR que también
eran anémicos con respecto al placebo (figura 4). Ademas, los inventores encontraron que el hematocrito mejoraba
incluso en aquellos pacientes cuya respuesta de AR (conocida como ACR20) no cumplia los criterios aceptados
(figuras 5y 6).

Tal como se observé anteriormente, una forma de anemia es la anemia de enfermedad crénica (AEC). AEC es un
término amplio para anemia de leve a moderadamente grave que esta asociada a menudo con estados tales como,
pero sin limitarse a:

* traumatismo;
+ inflamacion infecciosa;

+ inflamacién no infecciosa, tal como puede asociarse con artritis reumatoide (AR), enfermedad inflamatoria del
intestino (Ell), lupus (incluyendo lupus eritematoso sistémico o LES), esclerosis muitiple (EM), insuficiencia
cardiaca congestiva (ICC), inflamacién cardiovascular y enfermedades neoplasicas que persisten durante mas de
dos meses.

Para una revisiéon de determinadas AEC, véase Means (1999), International J. of Hematol. 70(1):7-12. Se sabe que
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la AEC tiene una patogénesis multifactorial mediada en un grado variable por la respuesta inmunitaria innata y
consanguinea y por citocinas proinflamatorias tales como INF-y, TNF-a e IL-1 (Means (1999), International J. of
Hematol. 70(1):7-12; Voulgari, et al., (1999), Clin. Immunol. 92:153-160).

La inmunizacion de ratas Lewis con polimeros de peptidoglicano-polisacarido induce la recaida de artritis y una AEC
bifasica que reproduce estrechamente la AEC humana. Los inventores encontraron que la administraciéon de Fc-IL-
1ra con ARANESP™ a estas ratas aumentaba el nivel de Hb media, el numero de reticulocitos, el ntimero de
glébulos rojos, el volumen corpuscular, el nivel de HB corpuscular y la concentracién de hierro sérico total en mayor
grado que cualquiera de Fc-lIL-1ra o ARANESP™ administrados solos (véanse las figuras 7 a 15).

Las terapias de combinacion de esta descripcion también pueden ser Utiles en el tratamiento de estados asociados
con trastornos de almacenamiento de hierro. El hierro almacenado esta implicado en la generacién de superéxidos y
otras especies reactivas que median daiio tisular en numerosas enfermedades o trastornos. Para tales estados y
trastornos, el inhibidor de IL-1 puede ayudar a la liberacion de hierro y el agonista del receptor de EPO puede ayudar
al consumo de hierro en exceso por la eritropoyesis. Por este y otros motivos, las terapias de combinacion pueden
ser utiles en el tratamiento de la enfermedad cardiaca cronica, infarto de miocardio, accidente cerebrovascular,
deficiencias o trastornos cognitivos, hemacromatosis, enfermedad inflamatoria del intestino, y similares.

Agonistas del receptor de EPO

Los agonistas del receptor de eritropoyetina (EPO) son moléculas que pueden producir la activacién del receptor de
EPO, que puede resultar de cualquiera o varios mecanismos. Los agonistas del receptor de EPO incluyen Ios
descritos 0 a los que se hace referencia en esta memoria descriptiva, tales como, pero sin limitarse a, ARANESP™
EPO y anticuerpos anti-agonista del receptor de EPO.

Inhibidores de interleucina-1

La interleucina-1 es una proteina producida por numerosos tipos celulares, incluyendo monocitos y algunos
macrofagos. Esta proteina tiene efectos fisiologicos importantes sobre varias células diana diferentes. Los
inhibidores de interleucina-1 incluyen, pero no se limitan a, moléculas que pueden evitar especificamente la
activacion de receptores celulares para IL-1, que puede resultar de cualquiera o varios mecanismos. Tales
mecanismos incluyen, pero no se limitan a, regular por disminucién la produccion de IL-1, unirse a IL-1 libre, interferir
con la union de IL-1 a su receptor, interferir con la formacion del complejo IL-1-receptor (es decir, asociacién del
receptor de IL-1 con la proteina accesoria del receptor de IL-1) o interferir con la modulacién de la seiializacion de
IL-1 tras unirse a su receptor. Las clases de inhibidores de interleucina-1 incluyen, pero no se limitan a:

* antagonistas del receptor de interleucina-1 tales como IL-1ra, comentado a continuacion;
+ anticuerpos monoclonales anti-receptor de IL-1 (por ejemplo, documento EP 623674);

» proteinas de unién a IL-1 tales como receptores de IL-1 solubles (por ejemplo, patente estadounidense n.°
5.492.888, patente estadounidense n.° 5488.032 y patente estadounidense n.° 5.464.937, patente
estadounidense n.° 5.319.071 y patente estadounidense n.° 5.180.812);

» anticuerpos monoclonales anti-IL-1 (por ejemplo, documentos WO 9501997, WO 9402627, WO 9006371, patente
estadounidense n.° 4.935.343, documentos EP 364778, EP 267611 y EP 220063);

» proteinas accesorias del receptor de IL-1 y anticuerpos frente a las mismas (por ejemplo, documentos WO
96/23067 y WO 99/37773);

+ inhibidores de la enzima conversora de interleucina-1 beta (EC!) o caspasa | (por ejemplo, documentos WO
99/46248, WO 99/47545 y WO 99/47154), que pueden usarse para inhibir la produccién y secrecion de IL-1 beta;

» inhibidores de proteasa de interleucina-1 beta;
» yotros compuestos Y proteinas que bloquean la sintesis in vivo o la liberacién extracelular de IL-1.
Inhibidores de IL-1 a modo de ejemplo se dan a conocer en las siguientes referencias:

patentes estadounidenses n.°® 5.747.444; 5.359.032; 5.608.035; 5.843.905; 5.359,032; 5.866.576; 5.869.660;
5.869.315; 5.872.095; 5.955.480; 5.965.564;

solicitudes de patente internacionales (WO) 98/21957, 96/09323, 91/17184, 96/40907, 98/32733, 98/42325,
08/44940, 98/47892, 98/56377, 99/03837, 99/06426, 99/06042, 91/17249, 98/32733, 98/17661, 97/08174, 95/34326,
99/36426, 99/36415;

solicitudes de patente europeas (EP) 534978 y 894795; y
solicitud de patente francesa FR 2762514.
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Determinados aspectos de la descripcion proporcionan variantes de inhibidores de IL-1, que no afectan de manera
sustancialmente adversa a la capacidad para usarlos para tratar anemia. Tales adiciones, deleciones y sustituciones
pueden producirse en el extremo N-terminal o C-terminal del polipéptido, o pueden ser internas al mismo. En
general, las deleciones o adiciones relativamente pequefias es menos probable que afecten a la estructura y/o
funcién de los inhibidores de IL-1. En determinados aspectos, las deleciones, adiciones o sustituciones pueden ser
de desde 5-10 residuos de aminoacido, desde 2-5 residuos de aminoacido o desde 1-2 residuos de aminoacido.

Las moléculas descritas en las referencias anteriores y las variantes y derivados de las mismas comentadas a
continuacion en el presente documento se denominan colectivamente “inhibidores de I1L-1".

Antagonista del receptor de interleucina-1

El antagonista del receptor de interleucina-1 (IL-1ra) es una proteina humana que actia como un inhibidor natural de
interleucina-1 y que es miembro de la familia de IL-1, que incluye, pero no se limita a, IL.-1a e IL-18. Determinados
antagonistas del receptor (incluyendo IL-1ra y variantes y derivados, por ejemplo, del mismo), asi como métodos de
obtencion y uso de los mismos, se describen en la patente estadounidense n.° 5.075.222; documentos WO
91/08285; WO 91/17184; AU 9173636; WO 92/16221; WO 93/21946; WO 94/06457; WO 94/21275; FR 2706772;
WO 94/21235; DE 4219626, WO 94/20517; WO 96/22793; WO 97/28828; y WO 99/36541.

Especificamente, la patente estadounidense n.® 5.075.222 describe varias formas de IL-1ra. Una de ellas, IL-1raq,
denominada “IL-1i" en la patente ‘222, estd caracterizada como una molécula de 22-23 kD en SDS-PAGE con un
punto isoeléctrico aproximado de 4,8, que eluye de una columna Mono Q para FPLC en aproximadamente NaCl 52
mM en tampén Tris, pH 7,6. Otra, IL-1raB, estd caracterizada como una molécuia de 22- 23 kD, que eluye de una
columna Mono Q en NaCl 48 mM. Tanto IL-1rac como IL-1raf8 estan glicosiladas. Una tercera, IL-1rax, esta
caracterizada como una proteina de 20 kD, que eluye de una columna Mono Q en NaCl 48 mM y no esta glicosilada.
La patente 5.075.222 también da a conocer determinados métodos para aislar los genes responsables para la
codificacién de inhibidores, clonar genes en vectores y tipos celulares adecuados, y expresar genes para producir
los inhibidores. Las proteinas incluyen antagonistas del receptor de IL-1 glicosilados asi como no glicosilados. En
determinadas realizaciones, los antagonistas del receptor de IL-1 glicosilados pueden expresarse en células
humanas, células COS o células CHO. Para los fines de la presente invencion, IL-1ra y variantes y derivados del
mismo tal como se comenta a continuacién en el presente documento se denominan colectivamente “proteina(s) IL-
1ra”.

Variante de proteinas

Variante se refiere a un polipéptido con una homologia de secuencia de aminoacidos de al menos el 75%, o al
menos el 80%, o al menos el 90%, o al menos el 95% o al menos el 99% con respecto al polipéptido de referencia y
que mantiene algun nivel, incluyendo un nivel reducido, de actividad relevante del polipéptido de referencia. El
porcentaje de homologia tal como se describe en el presente documento se calcula como el porcentaje de residuos
de aminoéacido encontrados en la menor de las dos secuencias que se alinean con residuos de aminoacido idénticos
en la secuencia que estd comparandose cuando pueden introducirse cuatro huecos de una longitud de 100
aminoacidos para ayudar en esa alineacién, tal como expone Dayhoff (1972), Atlas of Protein Sequence and
Structure, 5:124, National Biochemical Research Foundation, Washington, D.C. También se incluyen dentro del
término “sustancialmente homoélogo” variante(s) de moléculas originales que pueden aislarse mediante reactividad
cruzada con anticuerpos frente a las secuencias de aminoacidos de la molécula original o cuyos genes pueden
aislarse a través de hibridaciéon con el ADN de las moléculas originales o segmentos de la misma en condiciones de
hibridacién altamente rigurosas o moderadamente rigurosas.

