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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para el tratamiento sistémico de la artritis
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones para su uso en el tratamiento de artritis idiopatica juvenil de
aparicion sistémica (AIJAS).

Antecedentes de la invencion

La evolucion y el prondstico de la AIJAS son heterogéneos, ya que el cincuenta por ciento de los pacientes tiene una
evoluciéon monofasica con resoluciéon de los sintomas, mientras que el cincuenta por ciento restante desarrolla una
evolucion recidivante y remitente cronica y una forma muy grave de artritis crénica poliarticular. Los pacientes con
AIJAS también muestran un riesgo aumentado de desarrollar el sindrome hemofagocitico, una complicacion
posiblemente letal (Cassidy, JT y Ross, E. 2001. Textbook of Pediatric Rheumatology, 42 Edicion, Books on Demand
Publishers, Visby, Suecia; p. 218-321).

Los nifios con AIJAS presentan sintomas sistémicos graves (fiebre y erupcién) que normalmente preceden al
desarrollo de la artritis durante semanas a afios. La fiebre alta en picos, que es la caracteristica de esta enfermedad,
normalmente sigue un patron cotidiano con 1-2 picos/dia. Los pacientes parecen estar caracteristicamente bien
cuando no hay fiebre, pero enferman bastante con los picos. En muchos pacientes, la fiebre viene acompariada de
una erupcion de color rosa salmén que se vuelve mas aparente con la fiebre. Adicionalmente, los nifios con AIJAS
pueden tener hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, pericarditis y otras manifestaciones de serositis. Estas
manifestaciones sistémicas pueden durar desde semanas a meses y a la larga tienden a desvanecerse para dar
lugar al desarrollo de la artritis cronica. Aproximadamente el 50 % de los pacientes presentaran implicacion
oligoarticular y con el tiempo se recuperaran. La otra mitad evolucionara hacia un patron poliarticular, cuyo
prondstico se correlaciona con el nimero de articulaciones implicadas a los seis meses de la evolucion de la
enfermedad. Hasta el 48 % de los nifios con AIJAS tendran artritis activa diez afios después de producirse el
diagndstico (Cassidy, JT y Ross, E. 2001. Textbook of Pediatric Rheumatology, 42 Edicion, Books on Demand
Publishers, Visby, Suecia; p. 218-321; y Lomater C, et al., 2000. J Rheumatol 27:491-496).

No se dispone de ensayos especificos para establecer el diagnoéstico de la AIJAS, ni hay indicadores de prondstico
conocidos para determinar su evolucion clinica. La fiebre, la anemia, la leucocitosis y la velocidad de sedimentacion
eritrocitaria (VSE) elevada son las caracteristicas iniciales principales de la enfermedad, a veces durando varios
meses antes de que pueda establecerse el diagndstico. Como estos sintomas no son especificos y pueden imitar
infecciones, neoplasias malignas y otras enfermedades, los pacientes se someten a una serie de ensayos de
diagndstico muy costosos y a hospitalizaciones prolongadas.

Una de las complicaciones mas graves en los pacientes con AIJAS es el desarrollo del sindrome hemofagocitico,
también conocido como sindrome de activacion de macrofagos (SAM) (Cassidy, JT y Ross, E. 2.001. Textbook of -
Pediatric Rheumatology, 42 Ediciéon, Books on Demand Publishers, Visby, Suecia; p. 218-321). El sindrome
hemofagocitico, que puede ocurrir también en el contexto de enfermedades infecciosas y neoplasicas, esta asociado
con morbilidad grave y/o muerte. Su etiologia, especialmente en el contexto de la AIJAS, es desconocida. Los casos
familiares del SAM ocurren como resultado de la destruccion virica defectuosa debida a mutaciones en genes como
perforina (implicada en la liberacion de granzimas por linfocitos T citotoxicos/linfocitos citoliticos naturales contra
células diana) o Rab27 (implicado en el control de la desgranulacion vesicular de las granzimas).

En los pacientes con AIJAS, se ha descrito expresion andémala de IL-6, especialmente en la sangre antes de los
picos febriles, y los niveles de IL-6 se correlacionan con la actividad sistémica de la enfermedad, con el desarrollo de
artritis, y con el aumento en los reactantes de fase aguda (Yokata, S. 2003. “Interleukin 6 as a therapeutic target in
systemic-onset juvenile idiopathic arthritis”, Curr Opin Rheumatol 15:581-586). La desregulacién de la IL-6 también
se ha propuesto para mediar el retraso del crecimiento lineal, la trombocitosis y la anemia observados en pacientes
con AIJAS (de Benedetti F, et al., 1991). Arthritis Rheum 34:1158-1163; Mangge H, et al. 1999. J Interferon Cytokine
Res 19:1005-1010; Ozen S, et al., 1997. Clin Rheumatol 16:173-178; de Benedetti F, et al., 1999. JRheumatol
26:425-431; Muller K, et al. 1998. Br J Rheumatol 37:562-569; Shahin A, et al., 2002. Rheumatol Int 22:84-88; de
Benedetti F, et al, 1992. Clin Exp Rheumatol 10:493-498; y Muzaffer M, et al., 2002. J Rheumatol 29:1071-1078).

