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DESCRIPCION
Procedimiento para prevenir el desarrollo de artritis reumatoide en sujetos con artritis indiferenciada
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere generalmente al campo de las enfermedades del sistema inmunitario, por ejemplo,
artritis indiferenciada (Al).

Antecedentes de la Invencion

La artritis reumatoide (AR) es la artritis inflamatoria mas habitual, que afecta aproximadamente al 1% de la
poblacién mundial (Wolfe, F., “The epidemiology of drug treatment failure in rheumatoid arthritis”, Baillieres Clin.
Rheumatol., 9(4):619-632 (Nov. 1995)). Las mujeres presentan una probabilidad 2-3 veces superior de desarrollar la
enfermedad que los hombres, con una incidencia méaxima entre las décadas cuarta y sexta de la vida (Hochberg,
M.C. y cols., “Epidemiology of rheumatoid arthritis: update”, Epidemiol. Rev., 12:247-252 (1990); Markenson, J.A.,
“Worldwide trends in the socioeconomic impact and long-term prognosis of rheumatoid arthritis”, Semin. Arthritis
Rheum., 21 (2 Supl. 1):4-12 (Oct. 1991); Spector, T.D., “Rheumatoid arthritis”, Rheum. Dis. Clin. North Am.,
16(3):513-537 (Agosto de 1990); and Zvaifler, N.J., “Etiology and pathogenesis of rheumatoid arthritis”, en Arthritis
and Allied Conditions, McCarty, D.J., Koopman, W.J., editores. Philadelphia: Lea & Febiger, 723-736 (1993)).
Aunque la AR se reconoce clinicamente por la grave inflamacion que afecta a las articulaciones sinoviales, también
es una enfermedad sistémica con frecuentes manifestaciones extraarticulares. La historia natural de la AR se
caracteriza desafortunadamente por destruccién de las articulaciones, disfuncion fisica mermada y mala calidad de
vida relacionada con la salud.

Existen indicios cientificos cada vez mayores de que la destruccién de las articulaciones se produce de forma
temprana en la AR. Mas del 90 % de los sujetos tienen indicios de lesiones articulares mediante radiografia
convencional en los dos afos posteriores al diagnostico de AR (Emery, P., “The Optimal Management of Early
Rheumatoid Disease: The Key to Preventing Disability”, Br. J. Rheum., 33:765-768 (1994)). Las lesiones articulares
pueden detectarse a las semanas del inicio de los sintomas usando técnicas mas sensibles tales como RM o
ecografia (McGonagle, D. y cols., “The relationship between synovitis and bone changes in early untreated
rheumatoid arthritis”, Arthritis Rheum., 42:1706-1711 (1999) y Wakefield, R.J. y cols., “The value of sonography in
the detection of bone erosion in patients with rheumatoid arthritis: A comparative study with conventional
radiography”, Arthritis Rheum., 43:2761-2770 (2000)). Estos hallazgos han creado una creciente necesidad de
tratamientos que puedan inhibir de forma eficaz los procesos inflamatorios que provocan la pérdida temprana de
hueso y cartilago en la AR y han puesto un énfasis mayor en el diagnéstico y tratamiento mas temprano de la AR.

Sin embargo, los criterios de 1987 de la American Rheumatism Association (ARA) para la AR son menos sensibles y
especificos cuando se aplican a sujetos con artritis inflamatoria temprana que en sujetos con una enfermedad mas
establecida. Los sujetos con artritis inflamatoria temprana pueden tener oligoartritis en lugar de poliartritis, pueden
tener sintomas de artritis durante menos de seis semanas o pueden carecer inicialmente del factor reumatoide, de
nddulos o erosiones reumatoides en las radiografias convencionales (Van Gaalen, F.A. y cols., “Autoantibodies to
Cyclic Citrullinated Peptides Predict Progression to Rheumatoid Arthritis in Patients with Undifferentiated Arthritis”,
Arthritis Rheum., 50(3):709-715 (2004)). Como resultado, estos sujetos a menudo no cumplen los criterios de
diagnéstico de 1987 para la AR (o cualquier otra enfermedad reumatica) al principio del proceso de la enfermedad. A
estos sujetos se les diagnostica entonces de artritis indiferenciada (Al) por el procedimiento de exclusién.
Aproximadamente el 40 % de los sujetos derivados a centros de atencion terciaria especializados disefiados para el
diagnéstico y manejo de la artritis inflamatoria temprana no cumplen los criterios de diagndéstico de AR o de ninguna
otra enfermedad reumédtica (Van Gaalen, F.A. y cols., “Autoantibodies to Cyclic Citrullinated Peptides Predict
Progression to Rheumatoid Arthritis in Patients with Undifferentiated Arthritis”, Arthritis Rheum., 50(3):709-715
(2004)). Por lo tanto, la artritis indiferenciada es una entidad clinica habitual.

La membrana sinovial normal es un tejido que rodea y separa los espacios articulares. La capa tapizante de células,
compuesta por sinoviocitos de tipo macréfago y de tipo fibroblasto, cubre un estroma de tejido conjuntivo fino que
contiene un numero escaso de células dendriticas fibroblastos, mastocitos y estructuras vasculares (Konttinen, Y.T.
y cols., “Characterization of the immunocompetent cells of rheumatoid synovium from tissue sections and eluates”,
Arthritis Rheum., 24(1):71-79 (Enero de 1981)).