Los expertos en la técnica entenderan que pueden obtenerse muchas variantes basandose en inhibidores de IL-1 o
agonistas del receptor de EPO en los que se han delecionado (“variantes de delecion”), insertado (“variantes de
adicién) y/o sustituido (“variantes de sustitucién”) aminoacidos. Tales variantes deben mantener, sin embargo, en
algan nivel (incluyendo un nivel reducido) determinada actividad relevante de la molécula no modificada u “original” y
por tanto pueden usarse como inhibidores de IL-1 0 agonistas del receptor de EPO.

Pueden prepararse variantes mediante una variedad de técnicas de mutagénesis disponibles para un experto en la
técnica, tales como, pero sin limitarse a, mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis por PCR y mutagénesis por
insercién de un casete (Zoller et al. Met. Enz. 100, 468-500 (1983); Higuchi, en PCR Protocols pags. 177-183
(Academic Press, 1990); Wells et al. Gene 34, 315-323 (1985)). Las variantes pueden examinarse rapidamente para
evaluar sus propiedades fisicas. Se apreciara que tales variante(s) demostraran propiedades similares a la molécula
no modificada, pero no necesariamente todas las mismas propiedades y no necesariamente en el mismo grado que
la molécula original correspondiente.

Normalmente hay dos variables principales en la construccion de variante(s) de secuencia de aminoacidos: la
ubicacion del sitio de mutacién y la naturaleza de la mutacion. En el disefio de variante(s), ia ubicaciéon de cada sitio
de mutacion y la naturaleza de cada mutacién pueden depender de la(s) caracteristica(s) bioquimica(s) que va(n) a
modificarse. En determinadas realizaciones, cada sitio de mutacién puede modificarse individualmente o en serie,
por ejemplo, (1) delecionando el residuo de aminoacido diana, (2) insertando uno o mas residuos de aminoacido

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2484715713

adyacente(s) al sitio ubicado o (3) sustituyendo primero con elecciones de aminoéacidos conservativas v,
dependiendo de los resuitados logrados, luego con mas selecciones de radical.

En determinadas realizaciones, las deleciones en la secuencia de aminoacidos oscilan entre aproximadamente 1y
30 residuos de aminoacido, entre aproximadamente 1 y 20 residuos de aminoacido, entre aproximadamente 1y 10
residuos de aminoacido o entre aproximadamente 1 y 5 residuos de aminoacido contiguos. Las deleciones incluyen,
pero no se limitan a, del extremo amino-terminal, extremo carboxilo-terminal e internas dentro de la secuencia. En el
caso de IL-1ra, en determinadas realizaciones, las deleciones pueden realizarse en regiones de baja homologia en
la familia de IL-1 (que comprende IL-1a, IL-1B e IL-1ra). Las deleciones en zonas de homologia sustancial con otros
miembros de la familia normalmente sera mas probable que modifiquen significativamente la actividad biolégica

En determinadas realizaciones, una adicion en la secuencia de aminoacidos puede incluir inserciones de una fusion
en el extremo amino y/o carboxilo-terminal que oscila en longitud entre un residuo y cien o mas residuos, asi como
inserciones internas dentro de la secuencia de residuos de aminoacido individuales o multiples. En determinadas
realizaciones, las adiciones internas pueden oscilar entre aproximadamente 1 y 20 residuos de aminoécido, entre
aproximadamente 1 y 10 residuos de aminoacido, entre aproximadamente 1 y 5 residuos de aminoacido o entre
aproximadamente 1 y 3 residuos de aminoacido.

Se contempia gue una adicion en el extremo amino-terminal incluye, pero no se limita a, la adicion de una metionina
(por ejemplo, como un artefacto de la expresion directa en un cultivo celular recombinante bacteriano). Un ejemplo
adicional de una adicion en el extremo amino-terminal incluye, pero no se limita a, la fusidon de una secuencia sefial
con el extremo amino-terminal de una molécula madura con el fin de facilitar su secrecion de células huésped
recombinantes. Tales secuencias sefial normalmente se obtendran de y por tanto seran homélogas a la especie de
célula huésped deseada. Para las células huésped procariotas que no reconocen ni procesan la secuencia sefial
nativa de la molécula madura, la secuencia sefial puede sustituirse por una secuencia sefial procariota seleccionada
en determinadas realizaciones. En determinadas realizaciones, la secuencia sefial nativa puede sustituirse por, por
ejemplo, las secuencias lider de fosfatasa alcalina, penicilinasa o enterotoxina Il termoestable. Para la expresion en
células de levadura, en determinadas realizaciones, la secuencia sefial puede seleccionarse de la invertasa de
levadura, factor alfa o fosfatasa acida. Para la expresion en células de mamifero, en determinadas realizaciones, las
secuencias sefial nativas son satisfactorias, aunque pueden ser adecuadas otras secuencias sefial de mamiferos.

Segun determinados aspectos, las adiciones en el extremo amino o carboxilo terminal pueden incluir proteinas
quiméricas que comprenden la fusion en el extremo amino terminal o carboxilo terminal de moléculas originales de
inhibidor de IL-1 moléculas originales de agonista de receptor de EPO con todo o parte del dominio constante de la
cadena pesada o ligera de la inmunoglobulina humana (individual o colectivamente, (‘variante(s) de Fc’). En
determinados aspectos, la parte de inmunoglobulina de cada proteina quimérica comprende todos los dominios
excepto el primero dominio de la region constante de la cadena pesada de la inmunoglobulina humana tal como IgG
(por ejemplo, IgG1 o 1gG3), IgA, IgM o IgE. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, un inhibidor de IL-1 es una
proteina quimérica que comprende IL-1ra y un dominio Fc, particularmente el de una IigG1 humana. Véase, por
ejemplo, el documento WO 97/28828). Un experto en la técnica apreciara que, en determinadas realizaciones,
cualquier aminoacido de la parte de inmunoglobulina puede delecionarse o sustituirse por uno o0 mas aminoacidos, o
puede afadirse uno o mas aminoacidos siempre que la molécula original todavia mantenga cierto nivel de su
actividad relevante y la parte de inmunoglobulina muestre una o mas de sus propiedades caracteristicas.

Otro grupo de variantes son las variantes de sustitucion de aminoacidos. Estas son variantes en las que al menos se
elimina un residuo de aminoacido en una molécula original y se inserta un residuo diferente en su sitio. Las variantes
de sustitucion incluyen, pero no se limitan a, variantes alélicas que se caracterizan por cambios en la secuencia de
nucleétidos que se produce de manera natural en la poblacion de especie que pueden dar como resultado o no un
cambio de aminoacido. Un experto en la técnica puede usar cualquier informacion conocida sobre la unién o el sitio
activo del polipéptido en la seleccion de posibles sitios de mutacién.

En determinados aspectos, un método para identificar residuos de aminoacido o regiones para mutagénesis de una
proteina se denomina “mutagénesis por barrido de alanina”, tal como describen Cunningham y Wells (1989),
Science, 244:1081-1085. En este método, se identifica un residuo de aminoacido o grupo de residuos diana (por
ejemplo, residuos cargados tales como Arg, Asp, His, Lys y Glu) y se reemplaza por un aminoacido neutro o cargado
negativamente (lo mas preferiblemente alanina o polialanina) para afectar a la interaccion de los aminoacidos con el
entorno acuoso circundante en o fuera de la célula. Estos dominios/residuos que demuestran sensibilidad funcional
a las sustituciones se depuran entonces introduciendo residuos adicionales o alternativos en los sitios de sustitucion.
Por tanto, el sitio para introducir una modificacion de secuencia de aminoacidos esta predeterminado. Para optimizar
el rendimiento de una mutacion en un sitio dado, puede llevarse a cabo mutagénesis aleatoria o por barrido de
alanina y pueden examinarse la(s) variante(s) para determinar la combinacién optima de actividad y grado de
actividad deseados en determinados aspectos.

Los sitios normaimente del mayor interés para la mutagénesis de sustitucion incluyen, pero no se limitan a, sitios en
los que residuos de aminoacido particulares dentro de una molécula original son sustanciaimente diferentes de otras
especies u otros miembros de la familia en lo que se refiere al volumen de la cadena lateral, la carga y/o la
hidrofobicidad. Otros sitios de interés inciuyen aqueilos en los que residuos particulares de una molécula original son
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idénticos entre otras especies u otros miembros de la familia, ya que tales posiciones normalmente son importantes
para la actividad biolégica de una proteina.

En determinados aspectos, un experto en la técnica apreciara que iniciaimente los sitios pueden modificarse
normaimente por sustitucion de una manera relativamente conservativa. Los cambios de aminoacidos conservativos
pueden implicar la sustitucion de un aminoacido por otro que sea de estructura y/o funcion similares (por ejemplo,
aminoacidos con cadenas laterales similares en tamafio, carga y conformacion). Los ejemplos de tales sustituciones
conservativas incluyen, pero no se limitan a, las mostradas en la tabla 1 con el titulo de “Sustituciones preferidas”. Si
tales sustituciones no dan como resultado un cambio sustancial en la actividad biolégica, entonces pueden
introducirse mas cambios sustanciales (Sustituciones a modo de ejemplo) y/o pueden realizarse otras
adiciones/deleciones y examinarse los productos resultantes.