El documento US 2001/0053764 A1, publicado el 20 de diciembre de 2001, se refiere a métodos para tratar
trastornos médicos caracterizados por niveles elevados o expresion andémala de IL-1 administrando un antagonista
de IL-1, tal como el receptor de IL-1 de tipo Il soluble.

El documento US 5.766.585 publicado el 16 de junio de 1998 se refiere al tratamiento génico sistémico de
enfermedades del tejido conectivo administrando una secuencia de acido nucleico que codifica IRAP (IL-1ra) o un
receptor soluble de IL-1.
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llowite et al, 2003, Annals of the Rheumatic Diseases, vol. 62, supl. 1, pagina 87, Annual European Congress of
Rheumatology, describen un ensayo clinico para evaluar la seguridad y la eficacia de Anakinra en pacientes con
artritis reumatoide juvenil (ARJ). Se requeria que los sujetos tuviesen ARJ con evolucion poliarticular activa.

La base de datos EMBASE con numero de registro EMB-2003146647, Boykinov, Pediatrya 2003, vol. 43, N° 1,
paginas 53-55 + 6, se relaciona con IL-1, IL-18, IL-15, con sus receptores y trasplantes autélogos de células madre
en el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias sistémicas, tales como la artritis idiopatica juvenil (AlJ).

Sumario de la invenciéon

Por lo tanto, la AIJAS sigue siendo una enfermedad inflamatoria cronica de etiologia desconocida para la que no se
ha determinado un tratamiento especifico. A pesar de intensos estudios, el tratamiento multi-farmacolégico de los
pacientes con AIJAS es similar al de la oligoartritis y la poliartritis, que depende de la fase (fase sistémica frente a
fase artritica) de la enfermedad y de la extension de la implicacion. Mientras que una minoria de pacientes prospera
con farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (AINE), la mayoria de los nifios requiere el uso de esteroides orales
y/o parenterales asi como metotrexato para controlar los sintomas. Se ha usado la inmunoglobulina intravenosa
(IGIV) en casos recalcitrantes. Mas recientemente, se esta afiadiendo la terapia anti-TNF (por ejemplo, etanercept e
infliximab) a estos regimenes. Sin embargo, hay algunas limitaciones y riesgos asociados con estos farmacos. Por
ejemplo, el tratamiento prolongado de estos pacientes con farmacos inmunosupresores, tales como metotrexato y
esteroides, se ha asociado segun los informes con una capacidad deteriorada de los pacientes para eliminar
infecciones viricas. El tratamiento con inmunoglobulina intravenosa viene acompafado por los riesgos asociados a
las transfusiones de productos derivados de la sangre. Los presentes inventores han descubierto que los pacientes
con AIJAS no responden tan bien y requieren dosis mas elevadas de agentes anti-TNF para controlar los sintomas
en comparacion con cualquier otro tipo de AlJ. Por lo tanto, hay una continua necesidad de identificar tratamientos
farmacologicos eficaces para la enfermedad de la AIJAS.

El bloqueo de la IL-1 se ha descrito como un agente eficaz para tratar pacientes con artritis inflamatoria asociada a
enfermedades autoinmunitarias. Previamente se han realizado estudios clinicos en adultos con artritis reumatoide y
en niflos con distintas formas de artritis juvenil. Anakinra (Kineret®, fabricado por Amgen), el antagonista del
receptor de IL-1 recombinante humano tiene la capacidad de bloquear la interaccién de la IL-1 con su receptor,
bloqueando de esta manera la respuesta celular de la IL-1. Se ha llevado a cabo un ensayo clinico usando Anakinra
en pacientes con artritis reumatoide grave. A 150 mg al dia, se observé una velocidad de respuesta del 43 %
basandose en el indice del Colegio Americano de Reumatologia en comparacién con el 27 % en el grupo tratado
con placebo. Sin embargo, nunca se han realizado estudios clinicos usando antagonistas de IL-1, en nifios o adultos
con Artritis de Aparicién Sistémica durante la fase sistémica de la enfermedad, como se define por la presencia de
fiebre y/o erupcidon con o sin artritis. Ademas, se ha informado que la IL-1 no juega un papel relevante en la
enfermedad de AIJAS (de Benedetti F, et al., 1995. “Circulating levels of interleukin 1 beta and of interleukin 1
receptor antagonist in systemic juvenile chronic arthritis”, Clin Exp Rheumatol 13:779-84).