En la AR, el tejido sinovial se engrosa e inflama notablemente. Al progresar la enfermedad, se produce una gradual
proliferacién y reclutamiento de sinoviocitos, asi como reclutamiento de células inflamatorias a la membrana sinovial
(Konttinen, Y.T. y cols., “Characterization of the immunocompetent cells of rheumatoid synovium from tissue sections
and eluates”, Arthritis Rheum., 24(1):71-79 (Enero de 1981)). Hasta el 50 % de los leucocitos que se infiltran en la
membrana sinovial son linfocitos T, principalmente linfocitos T CD4+ con un fenotipo activado o con memoria
(Konttinen, Y.T. y cols., “Characterization of the immunocompetent cells of rheumatoid synovium from tissue sections
and eluates”, Arthritis Rheum., 24(1):71-79 (Enero de 1981); Forre, O. y cols., “Augmented numbers of HLA-DR-
positive T lymphocytes in the synovial fluid and synovial tissue of subjects with rheumatoid arthritis and juvenile
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rheumatoid arthritis: in vivo-activated T lymphocytes are potent stimulators in the mixed lymphocyte reaction”, Scand.
J. Immunol., 15(2):227-231 (Feb. 1982); Van-Boxel, J.A. y cols., “Predominantly T-cell infiltrate in rheumatoid
synovial membranes”, N. Engl. J. Med., 293(11):517-520 (Sept. 1975); Kidd, B.L. y cols., “Immunohistological
features of synovitis in ankylosing spondylitis: a comparison with rheumatoid arthritis”, Ann. Rheum. Dis., 48(2):92-98
(Feb. 1989); Cush, J.J. y cols., “Phenotypic analysis of synovial tissue and peripheral blood lymphocytes isolated
from subjects with rheumatoid arthritis”, Arthritis Rheum., 31(10):230-238 (Oct. 1988); Laffon, A. y cols., “Upregulated
expression and function of VLA-4 fibronectin receptors on human activated T cells in rheumatoid arthritis”, J. Clin.
Invest., 88(2):546-552 (Agosto de 1991); y Klareskog, L. y cols., “Relationship between HLA DR expressing cells and
T lymphocytes of different subsets in rheumatoid synovial tissue”, Scand. J. Immunol., 15(5):501-507 (mayo de
1981)). Las células de origen monocitario/macrofagico también se destacan en la membrana sinovial reumatoide y
supone hasta el 20 % de las células, y también ellas muestran un fenotipo activado (Firestein, G.S. y cols., “How
important are T cells in chronic rheumatoid synovitis?” Arthritis Rheum., 33(6):768-773 (Jun. 1990) y Firestein, G.S. y
cols., “Quantitative analysis of cytokine gene expression in rheumatoid”, J. Immunol., 144(9):3347-3353 (1 de mayo
de 1990)). Las células de tipo monocito/macréfago de la membrana sinovial reumatoide producen un conjunto de
moléculas proinflamatorias, que incluyen las citocinas IL-1, TNF-q, IL-6, GM-CSF asi como enzimas proteoliticas que
incluyen colagenasas y metaloproteinasas de la matriz. Los linfocitos B, las células plasmaticas y los neutréfilos
suponen menos del 5 % de las células de la membrana sinovial reumatoide, aunque los neutréfilos destacan en el
liquido sinovial (Konttinen, Y.T. y cols., “Characterization of the immunocompetent cells of rheumatoid synovium from
tissue sections and eluates”, Arthritis Rheum., 24(1):71-79 (Enero de 1981); Forre, O. y cols., “Augmented numbers
of HLA-DR-positive T lymphocytes in the synovial fluid and synovial tissue of subjects with rheumatoid arthritis and
juvenile rheumatoid arthritis: in vivo-activated T lymphocytes are potent stimulators in the mixed lymphocyte
reaction”, Scand. J. Immunol., 15(2):227-231 (Feb. 1982); y Firestein, G.S. y cols., “Quantitative analysis of cytokine
gene expression in rheumatoid”, J. Immunol., 144(9):3347-3353 (1 de mayo de 1990)).

Al ir avanzando la proliferacion e inflamacién sinoviales, la creciente masa de tejido sinovial vascular, inflamatorio se
denomina pano. El pafo es el responsable de la invasion del cartilago articular y de la destruccion del hueso. Se
estima que los productos de los linfocitos T activados son los factores motores de la formacion y la expansion del
pafio sinovial (Zvaifler, N.J. y cols., “Alternative models of joint destruction in rheumatoid arthritis”, Arthritis Rheum.,
37(6):783-789 (Jun. 1994)).

Las células de tipo monocito/macréfago y la células dendriticas de la membrana sinovial reumatoide expresan
ambas el MHC de clase Il asi como moléculas tales como CD80 (B7-1) /CD86 (B7-2), y presumiblemente actdan
como células presentadoras de antigeno (Balsa, A. y cols., “Differential expression of the costimulatory molecules
B7.1 (CD80) and B7,2 (CD86) in rheumatoid synovial tissue”, Br. J. Rheumatol., 35(1):33-37 (Enero de 1996); Liu,
M.F. y cols., “The presence of costimulatory molecules CD86 and CD28 in rheumatoid arthritis synovium”, Arthritis
Rheum., 39(1):110-114 (Enero de 1996); Ranheim, E.A. y cols., “Elevated expression of CD80 (B7/BB1) and other
accessory molecules on synovial fluid mononuclear cell subsets in rheumatoid arthritis”, Arthritis Rheum.,
37(11):1637-1646 (Nov. 1994); Sfikakis, P.P. y cols., “Expression of CD28, CTLA4, CD80, and CD86 molecules in
subjects with autoimmune rheumatic diseases: implications for immunotherapy”, Clin. Immunol. Immunopathol.,
83(3):195-198 (Jun. 1997); y Thomas, R. y cols., “Functional differentiation of dendritic cells in rheumatoid arthritis:
role of CD86 in the synovium”, J. Immunol., 156(8):3074-3086 (15 de abril de 1996)). Los linfocitos T CD4+ que
expresan CD28 son tipos celulares infiltrantes destacados de la membrana sinovial reumatoide y habitualmente se
encuentran adyacentes a las células que expresan MHC de clase Il y moléculas coestimuladoras. Esto sugiere un
papel importante de la activacion/coestimulacion de los linfocitos T en la patogénesis de la inflamacion sinovial. Esto
es coherente con la observacion experimental de que los linfocitos T activados, ya sea a través del contacto
intercelular con los sinoviocitos y osteoclastos o por la elaboracién de citocinas segregadas, son factores
importantes para promover la sinovitis y la destruccion 6sea en la AR. Tomadas en conjunto, estas observaciones
sugieren que los linfocitos T activados y las sefiales coestimuladoras que porta CD28 desempefian un papel
fundamental para promover la inmunopatologia de la AR.