TABLA 1: Sustituciones de aminoacidos

Residuo original Sustituciones preferidas Sustituciones a modo de ejemplo
Ala (A) Val Val; Leu; lle

Arg (R) Lys Lys; Gin; Asn

Asn (N) Gin GIn; His; Lys; Arg

Asp (D) Glu Glu

Cys (C) Ser Ser

Gin (Q) Asn Asn

Glu (E) Asp Asp

Gly (G) Pro Pro

His (H) Arg Asn; Gin; Lys; Arg

lle (1) Leu Leu; Val; Met; Ala; Phe; norteucina
Leu (L) lle norleucina; lie; Val; Met; Ala; Phe
Lys (K) Arg Arg; Gin; Asn

Met (M) Leu Leu; Phe; lle

Phe (F) Leu Leu; Val; lle; Ala

Pro (P) Gly Gly

Ser (S) Thr Thr

Thr (T) Ser Ser

Trp (W) Tyr Tyr

Tyr (Y) Phe Trp; Phe; Thr; Ser

Val (V) Leu lle; Leu; Met; Phe; Ala; norleucina

Al realizar tales cambios, puede considerarse el indice hidropatico de los aminoacidos en determinados aspectos. La
importancia del indice hidropatico de los aminoacidos en conferir funcion bioldgica interactiva sobre una proteina se
entiende generaimente en la técnica (Kyte y Doolittie (1982), J. Mol. Biol., 157:105-131). Se sabe que determinados
aminoacidos pueden sustituirse por otros aminoacidos que tienen una puntuaciéon o indice hidropatico similar y
todavia conservan una actividad biolégica similar.

También se entiende en la técnica que la sustitucion de aminoacidos similares puede realizarse de manera efectiva
basandose en la hidrofilicidad, particularmente cuando la proteina o péptido funcionalmente equivalente creado de
ese modo esta destinado para su uso en realizaciones inmunologicas. La patente estadounidense 4.554.101
establece que la mayor hidrofilicidad promedio local de una proteina, regida por la hidrofilicidad de sus aminoacidos
adyacentes, se correlaciona con su inmunogenicidad y antigenicidad, es decir, con una propiedad biolégica de la
proteina.

En cambio, pueden llevarse a cabo modificaciones sustanciales en las caracteristicas funcionales y/o quimicas de
una molécula original seleccionando sustituciones que difieren significativamente en su efecto sobre mantener (a) la
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estructura de la estructura principal polipeptidica en la zona de la sustitucion, por ejemplo, como una conformacion
helicoidal o en lamina, (b) la carga relativa o hidrofobicidad de la proteina en el sitio diana o (c) el volumen de la
cadena lateral. Los residuos que se producen de manera natural pueden dividirse en grupos basandose en
propiedades comunes de cadena lateral:

1) hidréfobos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

2) hidrofilos neutros: Cys, Ser, Thr;

3) acidos: Asp, Glu;

4) basicos: Asn, GlIn, His, Lys, Arg;

5) aromaticos: Trp, Tyr, Phe; y

6) residuos que influyen en la orientacion de cadena: Gly, Pro.

Las sustituciones no conservativas pueden implicar el intercambio de un miembro de uno de estos grupos por otro.

Derivados polipeptidicos

En determinados aspectos, esta descripcion también comprende derivados modificados quimicamente de las
moléculas originales del inhibidor de IL-1 y el agonista del receptor de EPO, y los usos de los mismos, en los que la
proteina se une a un resto no proteinaceo (por ejemplo, un polimero) con el fin de modificar las propiedades. Estas
moléculas originales modificadas quimicamente se denominan en el presente documento “derivados”. Tales
derivados pueden prepararse por un experto en la técnica dadas las descripciones en el presente documento. En
determinadas realizaciones, pueden prepararse conjugados usando molécula(s) original(es) glicosilada(s), no
glicosilada(s) o desglicosilada(s) y restos quimicos adecuados. En determinadas realizaciones, se usaran moléculas
originales no glicosiladas y polimeros solubles en agua. En determinadas realizaciones, los derivados englobados
por la invencién incluyen modificaciones postraduccionales (por ejemplo, cadenas de hidratos de carbono N-unidas
u O-unidas, procesando extremos N-terminales o C-terminales), unién de restos quimicos a la estructura principal de
aminoacidos y modificaciones quimicas de cadenas de hidratos de carbono N-unidas u O-unidas. En determinadas
realizaciones, los polipéptidos también pueden modificarse con un marcador detectable, tal como un marcador
enzimatico, fluorescente, isotopico o de afinidad para permitir la detecciéon y el aislamiento de la proteina. Tales
derivados polipeptidicos deben mantener en cierto nivel (incluyendo un nivel reducido) la actividad relevante de la
molécula original y por tanto pueden usarse como inhibidores de IL-1 o agonistas del receptor de EPO.

En determinadas realizaciones, los polimeros solubles en agua son deseables porque la proteina a la que se une
cada uno normalmente no precipitard en un entorno acuoso, tal como un entorno fisiolégico. En determinadas
realizaciones, el polimero sera farmacéuticamente aceptable para la preparacion de un producto o composicion
terapéutico. Un experto en la técnica podra seleccionar el polimero deseado basandose en consideraciones tales
como, pero sin limitarse a, si el conjugado de polimero/proteina se usara terapéuticamente y, en caso afirmativo, el
perfil terapéutico de la proteina (por ejemplo, duracion de liberacion sostenida; resistencia a protedlisis; efectos, si
los hay, sobre la dosificacion; actividad bioldgica; facilidad de manipulacion; grado o falta de antigenicidad y otros
efectos conocidos de un polimero soluble en agua sobre una proteina terapéutica).

Los polimeros solubles en agua adecuados, clinicamente aceptables, incluyen, pero no se limitan a, polietilenglicol
(PEG), propionaldehido de polietilenglicol, copolimeros de etilenglicol/propilenglicol, monometoxi-polietilenglicol,
carboximetilcelulosa, dextrano, poli(alcohol vinilico) (PVA), polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano,
copolimero de etileno/anhidrido maleico, poli(B-aminoacidos) (o bien homopolimeros o bien copolimeros al azar),
poli(n-vinilpirrolidona)polietilenglicol, polipropilenglicol homopolimeros (PPG) y otros oxidos de polialquileno,
copolimeros de d6xido de polipropileno/dxido de etileno, polioles polioxietilados (POG) (por ejemplo, glicerol) y otros
polioles polioxietilados, sorbitol polioxietilado o glucosa polioxietilada, acidos colénicos u otros polimeros de hidratos
de carbono, Ficoll o dextrano y mezclas de los mismos. Tal como se usa en el presente documento, polietilenglicol
pretende englobar cualquiera de las formas que se han usado para derivatizar otras proteinas, tales como mono-
alcoxi(C1-Cqo) o ariloxi-polietilenglicol. El propionaldehido de polietilenglicol puede tener ventajas en la fabricacion
debido a su estabilidad en agua.

Los polimeros solubles en agua pueden ser cada uno de cualquier peso molecular y pueden estar ramificados o no
ramificados. Normalmente, cuanto mayor es el peso molecular 0 mas sean las ramificaciones, sera superior la razon
polimero : proteina. Los polimeros solubles en agua normalmente tienen cada uno un peso molecular promedio de
entre aproximadamente 2 kDa y aproximadamente 100 kDa (indicando el término “aproximadamente” que en las
preparaciones de un polimero soluble en agua, algunas moléculas pesaran mas, algunas menos, que el peso
molecular establecido). En determinadas realizaciones, el peso molecular promedio de cada polimero soluble en
agua es de entre aproximadamente § kDa y aproximadamente 40 kDa, entre aproximadamente 10 kDa vy
aproximadamente 35 kDa, o entre aproximadamente 15 kDa y aproximadamente 30 kDa.

En determinadas realizaciones, la proteina tiene polietilenglicol (PEG) unido porque PEG normalmente tiene
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toxicidad muy baja en mamiferos [Carpenter et al., Toxicol. Appl. Pharmacol., 18, 35-40 (1971)]. Un aducto de PEG
de adenosina desaminasa se aprob6 en los Estados Unidos para su uso en seres humanos para el tratamiento de
sindrome de inmunodeficiencia combinada grave. Una segunda ventaja que puede proporcionarse mediante la
conjugacion de PEG es la de reducir eficazmente la inmunogenicidad y antigenicidad de proteinas heter6logas. Por
ejemplo, en determinadas realizaciones, un aducto de PEG de una proteina humana podria ser util para el
tratamiento de una enfermedad en otras especies de mamiferos sin riesgo de desencadenar una respuesta
inmunitaria grave.

En determinadas realizaciones, polimeros tales como PEG pueden unirse convenientemente a uno o mas residuos
de aminoacidos reactivos en una proteina tal como el grupo alfa-amino del aminoacido amino terminal, los grupos
épsilon-amino de cadenas laterales de lisina, los grupos sulfhidrido de cadenas laterales de cisteina, los grupos
carboxilo de cadenas laterales de aspartilo y glutamilo, el grupo alfa-carboxilo del aminoacido carboxilo terminal,
cadenas laterales de tirosina, o a derivados activados de cadenas de glicosilo unidas a determinados residuos de
asparagina, serina o treonina. Se han descrito numerosas formas activadas de PEG adecuadas para la reaccién
directa con proteinas. En determinadas realizaciones, los reactivos de PEG para la reaccién con grupos amino de
proteinas incluyen, pero no se limitan a, ésteres activos de derivados de carbonato o &cido carboxilico,
particularmente aquellos en los que los grupos salientes son N-hidroxisuccinimida, p-nitrofenol, imidazol o 1-hidroxi-
2-nitrobenceno-4-sulfonato. Los derivados de PEG derivados que contienen grupos maleimido o haloacetilo son
reactivos Utiles para la modificaciéon de grupos sulfhidrilo libres de proteinas. Asimismo, los reactivos de PEG que
contienen grupos amino, hidrazina o hidrazida son utiles para la reacciéon con aldehidos generados por oxidacién
con peryodato de grupos carbohidratados en proteinas.