Las enfermedades autoinflamatorias son dolencias asociadas a alteraciones del sistema inmunitario innato. Las
células del sistema inmunitario innato, por ejemplo, neutrdfilos, monocitos, macréfagos y linfocitos citoliticos
naturales (NK), se caracterizan por la ausencia de receptores generados de forma somatica, la expansion clonal de
células especificas de antigeno y su incapacidad para conferir “memoria inmunoldgica”. Aunque las enfermedades
autoinflamatorias pueden imitar clinicamente a las enfermedades autoinmunitarias, los pacientes con
autoinflamacién nunca desarrollan autoanticuerpos, que son la caracteristica de muchas de las enfermedades
autoinmunitarias. Por otra parte, la mayoria de las enfermedades autoinflamatorias producen fiebre, normalmente
con un patrén intermitente o periddico, y la piel y las articulaciones son frecuentemente las dianas de la inflamacion.
En los ultimos cinco afios, se han descrito los genes responsables de al menos nueve enfermedades
autoinflamatorias familiares. Estas incluyen Fiebre Mediterranea Familiar (FMF), Sindrome de Fiebre Periddica
Asociada al Factor de Necrosis Tumoral (SPAFNT), Hiper IgD, Neutropenia Ciclica, Urticaria por Frio Familiar (UFF),
Sindrome de Muckle-Wells, Sindrome Inflamatorio Crénico Neurologico y Articular (ICNA), Enfermedad
Granulomatosa Familiar (Sindrome de Blau) y enfermedad de Crohn (revisado en Hull KM, et al., 2003. Curr Opin
Rheumatol 15:61-69). Aunque la mayoria de las enfermedades autoinflamatorias son el resultado de mutaciones de
genes sencillos, hay algunas que siguen rasgos genéticos complejos, como la colitis ulcerosa y algunas formas de la
enfermedad de Crohn, y sin embargo algunas, como la enfermedad de Behcet, pueden no ser de origen genético.

A pesar de los informes en sentido contrario, los presentes inventores han descubierto que la AIJAS es una
enfermedad autoinflamatoria y que la reduccion o el bloqueo de la biodisponibilidad de la interleucina-1 beta (IL-1pB)
es un tratamiento terapéutico eficaz para los pacientes con AIJAS. La presente invencidon proporciona un agente
capaz de reducir o bloquear la biodisponibilidad de un receptor de interleucina-1p para su uso en un método para
tratar a un paciente pediatrico con artritis idiopatica juvenil de aparicion sistémica que comprende administrar al
paciente pediatrico una composicion que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del agente; donde el
agente es un anticuerpo que neutraliza la IL-1B, un anticuerpo que bloquea a un receptor de IL-13 o un péptido
antagonista del receptor de IL-1.
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La presente invencion también proporciona el uso de un agente capaz de reducir o bloquear la biodisponibilidad de
un receptor de interleucina-1B para la preparacion de un medicamento para tratar a un paciente pediatrico que
padece artritis idiopatica juvenil de aparicion sistémica; donde el agente es un anticuerpo que neutraliza a la IL-18,
un anticuerpo que bloquea a un receptor de IL-1p o un péptido antagonista del receptor de IL-1. En un ejemplo
especifico, el agente activo puede ser un antagonista del receptor de IL-1 producido de forma natural proporcionado
a entre aproximadamente 1, 10, 15, 25, 50, 100, 125, 150, 175, 200 € incluso 250 mg al dia. Normalmente las dosis
pueden dividirse para pacientes pediatricos.

Una composicion para tratar la AIJAS puede incluir una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas agentes
activos adaptados para la administraciéon a una articulacién que reduzca la inflamaciéon de la articulacion afectada
por AIJAS. La composicion puede ayudar a reducir uno o mas de los siguientes sintomas: fiebre, erupcion, artritis y
recuento leucocitario de un paciente con AIJAS. La formulacién farmacéutica puede adaptarse para tratar la
autoinflamacion articular y puede fabricarse disponible en una diversidad de formas de dosificacion, incluyendo,
intravenosa, intramuscular, oral, nasal, rectal, peritoneal, subcutanea, intracutanea (por ejemplo, un parche) y
similares.

La presente invencion también incluye un método para controlar una respuesta terapéutica para una enfermedad
autoinflamatoria, por ejemplo, la AIJAS, controlando la fiebre, la erupcion, la artritis, el recuento leucocitario y/o la
velocidad de sedimentacion leucocitaria después del tratamiento usando los métodos y las composiciones que se
ensefan y se desvelan en el presente documento.

Breve descripcion de los dibujos

Para un entendimiento mas completo de las caracteristicas y las ventajas de la presente invencion, se hace
referencia ahora a la descripcion detallada de la invencion junto con las figuras adjuntas y en las que:

La Figura 1 es una presentacion grafica de datos de una serie de genes que representa genes regulados
positivamente (rojo), regulados negativamente (azul) o sin modificar (amarillo) tras la incubacion de CMSP de
cuatro voluntarios sanos con suero autélogo (SA) o con los sueros de tres pacientes con AIJAS;

La Figura 2A es un grafico que compara la induccion de la secrecion de la proteina Interleucina 1-Beta (IL-b) en
CMSP sanas incubadas con sueros de AlJAS;

La Figura 2B es un grafico que compara la induccién de la secrecion de la proteina IL-1b en pacientes con AIJAS
con y sin sintomas sistémicos; y

Las Figuras 3A a F son graficos que muestran los valores de temperatura (Figura 3A); el recuento de
articulaciones activas (Figura 3B); el recuento leucocitario RL (Figura 3C); la hemoglobina (Figura 3D); el
recuento de plaquetas (Figura 3E); y la VSE en 9 pacientes de AIJAS (Figura 3F).

Descripcion detallada de la invenciéon

Mientras que la fabricacion y el uso de diversas realizaciones de la presente invencion se describen en detalle a
continuacion, deberia apreciarse que la presente invencion proporciona muchos conceptos inventivos aplicables que
pueden realizarse en una amplia diversidad de contextos especificos. Las realizaciones especificas descritas en el
presente documento son meramente ilustrativas de modos especificos para fabricar y usar la invencién y no
delimitan el alcance de la invencion.