La estrategia de tratamiento de la AR ha evolucionado hacia comenzar el tratamiento con Farmacos antirreumaticos
modificadores de la enfermedad (DMARD) mas pronto tras el diagndstico con optimizacién posterior del tratamiento
con farmacos para tener un mayor impacto beneficioso sobre el resultado de la enfermedad (Redlich, K. y cols.,
“Rheumatoid Arthritis Therapy After Tumor Necrosis Factor and Interleukin-1 Blockade”, Arthritis Rheum.,
40(12):3308-3319 (2003)). Sin embargo, no existe un tratamiento estandar de asistencia para el tratamiento de
pacientes con Al (Harrison, B.J. y cols., “Natural remission in inflammatory polyarthritis: issues of definition and
prediction,” Br. J. Rheumatol., 35:1096-1100 (1996)). Esto se debe en gran medida a la incapacidad del clinico de
determinar con exactitud el prondstico de estos sujetos y su riesgo de desarrollar AR basandose en las
caracteristicas clinicas que se usan habitualmente cuando acuden a consulta. La artritis indiferenciada puede remitir
de forma espontanea, progresar a una enfermedad reumatica indiferenciada tal como AR o permanecer
indiferenciada (Quinn, M.A. y cols., “Evaluation and management of early inflammatory polyarthritis”, Rheumatology,
Tercera Edicién, MOSBY (Elsevier Limited), 885-891 (2003)). Los DMARD habitualmente no se comienzan al inicio
en los sujetos con Al debido a la incertidumbre sobre el pronéstico. En lugar de ellos, habitualmente los AINE son los
primeros farmacos que se emplean seguidos de corticosteroides orales. Los DMARD se usan habitualmente cuando
los sintomas y signos de la artritis no responden a los primeros dos tipos de intervencion. Por lo tanto,
tradicionalmente se ha empleado una estrategia "piramidal” (Harrison, B.J. y cols., “Natural remission in inflammatory
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polyarthritis: issues of definition and prediction,” Br. J. Rheumatol., 35:1096-1100 (1996)). Desafortunadamente, sin
embargo, esta estrategia puede permitir que el paciente desarrolle lesiones y destruccién articulares antes de iniciar
el tratamiento potencialmente modificador de la enfermedad.

No se ha demostrado que ningun tratamiento antirreumatico autorizado altere de forma fundamental el transcurso de
la artritis indiferenciada y prevenga el desarrollo de AR. Se ha estudiado un agente dirigido contra TNF alfa,
infliximab, en un ensayo clinico dirigido a la prevencién/remision de la AR temprana después de un ciclo corto de
tratamiento con antagonistas de TNF. Sin embargo, los datos publicados demuestran que un ciclo de 6 meses de
tratamiento con antagonistas de TNF no previene la progresion de Al a AR (Saleem, B. y cols., Rheumatology,
Academic Unit of Musculoskeletal Disease, Leeds, Reino Unido, Ann. Rheum. Dis., 66 (Supl. I):186 (2007)).

Claramente, existe la necesidad de un tratamiento que pueda ofrecer a los sujetos con artritis indiferenciada con
riesgo de desarrollar AR la oportunidad de alterar de forma fundamental el curso de su enfermedad dirigiéndose de
forma selectiva contra la activacion de los linfocitos T y previniendo el desarrollo de AR.

Los documentos US 2005/196402 y US 2004/0022787 describen el uso de moléculas CTLA4 en el tratamiento de la
artritis (incluyendo la artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, osteoartritis, artritis soriatica).

Sumario de la Invencion

La presente invencion se refiere a moléculas CTLA4, en la que las moléculas CTLA4 se unen a CD80 y/o CD86 y
comprenden un dominio extracelular de CTLA4 como se muestra en la SEC ID N 2, que comienza con alanina en la
posicién 26 o metionina en la posicién 27, y finaliza con acido aspartico en la posicién 150, para su uso en el
tratamiento de la artritis indiferenciada.

Breve Descripcion de las Figuras

La FIG. 1 presenta la secuencia de nucleétidos (SEC ID N.%: 1) de una porciéon de un casete de expresion de una
molécula de CTLA4-lg. También se muestra la secuencia de aminoacidos (SEC ID N.%: 2) codificada por el acido
nucleico. Las moléculas de CTLA4-lg que pueden producirse a partir de este casete de expresiéon incluyen
moléculas que tienen la secuencia de aminoacidos de los grupos: (i) 26-383 de la SEC ID N.% 2, (ii) 26-382 de la
SEC ID N.2: 2, (iii) 27-383 de la SEC ID N.%: 2,0 (iv) 26-382 de la SEC ID N.%: 2, u opcionalmente (v) 25-382 de la
SEC ID N.2: 2, o (vi) 25-383 de la SEC ID N.%: 2. El casete de expresion comprende las siguientes regiones: (a) una
secuencia de senal M de oncostatina (nucleétidos 11-88 de la SEC ID N.2%: 1; aminoéacidos 1-26 de la SEC ID N.%: 2);
(b) un dominio extracelular de CTLA4 humana (nucleétidos 89-463 de la SEC ID N.%: 1; aminoé&cidos 27-151 de SEC
ID N.2: 2); (c) una porcién modificada de la region constante de IgG1 humana (nucleétidos 464-1159 de la SEC ID
N.2: 1; aminoacidos 152-383 de la SEC ID N.%: 2), que incluye una region bisagra modificada (nucleotidos 464-508
de la SEC ID N.2: 1; aminoacidos 152-166 de la SEC ID N.%: 2), un dominio CH2 de IgG1 humana modificado
(nucledtidos 509-838 de la SEC ID N.%: 1; aminoacidos 167-276 de la SEC ID N.%: 2), y un dominio CH3 de IgG1
humana (nucleétidos 839-1159 de la SEC ID N.°: 1; aminoacidos 277-383 de SEC ID N.%: 2).