Hay varios métodos de unién disponibles para los expertos en la técnica, incluyendo reacciones de acilacién o
reacciones de alquilaciébn con una molécula soluble en agua reactiva. En determinadas realizaciones, tales
reacciones generan una proteina modificada quimicamente en el extremo N-terminal. Véanse, por ejemplo, el
documento EP O 401 384; Malik et al. (1992), Exp. Hematol., 20:1028- 1035; Francis (1992), Focus on Growth
Factors, 3(2):4-10, publicado por Mediscript, Mountain Court, Friern Barnet Lane, Londres N20 OLD, R.U.;
documentos EP 0 154 316; EP 0 401 384; WO 92/16221; WO 95/34326; WO 95/13312; WO 96/11953; WO
96/19459 y WO 96/19459 y las otras publicaciones citadas en el presente documento que se refieren a pegilacion.

En determinadas realizaciones, la pegilacion también puede llevarse a cabo especificamente usando polimeros
solubles en agua que tienen al menos un grupo hidroxilo reactivo (por ejemplo polietilenglicol). En determinadas
realizaciones, el polimero soluble en agua puede hacerse reaccionar con un grupo de activacion, formando de ese
modo un “elemento de unidén activado” util en la modificacién de diversas proteinas. Los elementos de union
activados pueden ser monofuncionales, bifuncionales o multifuncionales.

Los grupos de activaciéon que pueden usarse para unir el polimero soluble en agua a dos 0 mas proteinas incluyen,
pero no se limitan a, los siguientes: sulfona, maleimida, sulfhidrilo, tiol, triflato, tresilato, azidirina, oxirano y 5-piridilo.
Los reactivos Utiles que tienen un grupo sulfona reactivo que pueden usarse en los métodos incluyen, sin limitacion,
clorosulfona, vinilsulfona y divinilsulfona. Estos derivados de PEG normaimente son estables frente a hidrélisis
durante periodos prolongados en entornos acuosos a pH de aproximadamente 11 o menos y pueden formar enlaces
con moléculas para formar conjugados que también son hidroliticamente estables. Los derivados homobifuncionales
utiles incluyen, pero no se limitan a, PEG-bis-clorosulfona y PEG-bisviniisuifona (véase el documento WO 95/13312).

El documento WO 97/04003 enseiia métodos de obtencion de elementos de unién activados por sulfona mediante la
obtencién de un compuesto que tiene un grupo hidroxilo reactivo y la conversién del grupo hidroxilo en un aceptor de
Michael reactivo para formar un elemento de unién activado, con tetrahidrofurano como disolvente para la
conversion. La solicitud también ensefia un procedimiento para purificar los elementos de unién activados, que
utiliza cromatografia de interaccién hidréfoba para separar los elementos de unidn basandose en el tamario y la
funcionalidad del grupo terminal.

Como ejemplo, los derivados modificados quimicamente de una molécula pueden proporcionar ventajas tales como
estabilidad aumentada, tiempo aumentado en circulacién o inmunogenicidad disminuida (véase, por ejemplo, la
patente estadounidense n.° 4.179.337). Los restos quimicos para derivatizacion pueden seleccionarse de polimeros
solubles en agua tales como, pero no se limitan a, polietilenglicol, copolimeros de etilenglicol/propilenglicol,
carboximetilcelulosa, dextrano, poli(alcohol vinilico) y similares. Segun determinadas realizaciones, los polipéptidos
pueden modificarse en posiciones aleatorias dentro de la molécula, o en posiciones predeterminadas dentro de la
molécula y pueden incluir uno, dos, tres 0 mas restos quimicos unidos.

En determinadas realizaciones, puede desearse especificamente una proteina modificada quimicamente en el
extremo N-terminal. Usando polietilenglicol como ejemplo de las presentes composiciones, en determinadas
realizaciones, puede seleccionarse de una variedad de moléculas de polietilenglicol (por peso molecular,
ramificacion, etc.), la proporciéon de moléculas de polietilenglicol con respecto a moléculas de proteina (o péptido) en
la mezcla de reaccion, el tipo de reacciéon de pegilacidn que va a realizarse y el método de obtencién de la proteina
pegilada en el extremo N-terminal seleccionada. En determinadas realizaciones, el método de obtencién de la
preparacion pegilada en el extremo N-terminal (es decir, la separacion de este resto de otros restos monopegilados
si es necesario) puede ser mediante la purificacion del material pegilado en el extremo N-terminal de una poblacion
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de moléculas de proteina pegiladas. En determinadas realizaciones, la modificacion quimica selectiva en el extremo
N-terminal puede llevarse a cabo mediante alquilacion reductora, que se aprovecha de la reactividad diferencial de
diferentes tipos de grupos amino primarios (lisina frente al extremo N-terminal) disponibles para la derivatizaciéon en
una proteina particular. En determinadas condiciones de reaccion apropiadas, se logra la derivatizacion
sustancialmente selectiva de la proteina en el extremo N-terminal con un grupo carbonilo que contiene polimero.

Formas polivalentes

Las técnicas para la formacion de formas polivalentes incluyen, pero no se limitan a, reticulacion fotoquimica (por
ejemplo, exposicién a luz ultravioleta), reticulacién quimica (por ejemplo, con moléculas de elemento de unidn
bifuncionales tales como polietilenglicol) y mutagénesis (por ejemplo, introduccién de residuos de cisteina
adicionales).

Pueden construirse formas polivalentes acoplando quimicamente al menos una molécula original y otro resto con un
elemento de unidn clinicamente aceptado (por ejemplo, un polimero soluble en agua). En principio, el elemento de
union normalmente no debe conferir inmunogenicidad nueva. En determinadas realizaciones, el elemento de union
normalmente tampoco debe alterar, en virtud de los nuevos residuos de aminoacido, la hidrofobicidad y el equilibrio
de carga de la estructura, que afecta a su biodistribucion y aclaramiento. Puede usarse una variedad de elementos
de reticulacion quimicos dependiendo de qué propiedades del dimero proteico se deseen. Por ejemplo, en
determinadas realizaciones, ios elementos de reticulacién pueden ser cortos y relativamente rigidos o mas largos y
mas flexibles, pueden ser bioldégicamente reversibles y pueden proporcionar inmunogenicidad reducida o semivida
farmacocinética mas larga.

En determinadas realizaciones, las moléculas se unen a través del extremo amino-terminal mediante una sintesis de
dos etapas. En la primera etapa, una molécuia se modifica quimicamente en el extremo amino terminal para
introducir un tiol protegido, que tras la purificacion se desprotege y se usa como punto de unién para la conjugacion
especifica de sitio a través de una variedad de elementos de reticulacién cruzada con una segunda molécula. Las
reticulaciones en el extremo amino terminal incluyen, pero no se limitan a, un puente disulfuro, uniones de tioéter
usando elementos de reticulacion alifaticos, bifuncionales, de cadena corta, y uniones de tioéter con elementos de
reticulacion de polietilenglicol bifuncionales, de longitud variable (“mancuemas” de PEG). También englobados por la
sintesis de dimeros de tipo mancuema de PEG estd un subproducto de tal sintesis, denominado una
“semimancuema”. Una semimancuema incluye, pero no se limita a, un mondémero acoplado a PEG bifuncional lineal
con un extremo terminal de polimero libre. Alternativamente, en determinadas realizaciones, las moléculas pueden
reticularse directamente a través de una variedad de técnicas de reticulacion homobifuncionales especificas de
amina que incluyen reactivos tales como, pero sin limitarse a: dianhidrido dietilentriaminopentaacético (DTPA), p-
benzoquinona (pBQ) o bis(sulfosuccinimidil)suberato (BSs) asi como otros conocidos en la técnica. En determinadas
realizaciones, también es posible tiolar una molécula directamente con reactivos tales como iminotiolano en
presencia de una variedad de elementos de reticulacion especificos de tiol, bifuncionales, tales como PEG-
bismaleimida y lograr dimerizacién y/o mancuemas en un procedimiento de una etapa.

En determinadas realizaciones, los polimeros solubles en agua para esta forma polivalente pueden ser, basandose
en los mondmeros enumerados en el presente documento, homopolimeros, copolimeros al azar o de bloque,
terpolimeros de cadena lineal o ramificada, sustituidos o no sustituidos. El polimero puede ser de cualquier longitud
o peso molecular, pero estas caracteristicas pueden afectar a las propiedades biolégicas. Los pesos moleculares
promedio de polimero particularmente Utiles para disminuir las tasas de aclaramiento en aplicaciones farmacéuticas
normalmente estan en el intervalo de 2.000 a 35.000 daltons. Ademas, en determinadas realizaciones, la longitud
del polimero puede variarse para optimizar o conferir la actividad biologica deseada.

En determinadas realizaciones, una molécula bivalente puede incluir dos repeticiones en tandem de moléculas
originales separadas por una regiéon de elemento de unién polipeptidico. El disefio de los elementos de unién
polipeptidicos puede ser similar en diserio a la insercidn de secuencias de bucle cortas entre dominios en el disefio
de novo de proteinas (Mutter (1988), TIBS, 13:260-265 y Regan y DeGrado (1988), Science, 241:976-978). Se han
ensamblado varios constructos de elemento de union diferentes y se ha mostrado que son utiles para formar
anticuerpos de cadena sencilla; los elementos de unién mas funcionales normaimente varian en tamario desde 12
hasta 25 aminoacidos (aminoacidos que tienen grupos laterales no reactivos, por ejemplo, alanina, serina y glicina)
que juntos constituyen una secuencia hidrofila, tienen algunos residuos cargados de manera opuesta para potenciar
la solubilidad y son flexibles (Whitlow y Filpula (1991), Methods: A Companion to Methods in Enzymology, 2:97-105;
y Brigido et al. (1993), J. Immunol., 150:469-479). Se ha demostrado que un elemento de unién adecuado para
anticuerpos de cadena sencilla es eficaz para producir una forma dimérica del sTNFR-11 humano (Neve et al.
(1996), Cytokine, 8(5):365-370).