Para facilitar el entendimiento de esta invencién, a continuacién se definen diversos términos. Los términos definidos
en el presente documento tienen significados como los comunmente entendidos por un experto habitual en la
técnica en las areas relevantes para la presente invencion. Los términos tales como “un”, "uno”, “una” y “el/la” no
pretenden referirse sdlo a una entidad singular, sino que incluyen la clase general de la que puede valerse un
ejemplo especifico puede para ilustrar. Como se usa en la reivindicacion (o en las reivindicaciones), junto con la
expresion “que comprende”, las palabras “un”, "uno" o “una” pueden significar uno o mas de uno. Como se usa en el
presente documento, “otro” puede significar al menos un segundo objeto o mas. La terminologia del presente
documento se usa para describir realizaciones especificas de la invencion, pero su uso no delimita la invencion,

salvo por lo descrito en las reivindicaciones.

Como se usa en el presente documento, la expresion “terapéuticamente eficaz” se usa para definir la cantidad de un
compuesto que es necesaria para mejorar algun sintoma asociado con una enfermedad autoinflamatoria, por
ejemplo, la AIJAS. Por ejemplo, en el tratamiento de la autoinflamacion, serian terapéuticamente eficaces, uno o
mas agentes activos que mejoran la salud o el movimiento de una articulacién en cualquier grado o que detiene
cualquier sintoma de una artritis. Para curar una enfermedad no se necesita una cantidad terapéuticamente eficaz
de un compuesto sino que se proporcionara un tratamiento para una enfermedad.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2523 147 T3

Como se usa en el presente documento, la frase “una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas agentes
activos que reduzca la biodisponibilidad de la interleucina-1B” es la cantidad de un inhibidor de la expresion, la
traduccion, el procesamiento, la liberaciéon o la actividad de la IL-1 B; y/o de los inhibidores de la expresion, la
traduccion, el procesamiento, la liberacién o la actividad del o de los segundos mensajeros que estan aguas abajo
del receptor de IL-1p cuando se administra en, a o sobre una articulacion, o a un animal sistémica o localmente, que
reduzca el alcance y la extension de la autoinflamacion.

Como se usa en el presente documento la expresion “receptor de interleucina-1p” se usa para describir el receptor
afin para la interleucina-13. Como ejemplos no limitantes de agentes que pueden unirse especificamente a, tanto
causando la activacion del receptor como si no, incluyen: interleucina-1p, anticuerpos anti-receptor de interleucina-1p
o fragmentos de los mismos, péptidos, proteinas, glucoproteinas, lipoproteinas, epitopes, lipidos, lectinas,
carbohidratos, estructuras multi-moleculares y conformaciones especificas de una o mas moléculas. Un “receptor’
es una molécula o un complejo de moléculas de origen natural que esta generalmente presente en la superficie de
las células de un 6rgano, tejido o tipo celular diana, por ejemplo, una articulacion.

Como se usa en el presente documento el término “modificar” o “modifica” significa que incluye regulacion positiva o
negativa de la funcién de un gen o un producto génico, por ejemplo, que afecta a la transcripcion, la traduccion, el
procesamiento, la liberacion o la modificacion de un gen o un producto génico. El agente activo puede modificar la
transcripcion del gen de la interleucina-1B. Los ejemplos de modificacion incluyen, por ejemplo, silenciamiento
transcripcional o post-transcripcional, cambios en la estabilidad del mensajero y similares. Los ejemplos de
modificaciones post-traduccionales incluyen maduracién del producto génico o proteina, modificaciones post-
traduccionales (por ejemplo, glucosilacion, enlaces disulfuro, miristilacion, escisidon por proteasas, asociacion con
otras proteinas, ubiquitinacion, etc.). El procesamiento, el transporte y la liberacién de la proteina también puede
modificarse, por ejemplo, colocandola en organulos de almacenamiento antes de la liberacion, asociandola con otras
proteinas que afectan a la liberacién y similares.

Los presentes inventores han reconocido que la AIJAS es una enfermedad autoinflamatoria en lugar de una
enfermedad autoinmunitaria. Por lo tanto, un aspecto del agente de la presente invencion es que es para su uso en
un método de tratamiento de la AIJAS que tiene como objetivo dirigirse a las células (y a los productos celulares) del
sistema inmunitario innato en lugar de al sistema inmunitario adaptativo.

De acuerdo con la presente invencién, ahora se ha descubierto que la IL-18 es un mediador fundamental de la
inflamacion en enfermedades “autoinflamatorias”. Ademas, la modulacion de la IL-18 puede ser eficaz en el
tratamiento de enfermedades autoinflamatorias, incluyendo pero sin limitacion, la AIJAS.

En una realizacion de la invencion la formulacion incluira una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente que
comprende un péptido antagonista del receptor de interleucina-1, un anticuerpo que bloquea un receptor de IL-18 o
un péptido antagonista del receptor de IL-1.