La FIG 2 representa el tiempo hasta la suspension del tratamiento debido al desarrollo de AR evaluada en el estudio
clinico que se describe en el Ejemplo lI.

Descripcion Detallada de la Invencion
Tal como se utiliza en el presente documento:

Los términos “CTLA4-1g” o “molécula de CTLA4-1g” o “molécula de CTLA4Ilg” se usan de forma intercambiable, y
se refieren a una molécula proteinica que comprende al menos un polipéptido que tiene un dominio extracelular
de CTLA4 o porcién del mismo y una region constante de inmunoglobulina o porciéon de la misma. El dominio
extracelular y la regién constante de la inmunoglobulina pueden ser naturales o mutantes o modificados, y de
mamifero, que incluye humana o murina. El polipéptido puede comprender ademas dominios proteinicos
adicionales. Una molécula de CTLA4-Ig puede referirse también a formas multimeras del polipéptido, tal como
dimeros, tetrameros, y hexameros. Una molécula de CTLA4-Ig también tiene capacidad de unirse a CD80 y/o
CD8s6.

El término “B7-1" se refiere a CD80; el término “B7-2” se refiere a CD86; y el término “B7” se refiere tanto a B7-1
como a B7-2 (CD80 y CD86). El término “B7-1-1g” 0 “B7-1lg” se refiere a CD80-Ig; el término “B7-2-Ig”or “B7-2Ig”
se refiere a CD86-Ig.

En una modalidad, “CTLA4Ig” se refiere a una molécula proteinica que tiene la secuencia de aminoacidos de los
grupos: (i) 26-383 de la SEC ID N.2: 2, (ii) 26-382 de la SEC ID N.2: 2, (iii) 27-383 de la SEC ID N.2: 2,0 (iv) 27-382 de
la SEC ID N.%: 2, u opcionalmente (v) 25-382 de la SEC ID N.%: 2, o (vi) 25-383 de la SEC ID N.%: 2. En forma
monomérica estas proteinas pueden denominarse en el presente documento “mondémeros de la SEC ID N.%: 2,” o
monomeros “que tienen una secuencia de la SEC ID N.%: 2”. Estos mondmeros de la SEC ID N.%: 2 pueden
dimerizarse, de tal forma que las combinaciones de dimero pueden incluir, por ejemplo: (i) y (i); (i) y (ii); (i) y (iii); (i) y
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(iv); (i) y (v); (i) y (vi); (i) y (ii); (i) y (iii); (i) y (iv); (i) y (v); (i) y (vi); (i) y (iii); (i) y (iv); (i) y (v); (i) y (vi); (iv) y (iv);
(iv) y (v); (iv) y (vi); (v) y (v); (v) y (vi); y, (vi) y (vi). Estas diferentes combinaciones de dimero también pueden
asociarse entre si formando una molécula tetramera de CTLA4lg. Estos mondmeros, dimeros, tetrdmeros y otros
multimeros pueden denominarse en el presente documento “proteinas de la SEC ID N.%: 2” o proteinas “que tienen
una secuencia de la SEC ID N.%: 2”. (El ADN que codifica CTLA4Ig tal como se muestra en la SEC ID N.2: 2 se
deposité el 31 de mayo de 1991 en la American Type Culture Collection (ATCC®), 10801 University Blvd.,

Manassas, VA 20110-2209 segun las disposiciones del Tratado de Budapest, y se le ha asignado el nimero de
acceso de la ATCC® ATCC® 68629; una linea celular de ovario de hamster chino (CHO) que expresa CTLA4lIg tal
como se muestra en la SEC ID N.%: 2 se deposit6 el 31 de mayo de 1991 con el numero de identificacién de ATCC®
CRL-10762).

Una “sustancia farmacéutica” se refiere al material inicial que se utiliza en la formulacion del producto farmacéutico
final. La composicién habitual de la sustancia farmacéutica de CTLA4lg comprende una concentracion de proteina
de 20 mg/ml a 60 mg/ml, pH de 6 a 8 y % de especies de APM < 5 %.

Una “solucion a granel formulada” se refiere a la formulacion final antes de llenar el envase tal como la solucion
formulada antes de cargar los viales para su liofilizacién, o la soluciéon formulada antes de cargar la jeringuilla para
su inyeccion.

Un “producto farmacéutico” se refiere a la formulacién final envasada en un envase que puede reconstituirse antes
de usar, tal como con un producto farmacéutico liofilizado; diluido adicionalmente antes de usar, tal como con un
producto farmacéutico liquido; o que se utiliza tal cual, tal como con un producto farmacéutico en solucién SC.

“Evaluaciones de cuestionarios de salud (HAQ)” se refiere a un conjunto de preguntas que se usan para evaluar a
los pacientes para determinar los sintomas de la actividad de la enfermedad. Estos sintomas incluian: hinchazén de
las articulaciones, dolor con la exploracién en las articulaciones, inflamacién, rigidez matinal, actividad y
discapacidad de la enfermedad evaluada por cada paciente en un cuestionario rellenado por el paciente sobre su
bienestar y funcién fisica, actividad y discapacidad de la enfermedad evaluadas por un médico, y dolor (Fries, J.F.y
cols., J. Rheumatology, 9:789-793 (1982)).

“Medical Outcomes Study Short Form-36 (SF-36)” refers to forms used to evaluate the impact of therapy on health-
related quality of life (HRQOL). El SF-36 esté formado por 36 preguntas que abarcan cuatro dominios fisicos y cuatro
mentales (funcion fisica, rol fisico, dolor corporal, estado de salud general, vitalidad, funcién social, rol emocional, y
salud mental). Estos dominios individuales se usan para derivar las puntuaciones que resumen los componentes
fisico y mental que varian en el intervalo de 0 a 100, donde las puntuaciones mas elevadas indican una mejor
calidad de vida.