En determinadas realizaciones, también pueden formarse formas polivalentes usando variantes de sustitucién. En
determinadas realizaciones, pueden modificarse moléculas originales para formar dimeros o multimeros mediante
mutagénesis dirigida al sitio para crear residuos de cisteina no emparejados para la formacién de puentes disulfuro
entre cadenas.

Adicionalmente, en determinadas realizaciones, una molécula original puede acoplarse quimicamente a biotina y
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entonces puede permitirse que el conjugado resultante se una a avidina, dando como resultado moléculas
parentales/biotina/avidina tetravalentes. En determinadas realizaciones, la molécula original también puede
acoplarse covalentemente a dinitrofenol (DNP) o trinitrofenol (TNP) y los conjugados resultantes pueden precipitarse
con anti-DNP o anti-TNP-IgM para formar conjugados decaméricos.

En determinadas realizaciones, también pueden producirse proteinas de fusion recombinantes en las que cada
molécula quimérica recombinante tiene una secuencia de molécula(s) parental(es) fusionada en el extremo amino-
terminal o carboxilo-terminal a todos o parte de los dominios constantes, pero al menos a un dominio constante, de
la cadena pesada o ligera de la inmunoglobulina humana. En determinadas realizaciones, tras la transcripcion y la
traduccion de un gen quimérico de cadena pesada, o de un gen que contiene la cadena ligera y un gen quimérico de
cadena pesada, los productos pueden ensamblarse dando lugar a una Unica molécula quimérica que tiene una(s) a
molécula(s) original(es) mostradas de manera bivalente. Detalles adicionales relacionados con la construccion de
tales moléculas quiméricas se dan a conocer, por ejemplo, en la patente estadounidense 5.116.964, documentos
WO 89/09622, WO 91/16437, WO 97/23614 y EP 315062.

Composiciones farmacéuticas

A menos que se indique otra cosa, todas las afirmaciones relacionadas con composiciones farmacéuticas en esta
memoria descriptiva se refieren a composiciones que comprenden una combinacion de agonista del receptor de
EPO e inhibidor de IL-1.

En determinadas realizaciones, la invencion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un
diluyente, portador, solubilizante, emulsionante, conservante y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable. En
determinadas realizaciones, las moléculas terapéuticas pueden formularse juntas o envasarse juntas en un kit. En
determinadas realizaciones, la composicion puede estar en forma liquida o liofilizada y comprende un diluyente
(tampones Tris, acetato o fosfato) que tienen diversos valores de pH y fuerzas idénicas, solubilizante tal como Tween
o Polisorbato, portadores tales como albumina sérica humana o gelatina, conservantes tales como timerosal o
alcohol bencilico, y antioxidantes tales como acido ascérbico o metabisulfito de sodio. También se engloban, en
determinadas realizaciones, composiciones que comprenden cualquiera de las moléculas terapéuticas modificadas
con polimeros solubles en agua para aumentar la solubilidad o la estabilidad. En determinadas realizaciones, las
composiciones también pueden comprender la incorporacion de cualquiera de las moléculas terapéuticas en
liposomas, microemulsiones, micelas o0 vesiculas para la administracion controlada a lo largo de un periodo de
tiempo prolongado.

Especificamente, en determinadas realizaciones, las composiciones en el presente documento pueden comprender
la incorporacion en matrices poliméricas tales como hidrogeles, siliconas, polietilenos, copolimeros de etileno-
acetato de vinilo o polimeros biodegradables. Los ejemplos de hidrogeles incluyen, pero no se limitan a,
polihidroxialquilmetacrilatos (p-HEMA), poliacrilamida, polimetacrilamida, polivinilpirrolidona, poli(alcohol vinilico) y
diversos complejos de polielectrolitos. Los ejemplos de polimeros biodegradables incluyen, pero no se limitan a,
poli(acido lactico) (PLA), poli(acido glicolico) (PGA), copolimeros de PLA y PGA, poliamidas y copolimeros de
poliamidas y poliésteres. Otras formulaciones de liberacion controlada incluyen, pero no se limitan a, microcapsuias,
microesferas, complejos macromoleculares y perlas poliméricas que pueden administrarse mediante inyeccion.

La seleccion de una composicion particular dependera de varios factores, incluyendo, pero sin limitarse a, el estado
que esté tratandose, la via de administracion y los parametros farmacocinéticos deseados. Se encuentra un estudio
mas amplio de componentes adecuados para composiciones farmacéuticas en Remington's Pharmaceutical
Sciences, 182 ed. A. R. Gennaro, ed. Mack, Easton, PA (1980).

En determinadas realizaciones, una cantidad o cantidades eficaces de las moléculas terapéuticas dependeran, por
ejemplo, de los objetivos terapéuticos, la via de administracion y el estado del paciente. Por consiguiente, en
determinadas realizaciones, el terapeuta puede ajustar la dosificacion y modificar la via de administracion segun sea
necesario para obtener el efecto terapéutico 6ptimo. Una dosificacion diaria tipica puede oscilar entre
aproximadamente 0,1 mg/kg hasta 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados anteriormente. En
determinadas realizaciones, un médico puede administrar la composicidén 0 composiciones hasta que se alcanza una
dosificacion que logra el aumento deseado en el hematocrito o la mejora clinica del trastorno de la sangre.

En determinadas realizaciones, la composiciéon o composiciones pueden administrarse como una dosis Gnica o
como dos 0 mas dosis de una o mas de las moléculas terapéuticas. Estas dosis pueden consistir en la misma o
diferentes cantidades de las moléculas terapéuticas y pueden administrarse al mismo tiempo o en momentos
diferentes a través de la misma o diferentes vias de administracion. En determinadas realizaciones, la composicién
puede administrase como una composicion que comprende una cualquiera o cualquier combinacion de las
moléculas terapéuticas. En determinadas realizaciones, la combinacion puede incluir la misma o diferentes
cantidades de moléculas terapéuticas. En determinadas realizaciones, la composicibn o composiciones pueden
administrarse como una infusion continua a través de un dispositivo de implantacion o catéter. En realizaciones en
las que la infusiéon continua contiene mas de una molécula terapéutica, puede contener la misma o diferentes
concentraciones de las moléculas terapéuticas.
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Puesto que se realizan estudios adicionales, surgira informacién con respecto a los niveles de dosificacion
apropiados para el tratamiento de diversos estados en diversos pacientes, y el experto habitual, considerando el
contexto terapéutico, el tipo de trastorno en tratamiento, la edad y la salud general del receptor, podra determinar la
dosificacion apropiada.

Las composiciones que van a usarse para la administracion in vivo normalmente son estériles. En determinadas
realizaciones, esto puede llevarse a cabo facilmente mediante filtracion a través de membranas de filtracion
estériles. Cuando las composiciones se liofilizan, puede realizarse la esterilizaciéon usando estos métodos o bien
antes de, o bien después de, la liofilizacion y la reconstitucién. En determinadas realizaciones, la composicion para
administracion parenteral puede almacenarse en forma liofilizada o en disolucion.

En determinadas realizaciones, las composiciones pueden colocarse en un recipiente que tiene un orificio de acceso
estéril, por ejemplo, una bolsa o vial de disolucion intravenosa que tiene un tapén que puede perforarse mediante
una aguja de inyeccién hipodérmica.

La via de administracion de las composiciones es de acuerdo con métodos conocidos incluyendo, pero sin limitarse
a, administracién o inyeccion oral, nasal, pulmonar, rectal o infusién por via subcutanea, via intravenosa, via
intraperitoneal, via intracerebral (intraparenquimatosa), via intracerebroventricular, via intramuscular, via intraocular,
via intraarterial o via intralesional, 0 mediante sistemas de liberacion sostenida o un dispositivo de implantacién que
puede incluir opcionalmente el uso de un catéter. En determinadas realizaciones, las composiciones pueden
administrarse de manera continua mediante infusién, inyeccién en bolo o mediante un dispositivo de implantacion.

En determinadas realizaciones, las composiciones pueden administrarse localmente a través de la implantacion en
la zona afectada de una membrana, esponja u otro material apropiado sobre el que se ha absorbido la molécula o
moléculas terapéuticas. En determinadas realizaciones, cuando se usa un dispositivo de implantacion, el dispositivo
puede implantarse en cualquier tejido u érgano adecuado, y la administracion de las composiciones puede ser
directamente a través del dispositivo a través de bolo, o0 a través de administracion continua, o a través de catéter
usando infusién continua.

En determinadas realizaciones, las composiciones pueden administrarse en una formulaciéon o preparaciéon de
liberacion sostenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacién sostenida incluyen, pero no se limitan
a, matrices poliméricas semipermeables en forma de articulos conformados, por ejemplo peliculas o microcapsulas.
Las matrices de liberacion sostenida incluyen, pero no se limitan a, poliésteres, hidrogeles, polilactidas (documentos
U.S. 3.773.919, EP 58.481), copolimeros de acido L-glutamico y gamma etil-L-glutamato (Sidman et al, Biopolymers,
22: 547-556 [1983]), poli(2-hidroxietil-metacrilato) (Langer et al., J. Biomed. Mater. Res., 15: 167-277 [1981] y
Langer, Chem. Tech., 12: 98-105 [1982]), acetato de etilenvinilo (Langer et al., citado anteriormente) o poli(acido
D(-)-3-hidroxibutirico) (documento EP 133.988). Las composiciones de liberacion sostenida también pueden incluir,
pero no se limitan a, liposomas, que pueden prepararse mediante cualquiera de diversos métodos conocidos en la
técnica (por ejemplo, Eppstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688-3692 [1985]; documento EP 36.676; EP
88.046; EP 143.949).

En determinados aspectos, puede ser deseable usar composiciones de una manera ex vivo. En este caso, se
exponen células, tejidos u érganos que se han extraido del paciente a las composiciones, tras lo cual las células,
tejidos y/u 6érganos se implantan posteriormente de nuevo en el paciente.