En particular, ahora se ha descubierto que la administracion de un agente para reducir significativamente o bloquear
eficazmente la biodisponibilidad de la interleucina-1 beta (IL-1B) es una opcion terapéutica para los pacientes con
AIJAS. Como se usa en el presente documento, la reduccion significativa de la biodisponibilidad de la IL-1B se define
como una reduccién suficiente de la IL-1B biodisponible para efectuar una reducciéon de los sintomas y/o la
progresion de la enfermedad en los pacientes con AIJAS. En la presente invencion, el agente capaz de reducir
significativamente o bloquear eficazmente la biodisponibilidad de la IL-1B es para su uso en un método que
comprende administrar dicho agente a un paciente diagnosticado con AIJAS para efectuar una reduccion de los
sintomas y la progresion de la enfermedad. Se contempla que, a un paciente con AIJAS, se le pueda administrarse
mas de un agente capaz de reducir o bloquear la biodisponibilidad de la (IL-18) de manera simultanea o secuencial.
También se contempla que, a un paciente con AIJAS, se le pueda administrar uno o mas agentes capaces de
reducir o bloquear la biodisponibilidad de la (IL-13) en combinacion con otros tratamientos farmacoldgicos de manera
simultanea o secuencial.

En una o mas de las siguientes referencias se describen técnicas y composiciones para fabricar formas de
dosificacion utiles en la presente invencion: United States Pharmacopeia (USP N° 24 NF19) (Hardcover Text w/ 3
Supplements) (United States Pharmacopeial 2002). Remington: The Science and Practice of Pharmacy, (212
Edicion, anteriormente, Remington’s Pharmaceutical Sciences), Mack Publishing Co, 2005); Advances in
Pharmaceutical Sciences (David Ganderton, Trevor Jones, Eds., 1992), y similares.

Generalmente, a una persona que necesite intervencion preventiva o terapéutica, las formulaciones terapéuticas
utiles en la presente invencién se proporcionaran en agua, en un aceite adecuado, en solucién salina, en dextrosa
acuosa (por ejemplo, glucosa, lactosa y soluciones relacionadas con azucares) y en glicoles (por ejemplo,
propilenglicol o polietilenglicoles) o en otros transportadores adecuados para administracion intravenosa o
parenteral. Las soluciones para la administracion parenteral incluyen generalmente, una sal soluble en agua del
principio activo, agentes estabilizantes adecuados vy, si fuera necesario, sales tamponantes. El acido citrico y sus
sales y/o el EDTA sédico pueden también incluirse para aumentar la estabilidad. Los agentes antioxidantes, por



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2523 147 T3

ejemplo, bisulfito sodico, sulfito sédico y/o acido ascorbico, solos o en combinacidon, son agentes estabilizantes
adecuados. Ademas, las soluciones pueden incluir conservantes farmacéuticamente aceptables, por ejemplo,
cloruro de benzalconio, metil- o propil-parabeno y/o clorobutanol. En Remington (citado anteriormente), se describen
transportadores farmacéuticos adecuados.

El agente para el uso de la invencion puede comprender un péptido antagonista del receptor de interleucina-1. Los
agentes ejemplares para la presente invencion adecuados para bloguear a los receptores de IL-1p incluyen, pero sin
limitacién, un antagonista del receptor de IL-1 de origen natural aislado. Un agente de este tipo disponible en el
comercio es Anakinra (Kineret®, fabricado por Amgen), una forma recombinante del antagonista del receptor de IL-1
de origen natural.

El agente para el uso de la invencidon puede comprender un anticuerpo que neutralice la IL-1B. El anticuerpo contra
IL-1B puede fabricarse por cualquier medio conocido en la técnica. Por ejemplo, pueden generarse anticuerpos
monoclonales inmunizando ratones con IL-13 recombinante o con uno o varios péptidos sintéticos que incluyen
epitopes que se consideran como altamente antigénicos. Como alternativa, también pueden suscitarse anticuerpos
policlonales inmunizando conejos usando los antigenos descritos anteriormente. Los anticuerpos generados se
examinan para determinar su capacidad para interaccionar con la proteina IL-1 y su capacidad para bloquear las
respuestas celulares mediadas por la IL-1. Después, una vez generados usando tecnologia de hibridoma, los
anticuerpos monoclonales se humanizan intercambiando regiones marco conservadas y regiones constantes de
raton y de ser humano. De acuerdo con la presente invencion, los anticuerpos que bloquean el efecto bioldgico de la
IL-1B bloguean la liberacién de la IL-8 inducida por la IL-1 desde los fibroblastos, como describen Kaplanski G et al.
1994. “Interleukin-1 induces interleukin-8 secretion from endothelial cells by a juxtacrine mechanism”, Blood 84:4242-
4248. Después, los anticuerpos de IL-1p pueden administrarse por via intravenosa o subcutanea a los pacientes con
AIJAS en una cantidad eficaz para reducir significativamente o neutralizar eficazmente la funcién biolégica de la IL-

1B.

De acuerdo con la presente invencion, la respuesta terapéutica de los pacientes con AIJAS se controla evaluando la
mejora clinica del paciente, es decir, la desaparicion y/o la mejoria de la fiebre, la erupcion y la artritis, asi como la
normalizacion del recuento leucocitario y de la velocidad de sedimentacion.