Los “Criterios para la clasificaciéon de la artritis reumatoide (AR) revisados en 1987 de la American Rheumatism
Association (ARA)” se refiere a un conjunto de criterios que se describen en la Tabla 1 més adelante. Con fines de
clasificacion, se dice que un sujeto tiene AR si cumple al menos cuatro de los cuatro criterios. Los criterios 1 a 4
deben estar presentes durante al menos 6 semanas.

TABLA 1
Criterios de la ARA revisados en 1987 para la clasificacién de AR

Criterio

Definicion

1. Rigidez matinal

Rigidez matinal en y alrededor de las articulaciones que dura al menos 1
hora antes de la mejoria maxima

2. Artritis en tres o mas
areas de articulacion

Al menos tres areas de articulacién presentan de forma simultanea
hinchazoén o fluido (no Unicamente excrecencia ésea) observados por un
médico (las 14 areas de articulacion posibles son PIP, MCP, muneca,
codo, rodilla, tobillo y articulaciones MTP [derecha o izquierda])

3. Artritis de las
articulaciones de la mano

Al menos una area de articulacién hinchada como anteriormente en la
articulacion de la muneca, MCP, o PIP

4. Artritis simétrica

Afectacion simultanea de las mismas areas de articulaciéon (como en el
criterio 2) de ambos lados del cuerpo (la afectaciéon bilateral de
articulaciones PIP, MCP, o MTP es aceptable sin simetria absoluta)

5. N6dulos reumatoides

No6dulos subcutdneos sobre las prominencias 6seas o superficies
extensoras, 0 en regiones yuxtaarticulares, observados por un médico

6. Factor reumatoide en
suero

Demostraciéon de cantidades anormales de “factor reumatoide” en suero
mediante cualquier procedimiento que haya sido positivo en menos del 5
por ciento de los sujetos normales de control

7. Cambios radiograficos

Los cambios tipicos de AR en radiografias de mano y muifieca PA, que
deben incluir erosiones o descalcificacion 6sea inequivoca localizados en
o de forma muy marcada adyacente a las articulaciones afectadas (los
cambios por artrosis no cuentan)
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Criterios de la ARA revisados en 1987 para la clasificacion de AR
Criterio | Definicién
Abreviaturas: ARA, American Rheumatism Association; PIP, interfalangica proximal; MCP,
metacarpofalangica; MTP, metatarsofalangica; AR, artritis reumatoide; PA, posteroanterior*.

El término “ACR” se refiere a estudios de respuesta clinica basados en criterios establecidos por el American
College of Rheumatology. El Conjunto de datos nuclear y las Definiciones de las respuestas de los ACR se
describen en la Tabla 2 mas adelante. Un sujeto cumple el criterio “ACR20” si tiene una mejora del 20 por ciento de
los recuentos de dolor por palpacion y articulacion hinchada y una mejora del 20 por ciento en tres de los otros cinco
sintomas restantes medidos, tales como cambios globales en la enfermedad segun el paciente y el doctor, dolor,
discapacidad fisica, y un reactivo de fase aguda tal como proteina reactiva C (CRP) o Informe de seguridad
acelerado (ESR) (Felson, D.T. y cols., Arthritis Rheum., 36:729-740 (1993); Felson, D.T. y cols., Arthritis Rheum.,
38:1-9 (1995)). De forma similar, un sujeto cumple el criterio “ACR50” o “ACR70” si se produjo una mejora del 50 o
70 por ciento, respectivamente, en los recuentos de dolor por palpacién y articulacion hinchada y una mejora del 50
o 70 por ciento, respectivamente, en tres de los cinco sintomas restantes medidos, tales como cambios globales en
la enfermedad segun el paciente y el doctor, dolor, discapacidad fisica, y un reactivo de fase aguda tal como CRP o
ESR.

TABLA 2

Conjunto de datos nuclear y las Definiciones de las respuestas de los ACR
Componente del conjunto de datos nuclear de los ACR Herramienta de medicién validada
1. Recuento de articulaciones con dolor por palpacion Recuento de articulaciones 68 estandarizado
2. Recuento de articulaciones hinchadas Recuento de articulaciones 66 estandarizado
3. Evaluacion global por el sujeto del dolor Escala analdgica visual de 0-100 mm
4. Evaluacion global por el sujeto de la actividad de la enfermedad | Escala analégica visual de 0-100 mm
5. Evaluacién global por el doctor de la actividad de la enfermedad | Escala analdgica visual de 0-100 mm
6. Evaluacion global por el sujeto de la actividad fisica Cuestionario de evaluacién de la salud (HAQ)
7. Valor de reactivo en fase aguda ESR (Westergren) y proteina reactiva C

El diagnostico de artritis indiferenciada (Al) se hace cuando la persona tiene sinovitis clinica sintomatica de dos o
mas articulaciones y presenta al menos uno y no mas de tres de los criterios de clasificacion de AR de la American
Rheumatism Association (1987) que se describen en la Tabla 1.

Tal como se usa en el presente documento, “tratar" o “tratamiento” de Al quiere decir manejar la Al mediante
tratamiento medicinal u otro. El tratamiento de la Al puede suprimir eventos mediados por el sistema inmunitario
asociados a la enfermedad, mejorar los sintomas de la enfermedad o trastorno, reducir la gravedad de la
enfermedad, alterar el transcurso de la progresién de la enfermedad y/o mejorar o curar la enfermedad. Por ejemplo,
el tratamiento de la Al puede lograrse regulando una respuesta inmunitaria por ejemplo, regulando las interacciones
entre las células positivas para CTLA4 y/o CD28 funcionales con las células positivas para B7. De forma alternativa,
el tratamiento de la Al puede lograrse previniendo o inhibiendo el progreso de la enfermedad a AR mediante el uso
de las composiciones que se describen en el presente documento. Por ejemplo, el tratamiento de Al incluye la
inhibicion de la erosién de las articulaciones medida por RM.