En determinados aspectos, las composiciones pueden administrarse a través de la implantacion en pacientes de
determinadas células que se han modificado por ingenieria genética, usando métodos conocidos en la técnica, para
expresar y secretar los polipéptidos, fragmentos, variantes o derivados. En determinados aspectos, tales células
pueden ser células animales o humanas y pueden derivarse del propio tejido del paciente o de otra fuente, o bien
humana o bien no humana. En determinados aspectos, las células pueden ser inmortalizadas. Sin embargo, con el
fin de disminuir la probabilidad de una respuesta inmunolégica, en determinados aspectos, las células pueden
encapsularse para evitar la infiltracion de tejidos circundantes. Los materiales de encapsulacion normaimente son
membranas o receptaculos poliméricos semipermeables, biocompatibles, que permiten la liberacion del/de los
producto(s) proteico(s) pero evitan la destruccion de las células por el sistema inmunitario del paciente o por otros
factores perjudiciales de los tejidos circundantes.

Los métodos usados para la encapsulacién en membrana de células son conocidos para el experto en la técnica, y
la preparacion de células encapsuladas y su implantacion en pacientes pueden llevarse a cabo sin experimentacion
excesiva. Véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses n.”® 4.892.538; 5.011.472; y 5.106.627. Un sistema
para encapsular células vivas se describe en el documento PCT WO 91/10425 (Aebischer et al.). Las técnicas para
formular una variedad de otros productos de administracién sostenida o controlada, tales como portadores de
liposomas, particulas o perlas bioerosionables, también se conocen por aquellos en la técnica, y se describen, por
ejemplo, en la patente estadounidense n.° 5.653.975 (Baetge et al., CytoTherapeutics, Inc.). En determinados
aspectos, las células, con o sin encapsulacion, pueden implantarse en tejidos u érganos corporales adecuados del
paciente.

Cuando se administran por via parenteral, las proteinas pueden eliminarse rapidamente de la circulacion y pueden
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provocar por tanto actividad farmacolégica relativamente corta. Por consiguiente, pueden usarse inyecciones
frecuentes de dosis relativamente grandes de proteinas bioactivas para mantener la eficacia terapéutica con este
método de administracion. Se conoce que proteinas modificadas mediante la unién covalente de polimeros solubles
en agua tales como polietilenglicol, copolimeros de polietilenglicol y polipropilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano,
poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona o poliprolina, muestran semividas sustancialmente mas largas en sangre tras
inyeccién intravenosa que las proteinas no modificadas correspondientes [Abuchowski ef al., En: “Enzymes as
Drugs”, Holcenberg et al., eds. Wiley-Interscience, Nueva York, NY, 367-383 (1981), Newmark et al., J. Appl.
Biochem. 4:185-189 (1982) y Katre ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 1487-1491 (1987)]. Tales modificaciones
también pueden aumentar la solubilidad de la proteina en disolucion acuosa, eliminar o disminuir la agregacion,
potenciar la estabilidad fisica y quimica de la proteina, y reducir enormemente la inmunogenicidad y antigenicidad de
la proteina. Como resultado, en determinadas realizaciones, la actividad biologica in vivo deseada puede lograrse
mediante la administracion de tales aductos de polimero-proteina menos frecuentemente o en dosis inferiores que la
proteina no modificada. En determinados aspectos, pueden usarse inhibidores de IL-1 solos o con uno o mas
factores hematopoyéticos adicionales u otras moleculas terapéuticas, tales como EPO (Epogen®), nueva proteina
estimulante de la eritropoyesis (NESP, ARANESP™), G-CSF (Neupogen®) y derivados de los mismos, GM-CSF,
CSF-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, |L-18BP, inhibidor de IL-18 (por ejemplo, anticuerpo
frente a IL-18), inhibidor de interferén gamma (IFN-y) (por ejemplo, anticuerpo frente a IFN-y), IGF-1 o LIF (factor
inhibidor leucémico) en el tratamiento de trastornos hematopoyéticos.

En determinadas realizaciones, también puede usarse el tratamiento con un inhibidor de IL-1 y un agonista del
receptor de EPO segun la invencién para potenciar la recuperacion hematopoyética tras pérdida de sangre aguda.

Ensayos

Para someter a prueba compuestos adecuados para el tratamiento para aumentar el nivel de hematocrito, puede
emplearse cualquier ensayo o protocolo in vivo que someta a prueba tal actividad. Los ejemplos de tales ensayos y
protocolos in vivo estan incluidos en la solicitud de patente internacional WO 00/24893. Los expertos en la técnica
conocen ensayos adecuados.

Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar mas completamente la invencién, pero no se interpretan como
limitativos del alcance de la misma.

Ejemplo 1

La administracién de un anélogo de IL-1ra aumenta los niveles de hematocrito

En un estudio multicéntrico, doble ciego, de determinacién de la dosis, sujetos con artritis reumatoide activa grave o
muy grave (N=472) recibieron inyecciones subcutaneas diarias durante 6 meses de placebo, 30, 75 6 150 mg de un
analogo de IL-1ra no glicosilado, recombinante (“anakinra”). Véase la figura 1 para comprobar la historia clinica y los
datos demograficos de nivel inicial por grupo de tratamiento. Anakinra es una forma no glicosilada de IL-1ra humana
que se obtiene de manera recombinante en E. coli.

Se inyect6 anakinra a concentraciones de o bien 30, o bien 75 o bien 150 mg/ml de anakinra purificada en disolucién
en suspension. La disolucién en suspension contenia cloruro de sodio 140 mM, citrato de sodio 10 mM, polisorbato
80 al 0,1% (p/p), EDTA 0,5 mM y agua estéril para inyeccion. El placebo consistié en disolucién en suspension. Se
almacenaron las disoluciones de anakinra y placebo a temperaturas de entre 20° y 80°C. El pH de todas las
disoluciones fue de 6,5.

Se inyect6 cada dia un volumen total de 1 ml. Los posibles sitios de inyeccion incluyeron, pero no se limitaron a, la
parte delantera del muslo, el abdomen por encima del ombligo y la parte trasera de la parte superior del brazo. Se
recomendé que los sujetos cambiaran el sitio de inyeccion. Se instruyé a los sujetos para que se inyectaran la
disolucién de estudio a la misma hora del dia durante las 24 semanas, preferiblemente por la tarde/noche.

Se evalué el hematocrito en el nivel inicial y tras 24 semanas de |a terapia con anakinra. Se evalu6 la diferencia en el
cambio con respecto al nivel inicial en la semana 24 en el hematocrito (porcentajes en volumen) entre el grupo con
anakinra grupo reunido y el grupo con placebo a través de la prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney (E.L. Lehmann,
Nonparametrics: Statistical Methods Based on Ranks, 1975) y se confirm6 con una prueba t de dos muestras.

El hematocrito medio de los sujetos tratados con anakinra aumenté en 0,28 porcentajes en volumen a lo largo de
seis meses, mientras que el hematocrito medio de los sujetos tratados con placebo disminuyé en 0,867 porcentajes
en volumen a lo largo del mismo periodo de tiempo (figura 2).

Ejemplo 2

La administracién de anakinra mejora la anemia

En el estudio del efecto de anakinra sobre los niveles de hematocrito descritos en el ejemplo 1, un subconjunto de
sujetos con artritis reumatoide era anémico, tal como se define como niveles de hematocrito inferiores o iguales al
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treinta y cuatro por ciento (Pincus et al., Am. J. Med 89:161, 1990), tras el inicio del estudio. Cincuenta (14,2%) de
los sujetos tratados con anakinra y trece (10,7%) de los sujetos tratados con placebo se caracterizaron con este
grado de anemia (véase la figura 3 para comprobar la historia clinica y los datos demograficos de nivel inicial).

Aunque el numero de sujetos anémicos en este estudio fue pequefio, mas pacientes tratados con anakinra
mostraron mejora en los niveles de hematocrito tras veinticuatro semanas de tratamiento que los sujetos que
recibieron placebo. La anemia mejor6 en los pacientes que tomaban cada una de las tres dosis de IL-1ra (véase la
figura 4 para comprobar |os resultados).

Ejemplo 3

La administracion de anakinra puede mejorar la anemia independientemente de |la enfermedad articular

En el estudio del efecto de la administracion de anakinra sobre la anemia descrito en el ejemplo 2, tres de los siete
pacientes tratados con anakinra con mejora de mas que o igual a seis porcentajes en volumen en los niveles de
hematocrito no cumplieron los criterios de respuesta ACR20 (figuras 5 y 6). ACR20 define que un sujeto ha
mejorado si se cumplen los siguientes criterios: > 20% de disminucion con respecto al nivel inicial en el nimero de
articulaciones sensibles/dolorosas; > 20% de disminucioén con respecto al nivel inicial en el nimero de articulaciones
hinchadas; y > 20% de disminucion con respecto al nivel inicial en 3 de los siguientes 5 criterios: 1) evaluacion del
sujeto de la actividad de la enfermedad; 2) evaluacion del investigador de la actividad de la enfermedad; 3)
evaluacion del sujeto del dolor; 4) puntuaciéon de incapacidad del Cuestionario de Evaluaciéon de Salud (HAQ); o 5)
proteina C reactiva. Por tanto, la terapia con IL-1ra puede mejorar la anemia en sujetos con artritis reumatoide
independientemente de su efecto sobre la actividad de la enfermedad articular.

Ejemplo 4

En el dia 0, se inmunizé a un grupo de ratas Lewis hembra de ocho a diez semanas de edad con una inyeccion
intraperitoneal (i.p.) de polimeros de peptidoglicano-polisacarido (PG-APS) (Lee Laboratories, Grayson, GA)
equilibrada hasta una dosis de 15 ug de ramnosa/kg en solucién salina al 0,85% (3 mg/rata en un volumen de 0,520
ml, ratas a las que inyect6 PG-APS de reserva). Ademas, en el dia O, otro grupo de ratas Lewis hembra de ocho a
diez semanas de edad recibieron inyecciones i.p. de 0,5 ml de solucién salina al 0,85% para obtener ratas
inyectadas con portador.