Basandose en el descubrimiento de que el cultivo in vitro de sueros de pacientes con AIJAS con células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) sanas da como resultado una induccion significativa de la transcripcion
de la IL-1 beta (IL-1B) (Ejemplo 1), durante mas de un afio se trat6 a dos pacientes con enfermedad
persistentemente activa con una medicacion anti-IL-1 disponible en el comercio (Anakinra, Amgen Inc., Thousand
Oaks, CA), en lugar de con un tratamiento agresivo mas convencional, que se sabe que neutraliza la actividad
biolégica de la IL-1. Como se ilustra en los Ejemplos 2 y 3, ambos pacientes se volvieron asintomaticos el dia
después del inicio de la terapia y permanecieron asintomaticos durante mas de 3 meses.

Ejemplo 1: La incubacion de CMSP sanas con suero de AIJAS induce la regulacién positiva transcripcional de la
Interleucina 1B. Durante seis horas, se analizd in vitro el perfil de expresion génica de las CMSP de donantes sanos
antes y después de la incubacion con sueros autdlogos o con sueros de dos pacientes sin tratar y de dos pacientes
tratados con AIJAS. Después de la incubacion con el suero, las CMSP se procesaron para extraer el ARN, y el ARN
se hibridé con microplacas de micromatrices Affymetrix U133 A y B. De este modo, se exploré una amplia serie de
genes cuya transcripcion estaria regulada positiva o negativamente con el suero de AIJAS.

Poblacién de Pacientes. Se recogieron CMSP y sueros de 23 pacientes con AIJAS (15 mujeres, 8 varones, edad
promedio de 7,1 afios) que cumplian los criterios * de diagndstico del ACR (American College of Rheumatology) en
repetidas ocasiones. Los pacientes se clasificaron como activos si tenian sintomas sistémicos (fiebre y/o erupcion)
y/o artritis activa (articulaciones inflamadas y/o blandas y limitadas). La poblacion control consistia en 12 nifios
(promedio de 14 afos) y 7 adultos (promedio de 35 afios). Los sueros de los controles sanos se cultivaron en
repetidas ocasiones con las CMSP autdlogas y heterdlogas. Los pacientes y los controles pediatricos que
participaban en el estudio pertenecian al Hospital para Nifios del Texas Scotthis Rite en Dallas. La Junta de
Revision Institucional del Centro Médico del Sudeste de UT, El Hospital del Texas Scottish Rite y el Sistema de
Atencion Sanitaria Baylor (IRB N°0199017, 0701-513) aprobaron el estudio y se obtuvo el consentimiento de los
padres o los tutores legales.

Cultivos de CMSP y extraccion de ARN. Las CMSP se obtuvieron por centrifugacion en gradiente de Ficoll-
Histopaque de 20 ml de sangre. Durante 6 horas las CMSP se cultivaron (10%/ml) en RPMI 1640 complementado con
sueros autélogos o con sueros de pacientes con AIJAS al 20 %. El ARN se extrajo usando un kit RNAeasy (Qiagen,
Valencia, CA) y se evaludé usando un Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent, Palo Alto, CA). Los sobrenadantes se
congelaron a -80 °C. Las CMSP se cultivaron con RPMI 1640 y suero fetal de ternero al 10 % con PMA (50 ng/ml)-
lonomicina (1 pg/ml) durante 24 horas. Las células se recogieron y el ARN se extrajo como se ha indicado
anteriormente. Los sobrenadantes se congelaron a -80 °C.
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Micromatrices y PCR en Tiempo Real. Las muestras para el analisis de micromatrices se procesaron como se
describe '® y se hibridaron con la serie de GeneChip de Affymetrix HG U133A que contenia 22.283 conjuntos de
sondas (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA) a 45 °C durante 16 horas. Las series de GeneChip se lavaron de la tinciéon
y se escanearon de acuerdo con los protocolos descritos en el Manual Técnico de Analisis de Expresion de
GeneChip (Affymetrix). Los GeneChip escaneados se inspeccionaron visualmente para encontrar anomalias o
irregularidades.

La Figura 1 es una representacion de una serie de genes para la expresion de citocina-citocina. Incubacion de
CMSP sanas con suero autélogo (SA) o con el suero de 4 pacientes con AIJAS durante 6 horas in vitro. Se
descubrié que el suero de AIJAS inducia la regulacion positiva de la transcripcion de miembros de la familia de la IL-
1. El asterisco indica que, en las CMSP de pacientes con AIJAS, la transcripcion génica se regula positivamente de
manera significativa in vivo.

Anadlisis de Datos. Los valores de intensidad se graduaron a 500 usando una escala global en MAS 5.0 y los datos
se exportaron a MS Excel para importar al software GeneSpring (Silicon Genetics, Redwood City, CA) para analisis
de expresion génica. No se realizé normalizacion “por microplaca” ya que se habia aplicado la escala global en MAS
5.0. Ajustes a escala global para variaciones de microplaca a microplaca en las intensidades de hibridacion. Se
normalizaron muestras posteriores a controles sanos pediatricos y/o a la media de todas las muestras. Se realizaron
comparaciones estadisticas en GeneSpring usando métodos tanto paramétricos (ensayo de la t aproximada de
Welch) como no paramétricos (ensayo de la U de Mann-Whitney). Se realiz6 agrupacion jerarquica sin supervision
para visualizar transcritos que tuvieran una sefal control de 50 o superior (superior a la intensidad de fondo) y que
se identificaron como “presentes” de acuerdo con MAS 5.0 en el 15 % de todas las muestras. Se realizaron
comparaciones estadisticas en GeneSpring usando métodos tanto paramétricos (ensayo de la t aproximada de
Welch) como no paramétricos (ensayo de la U de Mann-Whitney). Se realiz6 agrupacion jerarquica sin supervision
para visualizar relaciones de transcrito/muestra usando correlacién estandar, correlacién de Pearson o distancia
Euclidiana donde se indica.