Las muestras de suero pueden analizarse para determinar CTLA4lg mediante un ensayo de inmunoabsorcién ligado
a enzimas (ELISA).

Mondémeros y multimeros de CTLA4-Ig

Las moléculas de CTLA4-lg pueden incluir, por ejemplo, proteinas CTLA4-Ig en formas de mondmero, dimero,
trimero, tetramero, pentamero, hexamero, u otros multimeros. Las moléculas de CTLA4-Ig pueden comprender una
fusion de proteinas con al menos un dominio extracelular de CTLA4 y una region constante de inmunoglobulina. Las
moléculas de CTLA4-Ig pueden tener secuencias naturales o mutantes, por ejemplo, con respecto a las secuencias
de dominio extracelular de CTLA4 y regién constante de inmunoglobulina. Los monémeros de CTLA4-Ig, solos, o en
forma de dimero, tetramero u otro multimero, pueden estar glicosilados.

En algunas modalidades, la invencién proporciona poblaciones de moléculas de CTLA4-Ig que tienen al menos un
cierto porcentaje de moléculas de dimero u otro multimero. Por ejemplo, la invenciéon proporciona poblaciones de
molécula de CTLA4-Ig que tienen mas de 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 0 99,5 % de dimeros de CTLA4-Ig.
En una modalidad, la invencion proporciona una poblacion de moléculas de CTLA4-lg que comprende de
aproximadamente 95 % a aproximadamente 99,5 % de dimero de CTLA4-lIg y de aproximadamente 0,5 % a
aproximadamente 5 % de tetramero de CTLA4-lg. En otra modalidad, la poblacién de moléculas de CTLA4-Ig
comprende aproximadamente 98 % de dimero de CTLA4-lg, aproximadamente 1,5 % de tetramero de CTLA4-Ig y
aproximadamente 0,5 % de monémero de CTLA4-Ig.

En una modalidad, la invencién proporciona una poblaciéon de moléculas de CTLA4-Ig en la que la poblacién esta
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sustancialmente libre de moléculas monoméricas de CTLA4-Ig. Sustancialmente libre de moléculas monoméricas de
CTLA4-Ig puede referirse a una poblacion de moléculas de CTLA4-Ig que tiene menos de 1 %, 0,5 %, 0 0,1 % de
mondémeros.

En una modalidad, la invencién proporciona una poblacion de moléculas de CTLA4-Ig en la que la poblacién esta
sustancialmente libre de multimeros de CTLA4-lg que sean mayores que dimeros, tales como tetrameros,
hexameros, etc. Sustancialmente libre de moléculas de multimero de CTLA4-Ig mayores que dimeros puede
referirse a una poblacion de moléculas de CTLA4-Ig que tengan menos de 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 %, 0,5 %, o
0,1 % de multimeros de CTLA4-Ig mayores que la forma dimérica.

En una modalidad, una molécula de monémero de CTLA4-Ig puede tener, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos
de: (i) 26-383 de la SEC ID N.%: 2, (ii) 26-382 de la SEC ID N.%: 2 (jii) 27-383 de la SEC ID N.2%: 2, o (iv) 27-382 de la
SEC ID N.% 2, u opcionalmente (v) 25-382 de la SEC ID N.2: 2, o (vi) 25-383 de la SEC ID N.2: 2. Cuando un casete
de expresién que comprende la secuencia de acidos nucleicos de la SEC ID N.2: 1 se expresa en células CHO, la
forma monomérica predominante que se expresa tiene el grupo aminoacidico del extremo N de metionina (grupo 27
de la SEC ID N.2: 2), que corresponde al grupo aminoacidico del extremo N de CTLA4 humana de tipo natural. Sin
embargo, dado que la SEC ID N.%: 1 también incluye la secuencia codificante de una secuencia de sefial M de
oncostatina (nucleétidos 11-88 de la SEC ID N.%: 1), la proteina expresada de la SEC ID N.%: 1 contiene una
secuencia de sefal M de oncostatina. La secuencia de sefal se escinde de la proteina expresada durante el
procesamiento de exportar la proteina del citoplasma, o secrecion al exterior de la célula. Pero la escision puede
producir variantes del extremo N, tales como escision entre los grupos aminoacidicos 25 y 26 (que produce una
variante del grupo 26 del extremo N, es decir, la “variante Ala”), o entre los grupos aminoacidicos 24 y 25 (que
produce una variante del grupo 2 del extremo N, es decir, la “variante Met-Ala”), en vez de la escisién entre los
grupos aminoacidicos 26 y 27 (que produce un extremo N del grupo 27). Por ejemplo, la variante Met-Ala can puede
estar presente en una mezcla de moléculas de CTLA4-Ig a aproximadamente 1 %, y la variante Ala puede estar
presente en una mezcla de moléculas de CTLA4-Ig a aproximadamente 8-10 %. Ademas, la proteina expresada de
la SEC ID N.%: 1 puede tener variantes del extremo C debido a un procesamiento incompleto. El extremo C
predominante es la glicina en el grupo 382 de la SEC ID N.%: 2. En una mezcla de moléculas de CTLA4-Ig, los
monomeros que tienen lisina en el extremo C (grupo 383 de la SEC ID N.%: 2) pueden estar presentes, por ejemplo,
a aproximadamente 4-5 %.

Una molécula de mondémero de CTLA4-Ig puede comprender un dominio extracelular de CTLA4 humana. En una
modalidad, el dominio extracelular puede comprender la secuencia de nucleétidos de los nucleétidos 89-463 de la
SEC ID N.2: 1 que codifican los aminoacidos 27-151 de la SEC ID N.2: 2. En otra modalidad, el dominio extracelular
puede comprender secuencias mutantes de CTLA4 humana. En otra modalidad, el dominio extracelular puede
comprender cambios de nucleétidos en los nucleétidos 89-463 de la SEC ID N.%: 1 de tal forma que se produzcan
cambios conservadores en los aminoacidos. En otra modalidad, el dominio extracelular puede comprender una
secuencia de nucledtidos que es al menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % idéntica a los
nucleétidos 89-463 de la SEC ID N.%: 1.