Desde el dia O hasta el dia 77, se recogié sangre semanalmente de arterias de la cola en tubos Microtainer
recubiertos con EDTA (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NY) y se realizaron hemogramas completos (HC) en un
sistema de hematologia ADVIA 120 (Bayer Corporation, Tarrytown, NY) calibrado para sangre de rata. En el dia 42,
se dividieron las ratas en dos grupos. Las ratas con concentraciones de hemoglobina (Hb) media inferiores a 12,0
g/dl se denominaron anémicas. Las ratas anémicas que tenian concentraciones de Hb media similares se colocaron
en el grupo experimental.

El grupo control consisti6 en ratas inyectadas con portador que tenian concentraciones de Hb similares entre si.

Comenzando en el dia 43, se subdividieron las ratas en el grupo experimental en ocho grupos de tratamiento. Todos
los grupos tenian n=5 excepto el grupo portador, que tenia n=6. Se trataron siete grupos con uno de los siguientes
regimenes de tratamiento: a)100 mg/kg de Fc-IL-1ra tres veces por semana, b) 3 pug/kg de ARANESP™ una vez
cada dos semanas, ¢) 6 uglkg de ARANESP™ una vez cada dos semanas, d) 100 mg/kg de Fc-IL-1ra tres veces por
semana y 3 p/kg de ARANESP™ una vez cada dos semanas, o e) 100 mg/kg de Fc-IL-1ra tres veces por semana y
6 pg/kg de ARANESP™ una vez cada dos semanas, f) 4 mg/kg de PEG sTNR-R 1 tres veces por semana, g) 4
mg/kg de PEG sTNR-R1 tres veces por semana y 3 ug/kg de ARANESP™ una vez cada dos semanas, h) 4 mg/kg
de PEG sTNR-R1 tres veces por semana y 6 ug/kg de ARANESP™ una vez cada dos semanas. Se inyect6 a un
grupo de las ratas experimentales 0,4 ml de disolucion de portador con el mismo calendario que los inhibidores de
citocina y se alojaron y se les extrajo sangre igual que en todos los grupos experimentales. El periodo de tratamiento
duré hasta el dia 57.

Se obtuvieron datos experimentales de la sangre extraida de la vena de la cola y se analizaron con la maquina de
analisis de hemograma completo (HC) ADVIA (Bayer, Inc) el mismo dia de la toma de muestras y segln el protocolo
de fabricacion. Se recogié sangre para suero en dispositivos separadores de suero centrifugos, se permitié que se
coagulara, se centrifugé a 3000 rpm durante 5 minutos, se separé el suero por pipeteo y se colocoé en tubos
Eppendorf, se almacené a -80 hasta la entrega a LabCorp, Inc. (Research Park, NC) a través de transporte durante
la noche en hielo seco. La sangre recogida para HC se produjo en los dias 30, 42, 45, 49, 52, 56, 59, 63, 66, 70, 77.
La sangre recogida para suero se produjo en los dias 0, 42, 49, 57, 63, 77. En resumen, una vez comenzado el
tratamiento terapéutico, se extrajo sangre de las ratas dos veces a la semana para analisis de HC y una vez a la
semana para suero).

Todos estos parametros, excepto las concentraciones de hierro, forman parte de los datos generados por el analisis
de “hemograma completo” (HC) que se produjo simultaneamente por el analisis con la maquina Advia ya descrito
anteriormente. Las concentraciones de hierro sérico total (HST) y la capacidad total de fijacion de hierro de
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transferrina se midieron por LabCorp, Inc. (Research Park, NC). La capacidad de fijacion de hierro no saturado
(CFHNS) se calculé tal como sigue: CTFH-HST=CFHNS. (Véase: “Clinical Biochemistry of Domestic Animals’
paginas 263-264. Jiro J. Kaneko, Ed., Academic Press Inc. Harcourt Brace Jovanovich Publishers). Se determiné el
volumen de la pata tal como se describe en Feige U, et al., Cellular Molecular Life Sciences 57:1457- 1470 (2000).

Las ratas del grupo experimental tratadas con Fc-IL-1ra solo tendieron a concentraciones de Hb sérica media y
edema de pata medio reducido en comparacién con las ratas no tratadas del grupo experimental. La administracion
de 100 mg/kg de Fc-lL-1ra aumenté las concentraciones de Hb sérica media en 1,8 g/dl con respecto a las
concentraciones de Hb sérica media de las ratas no tratadas (p=0,1) (véase la figura 7) y redujo los volimenes de
pata medios en 0,4 ml en relacion con los volimenes de pata medios de las ratas no tratadas (p=0,1) (véase la
figura 8). Las ratas del grupo experimental tratadas con ARANESP™ solo a 3 6 6 ug/kg mostraron concentraciones
de Hb sérica media en comparacién con las ratas no tratadas. El tratamiento con 3 ug/kg de ARANESP™ solo
aumento6 las concentraciones de Hb sérica media en 0,4 g/dl con respecto a las concentraciones de Hb sérica media
de las ratas no tratadas (p=0, 7) (véase la figura 7). El tratamiento con 6 ug/kg ARANESP™ solo aumenté las
concentraciones de Hb sérica media en 1,3 g/dl con respecto a las concentraciones de Hb sérica media de las ratas
no tratadas (p=0,4) (véase la figura 7).

El tratamiento de ratas del grupo experimental con 100 mg/kg de Fc-lL-1ra y 3 ug/kg de ARANESP™ no aumento
significativamente las concentraciones de Hb sérica media en comparacion con el tratamiento en 100 mg/kg de Fc-
IL-1ra solo. Sin embargo, el tratamiento de ratas del grupo experimental con 100 mg/kg de Fc-lL-1ra y 6 pg/kg de
ARANESP™ aument6 en mas de dos veces las concentraciones de Hb sérica media en comparacién con el
tratamiento con Fc-IL-1ra 0 ARANESP™ solos. El tratamiento con 100 mg/kg de Fc-IL-1ra y 6 ug/kg de ARANESP™
aumenté las concentraciones de Hb sérica media en 2,2 g/dl mas que el aumento a partir del tratamiento con 100
mg/kg de Fc-ll-1ra solo {p=0,04) (véase la figura 7). El tratamiento con 100 mg/kg de Fc-IL-1ra y 6 pg/kg de
ARANESP™ aumenté las concentraciones de Hb sérica media en 2,7 g/dl mas que el aumento a partir del
tratamiento con 6 pg/kg de ARANESP™ solo (p=0,01) (véase la figura 7). Por tanto, el aumento total en ratas en las
concentraciones de Hb sérica media con respecto a las ratas experimentales no tratadas que resulta del tratamiento
con 100 mg/kg de Fc-IL-1ra 'y 6 ug/kg de ARANESP™ fue de 4,0 g/dl. Esto fue mayor que la suma de los aumentos
en las concentraciones de Hb sérica media con respecto a las ratas experimentales no tratadas que resulta del
tratamiento con 100 mg/kg de Fc-IL-1ra solo (1,8 g/dl) y 6 pg/kg de ARANESP™ solo (1,3 g/dl).

El tratamiento de ratas del grupo experimental tanto con 100 mg/kg de Fc-IL-1ra como con 6 ug/kg de ARANESP™
aument6 el numero medio de reticulocitos (p<0,004) en comparacion con la misma dosis de cualquier tratamiento
individual solo y el niamero de glébulos rojos (GR) (p<0,03) en comparacién con la misma dosis de 6 ug/kg de
ARANESP™ solo (véanse la figuras 9 y 10). El tratamiento de ratas del grupo experimental tanto con 100 mg/kg de
Fc-IL-1ra como con 6 pg/kg de ARANESP ™ también aument6 las concentraciones de hierro sérico total en 44 pg/dl
mas que el tratamiento con 6 pg/kg de ARANESP™ solo (p=0,02) (véase la figura 14). El tratamiento tanto con 100
mg/kg de Fc-IL-1ra como con 6 u1g/kg de ARANESP™ también aumenté el volumen corpuscular medio en un grado
mayor que 6 ug/kg de ARANESP™ solo (p=0,008) 0 100 mg/kg de Fc-IL-1ra solo (p=0,04) (véase la t;lngura 11). Este
tratamiento también aument6 la HB corpuscular media en un grado mayor que 6 ug/kg de ARANESP™ solo (p=0,03)
0 100 mg/kg de Fc-IL-1ra solo (p=0,08) (véase la figura 12).
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REIVINDICACIONES

Inhibidor de IL-1 y agonista del receptor de eritropoyetina (EPO) para su uso en un método de tratamiento
de la anemia en un mamifero, que comprende administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente
eficaz de dichos inhibidor y agonista,

en donde el inhibidor de IL-1 es la proteina IL-1ra o un derivado o variante de la misma con una homologia
de secuencia de al menos el 90%, que inhibe la activacion de receptores celulares mediante IL-1; y

en donde el agonista del receptor de EPO es EPO, epoyetina alfa, darbepoyetina alfa, un anticuerpo anti-
agonista del receptor de EPO o un derivado o variante de los mismos con una homologia de secuencia de
al menos el 90%, que produce la activacion del receptor de EPO.

Inhibidor y agonista seg(n la reivindicaciéon 1 para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el tratamiento
de la anemia eleva el hematocrito en el mamifero.

Inhibidor y agonista segun la reivindicacion 1 para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el inhibidor de
IL-1 y el agonista del receptor de EPO se administran en composiciones separadas.

Inhibidor y agonista segun la reivindicacién 1 para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el inhibidor de
IL-1 y el agonista del receptor de EPO se administran en composiciones separadas en diferentes
momentos.

Inhibidor y agonista segun la reivindicacion 1 para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el inhibidor de
IL-1 y el agonista del receptor de EPO se administran en composiciones separadas al mismo tiempo.

Inhibidor y agonista segun la reivindicacion 1 para su uso segun la reivindicacién 1, en donde el inhibidor de
IL-1 y el agonista del receptor de EPO se administran en la misma composicion.

Inhibidor y agonista segun la reivindicacion 1 para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el inhibidor de
IL-1 es anakinra.