Se realizdé RT-PCR en dos etapas usando conjuntos de cebadores y sondas a demanda para Ensayos TagMan de
Applied Biosystems de acuerdo con las instrucciones del fabricante y el Sistema de deteccién de Secuencia ABI
Prism 7700 (Applied Biosystems). Se uso6 el gen endégeno de la GAPDH y/o el ARN 18S para corregir los resultados
con el método del ciclo umbral (Ct) comparativo para la cuantificacion relativa como describe el fabricante.

Analisis Multiple (Luminex). Se analizaron los sobrenadantes de cultivos de 6 citocinas y quimiocinas usando el kit
de ensayo de citocinas FluorikineMAP (R&D Systems, Minneapolis, MN) siguiendo el protocolo del fabricante.

La Figura 2A es un grafico que compara la induccion de la secrecion de la proteina Interleucina 1-Beta (IL-b) en
CMSP sanas incubadas con sueros de AIJAS. Se ensayaron sobrenadantes de 6 horas de incubacion de CMSP
sanas con 12 sueros de AIJAS y 3 controles sanos para la produccion de IL-1b por Luminex.

La Figura 2B es un grafico que comprara la induccion de la secrecion de la proteina IL-1b en pacientes con AIJAS
con y sin sintomas sistémicos. La secrecion de la proteina IL-1b se induce preferentemente por los sueros de
pacientes con AIJAS que padecen sintomas sistémicos (AIJAS1, n=5) por encima de aquellos pacientes solo con
artritis activa (AIJAS2, n=7). Todos los resultados se analizaron usando ensayos no paramétricos (Mann-Whitney).

Las figuras 3A a la F son graficos que muestran los valores de temperatura (Figura 3A); el recuento de articulaciones
activas (Figura 3B); el RL (Figura 3C); la hemoglobina (Figura 3D); el recuento de plaquetas (Figura 3E); y la VSE en
9 pacientes con AIJAS (Figura 3F). Los valores de X representan meses antes (-2) del inicio del tratamiento con
Anakinra (0) y hasta 2-12 meses del seguimiento (media de 6,6 meses). Las flechas indican el tiempo del inicio del
tratamiento. Los p-valores se calcularon a tiempo O y a 2 meses del seguimiento (ensayo de la t bilateral,
emparejado).

Ejemplo 2: tratamiento con Interleucina 1B de un paciente con AIJAS. Una mujer hispana de 17 afios diagnosticada
con AIJAS a los 15 afios se tratd de acuerdo con la presente invencion. Presentaba fiebre diaria persistente (>2
meses), una erupcion pruriginosa generalizada y dolor de articulaciones. En el examen, presentaba inflamacioén y
limitacién de las articulaciones radio-carpo y carpo-metacarpo bilateralmente. Sus ensayos de laboratorio revelaron
recuento leucocitario (RL) alto, hemoglobina (Hgb) baja, plaquetas (Plts) altas y velocidad de sedimentacion
eritrocitaria (VSE) elevada. Un intenso estudio diagnostico de la enfermedad infecciosa produjo resultados
negativos. La paciente recibié una dosis oral e 1V alta de metil prednisolona y con el tiempo se traté con metotrexato.
Sus sintomas mejoraron, y la paciente fue asintomatica durante varios meses durante los cuales el tratamiento con
esteroides se redujo lentamente. Pocos meses después los sintomas volvieron a producirse. Se reinicio el
tratamiento con esteroides sin éxito. Se probd una terapia IV anti-TNF (Infliximab) a una dosis de 5 mg/kg cada mes
durante aproximadamente 6 meses sin ningun efecto significativo. Después de que la paciente hubiera sido
asintomatica durante mas de un afio, se administré un antagonista de IL-1 en forma de Anakinra, 100 mg (1 cc)
como una inyeccion diaria subcutanea. El dia después de la primera inyeccidon subcutanea, la paciente era
asintomatica, desapareciendo la fiebre, la erupcién y la inflamacién de las articulaciones. Dos visitas de seguimiento
confirmaron que permanecié asintomatica al cabo de 2 y 3 después del inicio de la terapia. Los ensayos de
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laboratorio también reflejaron esta respuesta, al igual que el RL, la Hgb, el nimero de Plt y la VSE, que estaban
dentro de los limites normales.