Una molécula de monémero de CTLA4-Ig puede comprender una region constante de una inmunoglobulina humana.
Esta region constante puede ser una porcion de una regién constante; esta regién constante puede tener una
secuencia de tipo natural o mutante. La region constante puede ser de IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgM, IgA1, IgA2, IgD
o IgE humanas. La regién constante puede ser de una cadena ligera o pesada de una inmunoglobulina. Cuando la
region constante es de una molécula de IgG, IgD, o IgA, la regiéon constante puede comprender uno o mas de los
siguientes dominios de region constante: CL, CH1, bisagra, CH2, o CH3. Cuando la regiéon constante es de IgM o
IgE, la region constante puede comprender uno o mas de los siguientes dominios de regién constante: CL, CH1,
CH2, CH3, o Ca4. En una modalidad, la regién constante puede comprender una o mas dominios de regién
constante de IgG, IgD, IgA, IgM o IgE.

En una modalidad, una molécula de monémero de CTLA4-lg comprende una region bisagra de IgG1 humana
modificada (nucledtidos 464-508 de la SEC ID N.%: 1; aminoacidos 152-166 de la SEC ID N.%: 2) en la que las
serinas de los grupos aminoacidicos 156, 162, y 165 de la SEC ID N.%: 2 se han disefiado a partir de cisteinas
presentes en la secuencia de tipo natural.

En una modalidad, una molécula de monémero de CTLA4-lg comprende una regién CH2 de IgG1 humana
modificada y una regiéon CH3 de tipo natural (el dominio CH2 de IgG1 humana modificada que tiene los nucleétidos
509-838 de la SEC ID N.2: 1 y los aminoacidos 167-276 de la SEC ID N.%: 2; el dominio CH3 de IgG1 humana que
tiene los nucledtidos 839-1159 de la SEC ID N.2: 1 y los aminoacidos 277-383 de la SEC ID N.%: 2).

En una modalidad, una poblacién de moléculas de CTLA4-lg comprende monémeros que tienen una secuencia que
se muestra en una o mas de las Figuras 7, 8 o 9 de la patente de Estados Unidos n.? 7.094.874, expedida el 22 de
agosto de 2006 y en las solicitudes de patentes de Estados Unidos publicadas n.2 2003/0083246 y 2004/0022787.

En una modalidad, una molécula de tetramero de CTLA4-Ig comprende dos pares o dos dimeros de polipéptidos de
CTLA4-Ig, en la que cada polipéptido tiene una de las siguientes secuencias de aminoacidos: (i) 26-383 de la SEC



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2539840 T3

ID N.2: 2, (ii) 26-382 de la SEC ID N.2%: 2, (iii) 27-383 de la SEC ID N.%: 2, o (iv) 27-382 de la SEC ID N.%: 2, u
opcionalmente (v) 25-382 de la SEC ID N.%: 2, o (vi) 25-383 de la SEC ID N.%: 2. Cada eslabdn del par de
polipéptidos o dimero esta ligado covalentemente al otro eslabdn, y los dos pares de polipéptidos estan asociados
de forma no covalente entre si formando un tetramero. Las moléculas tetraméricas tienen capacidad de unirse a
CD80 o CD86.

En otra modalidad, las moléculas tetraméricas pueden unirse a CD80 o CD86 con una avidez que es al menos 2
veces mayor que la avidez de unién de un dimero de CTLA4-Ig (cuyos mondmeros tienen una de las secuencias de
aminoacidos anteriores) a CD80 o CD86. En otra modalidad, las moléculas tetraméricas pueden unirse a CD80 o
CD86 con una avidez que es al menos 2 veces superior a la afinidad o avidez de unién de CTLA4 de tipo natural a
CD80 o CD86. La avidez superior puede contribuir a una mayor eficacia en el tratamiento de trastornos inmunitarios
y otras enfermedades como se describe mas adelante. Ademas, la avidez superior o mejorada puede producir el
resultado de mayor potencia del farmaco. Por ejemplo, una composicién terapéutica que comprende tetramero de
CTLA4-Ig tendria una mayor avidez y por lo tanto una mayor potencia que la misma cantidad de una composicién
terapéutica que tiene monémero de CTLA4-lg. En otra modalidad, las moléculas tetraméricas pueden tener una
inhibicion sobre la proliferaciéon de los linfocitos T al menos a 2 veces superior a un dimero de CTLA4-Ig (cuyos
monomeros tienen una de las secuencias de aminoacidos anteriores). En otra modalidad, las moléculas tetraméricas
pueden tener una inhibicion sobre la proliferacion de los linfocitos T al menos a 2 veces superior a una molécula de
CTLA4 de tipo natural.

La proliferacién de los linfocitos T puede medirse usando ensayos estandar conocidos en la técnica. Por ejemplo,
una de las formas mas habituales de evaluar la proliferacién de los linfocitos T es estimular los linfocitos T mediante
antigenos o anticuerpos agonistas a TCR y medir, por ejemplo, la incorporacion de timidina titulada (3H-TdR) a los
linfocitos T en proliferacién o la cantidad de citocinas liberadas por los linfocitos T proliferantes en cultivo. De ese
modo puede medirse el efecto inhibidor de las moléculas de CTLA4-Ig sobre la activacion o proliferacién de los
linfocitos T.