Inhibidor y agonista segun la reivindicacion 1 para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el antagonista
del receptor de IL-1 es Fc-IL-1ra.

Inhibidor y agonista segun la reivindicacién 1 para su uso segun la reivindicacion 1, en donde se administra
Fc-IL-1ra al mamifero dos veces o tres veces por semana, y se administra darbepoyetina alfa al mamifero
una vez cada dos semanas.

Inhibidor y agonista segun la reivindicacion 1 para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el trastorno
de la sangre tratado es anemia de enfermedad crénica.

Inhibidor y agonista segun la reivindicacion 1 para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el mamifero
padece anemia asociada con una disminucién o pérdida de funcion renal.

Inhibidor y agonista segun la reivindicacion 1 para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el mamifero
padece anemia asociada con artritis reumatoide.

Inhibidor y agonista segun la reivindicacidon 1 para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el mamifero
padece anemia asociada con terapia mielosupresora.

Inhibidor y agonista segun la reivindicaciéon 13 para su uso segun la reivindicacion 1, en donde la terapia
mielosupresora comprende farmacos quimioterapicos o antivirales.

Inhibidor y agonista segun la reivindicaciéon 1 para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el mamifero
padece anemia asociada con pérdida de sangre excesiva.

Composicién que comprende un inhibidor de IL-1 y un agonista del receptor de EPO, en la que el inhibidor
de IL-1 es anakinra o Fc-IL-1ra, y en donde el agonista del receptor de EPO es EPO, epoyetina alfa,
darbepoyetina alfa, un anticuerpo anti-agonista del receptor de EPO o un derivado o variante de los mismos
con una homologia de secuencia de al menos el 90%, que produce la activacion del receptor de EPO.

Composicion segun la reivindicacion 16, en la que el inhibidor de IL-1 es anakinra.
Composicién segln la reivindicacion 16, en la que el inhibidor de IL-1 es Fc-IL-1ra.

Composicion segun la reivindicacion 16, en la que la composicion comprende ademas al menos uno de un
diluyente, portador, solubilizador, emulsionante, conservante y adyuvante farmacéuticamente aceptables.
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FIG. 7

[Hb] sangre

0 77

Inicio de los tratamientos  Ultimo tratamiento con

ARANESP
—@— Control

—7— PG - APS solo

—{3— ARANESP 3 ng/kg/2 semanas

—<— 100 mgs/kg/3X por semana Fc-|L-RA

—— 100 mgS/ kg/Bx por semanalclL-1ra + ARANESP 3 }Lg/kglz;g;ema nas
—0O— ARANESP 6 }.LQS/RQIZ senianas

—O— 100 mgs/kg/3X por semana FeiL-1ra + ARANESP 6 pg/kg/2 semanas
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FIG. 8

Volumen de la pa

0257912141619
Dias

~-- Portador

—e— PG-APS

—8— NESP 3 uglkg

—a—  NESP 6 uglkg

—e—  Fe-iL-1ra 100 mgrkg

- =~ Fe-ll-1ra 100 mg/kg + NESP 3 pg/kg
--a--  Fe-lL-1ra 100 mg/kg + NESP 6 wglkg
—~e— PEG sTNF-RI 4 mg/kg

—o— PEG sTNF-RI 4 mg/kg + NESP 3 p.g/kg
—a— PEG sTNF-RI 4 mg/kg + NESP 6 .g/kg
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Inicio del tratamiento Ultimo tratamiento con
ARANESP
—-O— Portador
—— PG - APS
~—{3— ARANESP 3 nglkg/2 sem
~O~— ARANESP 6 pglkg/2 sem
—— Fe-IL-1RA 100 mgs/kg 3xsem
~O— Fe-IL-1RA 100 mgsfkg 3x/sem+ ARANESP 3 g/kg/2 sem
—&— Fc-IL-1RA 100 mgs/kg 3x/sem+ ARANESP 6 pg/kg/2 sem
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FIG. 10

GR x108/uL

0 77

Inicio del tratamiento Ultimo tratamiento con
X=Fc-IL-1RA dosificado ARANESP

-~ Portador

~37— Anémico

~— ARANESP 3 ugs/kg/2 sem.

~C— ARANESP 6 pgsikg/2 sem.

—— Fe-IL1-RA 100 mgs/kg cada 2 dias

~O— Fc-IL1-RA 100 mgs/kg cada 2 dias + ARANESP 3 j.gsfkg/2 sem.

—&— Fc-IL1-RA 100 mgs/kg cada 2 dias + ARANESP 6 pgs/kg/2 sem.
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FIG. 11

35 - ,
28 35 42 49'56 63 70 77 84
DIA
Inicio del tratamiento Ultimo tratamiento con
X=Fc-lIL-1RA dosificado ARANESP
Portador
PG-APS

ARANESP 3 ug/kg/2sem.

ARANESP 6 glkglz sem,

Fc-IL-1RA 100 mgs/kg 3x/sem.

Fc-IL-1RA 100 mgs/kg 3xkem+ ARANESP 3 pglkg/2 sem.
Fc-IL-1RA 100 mgsfkg 3xsemt ARANESP 6 p,g/kglz sem.

QL OTHO
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FIG. 12

18 1

16 -

14 -

63 70 77 B4

Inicio del tratamiento Ultimo tratamiento con
X=Fc-IL-1RA dosificado ARANESP

Portador

Anémico

ARANESP 3 ngfkg

ARANESP 6 n.gkg

Fc-IL-1RA 100 mgs/kg/cada 2 dias

Fe-IL-1RA 100 mgs/kgkada 2 dias / ARANESP 3 ug/kg
Fc-IL-1RA 100 mgs/kgkada 2 dias / ARANESP 6 pgfkg
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FIG. 13

*Fc-IL-RA + ARANESP 6 p.glkg/2 sem.
p = 0.02comparado con ARANESP 6 ;1g/kg/2 sem. solo

Control

Anémico

ARANESP 3 mg/kg/2 sem.

ARANESP 6 mglkg/2 sem.

Fc-IL-1RA 100 mgs/kg 3x/ sem.

Fc-IL-1RA 100 mgs/kg 3xéem.+ ARANESP 3 mg/kg/2 sem.
Fc-IL-1RA 100 mgs/kg 3xdem+ ARANESP 6 mg/kg/2 sem.
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400

$OT QU T

Control

PG-APS

ARANESP 3 n.g/kgi2 sem.

ARANESP 6 wg/kg/2 sem.

Fc-IL-1RA 100 mg/kg 3x/ sem.
Fe-IL-1RA + ARANESP 3 ngkg/2sem.
Fc-IL-1RA + ARANESP 6 wg/kg/2sem.
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FIG. 15

$QRQQTQ

35 42| 49 56! 63 70 17

DiA

I Inicio del tratamienm‘{iltimo tratamiento con
ARANESP™

X = PEG sTNF-R1 dosificado

Portador

Anémico
ARANESP™ 3 Lgka/2 sem.
ARANESP™ 6 pgikg/2 sem.
PEG sTNF-R1 4 mgs/kg/3x sem.
PEG sTNF-R1 + ARANESP™™ 3 g/kg
PEG sTNF-R1 + ARANESPTM 6 1 g/kg
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FIG. 16A

28 35 42

Dia

Portador

PG-APS

ARANESPT™ 3 |, o/kg/2 sem.
ARANESPTM g ngkglZsem.

PEG sTNF-R1 4 mgs/kg/3x sem.

PEG STNF-R1 + ARANESP'M 3 1ugkg
PEG sTNF-R1 + ARANESPTM 6 jugikg
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FIG. 16B

Portador

PG-APS

ARANESPT™M 3 ug/kg/2sem.
ARANESPTMg . g/kg/2 sem.

PEG sTNF-R1 4 mgs/kg/3x sem.

PEG sTNF-R1 + ARANESP'M 3 Lugikg
PEG STNF-R1 + ARANESP'M 6 . gkg
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10 1

28

-0~ Portador
—%2 Anémico

—0— ARANESPTM 3 1 0/kg/2 sem.

—O— ARANESP M6 puglkgf2sem.

- PEG sTNF-R1 4 mg/kg/3x sem.

~O— PEG sTNF-R1 + ARANESPT™™ 3 11 g/kg
~®— PEG sTNF-R1 + ARANESPTM§ jugikg
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FIG. 17B

2 28 35 42 49 56 63 70 77
Dia

-0 Portador
—53— Anémico

—0— ARANESP™™ 3 ugkgi2sem.

—— ARANESPTM 6 11g/kg/2 sem.

~0— PEG sTNF-R1 4 mg/kg/3x sem.

—o~ PEG STNF-R1 + ARANESPTM 3 ug/kg
—8— PEG sTNF-R1 + ARANESP'™ 6 ug/kg
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FIG. 18A

—0— Portador

72— Aneéemico

—— ARANESPTM 3, g/kg/2 sem.

~<~ ARANESPTM6 . g/ka/2 sem.

—&— PEG sTNF-R1 4 mg/kg/3x sem.

O PEG STNF-R1 + ARANESPTM 3 1ugikg
—®— PEG sTNF-R1 + ARANESPTM 6 plkg
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FIG. 18B
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-100 -
-150 -

—O— Portador
—sz— Anémico

—0— ARANESPT™™ 3 L g/kg/2 sem.

~0~ ARANESPTM 6 1, grkgr2 sem.

—&— PEG sTNF-R1 4 mg/kg/3x sem.

~O— PEG STNF-R1 + ARANESPT™ 3 g/kg
—8— PEG STNF-R1 + ARANESPTM g ug/kg
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FIG. 19
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FIG. 20

40 -

30 A

20

. I Anémico

—O— ARANESP™ 3 gikg/2 sem.

—O— ARANESP™M g g/kgl2 sem.

—/\x— - PEG sTNF-R1 4 mgs/kg/3x sem.

—O— PEG sTNF-R1 + ARANESPTM3 |, a/kg/2 sem.
—O— PEGsTNF-R1 + ARANESPTM6 1ug/kgi2 sem.
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