Ejemplo 3: tratamiento con interleucina 1p de un paciente con AIJAS. Un varén hispano de 9 afios se diagnostico
con AIJAS a los 7 afios, cuando presentaba fiebre en picos diaria prolongada, erupcion, pericarditis y dolor de
articulaciones y musculos. Los ensayos de laboratorio mostraron RL alto, Hgb baja, plaquetas altas y VSE elevada.
El analisis de la médula dsea y un intenso estudio diagndstico infeccioso no produjeron un diagnédstico especifico. El
paciente fue tratado con dosis alta IV de metilprednisolona, y los sintomas mejoraron. Durante los dos afios
siguientes, el paciente presentd brotes y remisiones. El ultimo brote no respondié a dosis alta de esteroides, y el
paciente desarroll6 inflamacién sobre las articulaciones radio-carpo bilateralmente. Se inicié la terapia con Anakinra,
antagonista de IL-1, a una dosis de 50 mg (0,5 cc) como una inyeccion diaria subcutanea. El dia después de la
primera inyeccion subcutanea, el paciente se volvié asintomatico, desapareciendo la fiebre, la erupcion, el dolor y la
inflamacion de las articulaciones y permanecio sin sintomas durante mas de tres meses.

Se entendera que las realizaciones particulares descritas en el presente documento se muestran a modo de
ilustracion y no como limitaciones de la invencion. Las caracteristicas principales de esta invenciéon pueden
emplearse en diversas realizaciones sin alejarse del alcance de la invencién. Los expertos en la técnica
reconoceran, o seran capaces de determinar, usando simplemente experimentacion rutinaria, numerosos
equivalentes a los procedimientos especificos descritos en el presente documento. Se considera que dichos
equivalentes estan dentro del ambito de esta invencion y que se incluyen en las reivindicaciones.

A la vista de la presente divulgacion, todas las composiciones y/o métodos descritos y reivindicados en el presente
documento pueden fabricarse y ejecutarse sin excesiva experimentacion. Aunque las composiciones y los métodos
de esta invencién se han descrito en cuanto a realizaciones preferidas, sera obvio para los expertos en la técnica
que puedan aplicarse variaciones a las composiciones y/o a los métodos y en las etapas o en la secuencia de
etapas del método descrito en el presente documento sin alejarse del alcance de la invencion. Mas especificamente,
sera obvio que determinados agentes que estan relacionados tanto quimica como fisiol6gicamente puedan
sustituirse por los agentes descritos en el presente documento mientras que se obtengan los mismos resultados o
similares. Se considera que todos estos sustitutos y modificaciones similares, que resultan obvios para los expertos
en la técnica, estan dentro del alcance de la invencion como se define en las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un agente capaz de reducir o de bloquear la biodisponibilidad de un receptor de interleucina-1 B, para su uso en
un método para tratar a un paciente pediatrico con artritis idiopatica juvenil de aparicion sistémica que comprende
administrar al paciente pediatrico una composicién que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del agente;
en el que el agente es un anticuerpo que neutraliza la IL-1B, un anticuerpo que bloquea el receptor de IL-1 o un
péptido antagonista del receptor de IL-1.

2. El agente para el uso de la reivindicacion 1, en el que el agente comprende un péptido antagonista del receptor de
interleucina-1.

3. El agente para el uso de la reivindicacion 1, en el que el agente comprende un anticuerpo que bloquea un
receptor de IL-1B.

4. El agente para el uso de la reivindicacion 1, en el que el agente comprende un anticuerpo que neutraliza la IL-1p.
5. El agente para el uso de la reivindicacién 2, en el que el agente comprende una forma recombinante de un
péptido antagonista del receptor de IL-1 de origen natural proporcionado a entre aproximadamente 1 a 250 mg al
dia.

6. Un método para controlar una respuesta terapéutica de la AIJAS que comprende las etapas de controlar la fiebre,
la erupcion, la artritis, el recuento leucocitario y la velocidad de sedimentacion leucocitaria después del tratamiento
usando el método como se define en la reivindicacion 1.

7. El uso de un agente capaz de reducir o bloguear la biodisponibilidad de un receptor de interleucina-1p para la
preparacion de un medicamento para tratar a un paciente pediatrico que padece artritis idiopatica juvenil de
aparicion sistémica; en el que el agente es un anticuerpo que neutraliza la IL-1B, un anticuerpo que bloquea a un
receptor de IL-1 o un péptido antagonista del receptor de IL-1.

8. El uso de la reivindicacion 7, en el que el agente comprende un péptido antagonista del receptor de interleucina-1.

9. El uso de la reivindicacion 7, en el que el agente comprende un anticuerpo que bloquea un receptor de IA-1.

10. El uso de la reivindicacion 7, en el que el agente comprende un anticuerpo que neutraliza la IL-18.



ES 2523 147 T3

[AA
LSVIIV
IVS

o1l L

« ¢l €

JA LI o

e | A | | "4

2Ll €
S929A Z<

128"
02
o'y
Z'8
o'clL

eUBIpai

BUI20}19-BUID0}ID ap S9.10}dasay

10



ES 2523 147 T3

gz eanbi4 V¢ einbiy
oues ZSVrIv LSVIIV oueg SVriv
— e — + . 0 r & 0
4 |
—_— n
M -05 . -0
— £00'0=d . " m.. | -l-
- 3 L10°0=d "
=001 =001
€00'0=d - n
= 5000=d - -
-051 . -0S )
@ q-7l

11



ES 2523 147 T3

ARTRITIS

Figura 3B
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