La afinidad de una molécula de CTLA4-Ig es la fuerza de la unién de la molécula a un Unico ligando, que incluye
CD80, CD86, o proteinas de fusion CD80Ig o CD86lg. La afinidad de CTLA4-Ig a los ligandos puede medirse
usando, por ejemplo, andlisis de la interaccion de unién (BIA) basado en una técnica de plasmon superficial. A parte
de medir la fuerza de la unién, permite la determinacién en tiempo real de la cinética de unién, tal como las
constantes de velocidad de asociacion y disociaciéon. Un chip sensor, constituido por un porta de vidrio recubierto
con una pelicula de metal fina, a la que esta unida covalentemente una matriz superficial, esta recubierta con uno de
los elementos que interactuan, es decir, CTLA4-Ig o uno de los ligandos. Una solucion que contiene el otro elemento
que interactua se deja fluir sobre su superficie. Un haz de luz continuo se dirige contra el otro lado de la superficie y
se mide su angulo de reflexion. Al unirse CTLA4-Ig al ligando, el angulo de resonancia del haz de luz cambia (ya que
depende del indice de refraccion del medio cercano al lado reactivo del sensor, que a su vez se correlaciona
directamente con la concentracion de material disuelto en el medio). Posteriormente se analiza con ayuda de un
ordenador.

En una modalidad, los experimentos de union de CTLA4-Ig pueden realizarse mediante resonancia de plasmoén
superficial (SPR) en un instrumento BlAcore (BlAcore AG, Uppsala, Suecia). CTLA4-Ig puede acoplarse
covalentemente mediante grupos de amina primaria a una matriz de dextrano carboximetilado sobre un chip sensor
BlAcore, inmovilizando asi CTLA4-Ig sobre el chip sensor. De forma alternativa, puede usarse un anticuerpo contra
la region constante para inmovilizar CTLA4-lg indirectamente sobre la superficie del sensor mediante el fragmento
de Ig. A partir de ahi, se anaden los ligandos al chip para medir la unién de CTLA4-Ig a los ligandos. Las mediciones
de afinidad pueden realizarse, por ejemplo, como se describe en van der Merwe, P. y cols., J. Exp. Med.,185(3):393-
404 (1997).

También puede medirse la avidez de las moléculas de CTLA4-Ig. La avidez puede definirse como la suma total de la
fuerza de la union de dos moléculas o células entre si en multiples sitios. La avidez se diferencia de la afinidad que
es la fuerza de union de un sitio de una molécula a su ligando. Sin comprometerse con la teoria, la mayor avidez de
las moléculas de CTLA4-Ig puede provocar una mayor potencia de inhibicién por las moléculas de CTLA4-Ig sobre
la proliferacion y activacion de los linfocitos T. La avidez puede medirse, por ejemplo, mediante dos categorias de
ensayos en fase solida: a) ensayos de inhibicién competitiva, y b) ensayos de elucion. En ambos, el ligando esta
unidos sobre un soporte solido. En el ensayo de inhibicién competitiva, las moléculas de CTLA4-lg se afaden
después en solucién a una concentracion fija, junto con el ligando libre en diferentes concentraciones, y se
determina la cantidad de ligando que inhibe la unién en fase sélida en un 50 %. Cuando menos ligando se necesite,
mas fuerte es la avidez. En los ensayos de elucidn, el ligando se afiade en solucion. Después de obtener un estado
de equilibrio, se afiade un cadtropo o agente desnaturalizante (por ejemplo, isotiocianato, urea, o dietilamina) en
diferentes concentraciones para alterar las interacciones entre CTLA4-Ig y ligando. La cantidad de CTLA4-Ig que
resiste la elucion se determina después con un ELISA. Cuanto mayor la avidez, mas agente caotropico se necesita
para eluir una cierta cantidad de CTLA4-Ig. La avidez relativa de una mezcla heterogénea de moléculas de CTLA4-
Ig puede expresarse en términos del indice de avidez (Al), igual a la concentracion de agente eluyente necesario
para eluir el 50 % de las moléculas de CTLA4-lg unidas. El andlisis refinado de los datos puede realizarse
determinando los porcentajes de CTLA4-Ig eluido a diferentes concentraciones de agente de elucion.
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Procedimientos para producir las moléculas de CTLA4Ig de la invencién

La expresion de las moléculas de CTLA4lg puede ser en células procariotas. Los procariotas muy frecuentemente
son representados por diversas cepas de bacterias. Las bacterias pueden ser gram positivas 0 a gram negativas.
Habitualmente se prefieren bacterias gram negativas tales como E. coli. También pueden usarse otras cepas
microbianas.

Las secuencias, que se describen anteriormente, que codifican moléculas de CTLA4lg pueden insertarse en un
vector disefiado para expresar secuencias exdgenas en células procariotas tales como E. coli. Estos vectores
pueden incluir secuencias de control procariotas de uso habitual que se definen en el presente documento como que
incluyen promotores para iniciacion de la transcripcién, opcionalmente con un operador, junto con secuencias de
sitio de unién de ribosomas, que incluyen promotores de uso habitual tales como los sistemas promotores de beta-
lactamasa (penicilinasa) y lactosa (lac) (Chang y cols., Nature, 198:1056 (1977)), el sistema promotor del triptéfano
(trp) (Goeddel y cols., Nucleic Acid Res., 8:4057 (1980)) y el promotor P derivado de lambda y el sitio de union
ribosémico del gen N (Shimatake y cols., Nature, 292:128 (1981)).

Los vectores de expresion también incluyen origenes de replicacién y marcadores seleccionables, tales como un
gen de beta-lactamasa o neomicin fosfotransferasa que confiere resistencia a antibioticos, de forma que los vectores
puedan replicarse en las bacterias y las células que portan los plasmidos pueden seleccionarse cuando se cultivan
en presencia de antibioticos, tales como ampicilina o kanamicina.

El plasmido de expresién puede introducirse en las células procariotas mediante varios procedimientos estandar,
que incluyen pero sin limitacion choque con CaCl, (Cohen, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 69:2110 (1972), y Sambrook
y cols., editores., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Edicién, Cold Spring Harbor Press (1989)) y
electroporacion.

De acuerdo con la préactica de la invencion, las células eucariotas también son células hospederas adecuadas. Los
ejemplos de células eucariotas incluyen cualquier célula animal, ya sea primaria o inmortalizada, levadura (por
ejemplo, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, y Pichia pastoris), y células vegetales. Las
células de mieloma, COS y CHO son ejemplos de células animales que pueden usarse como huéspedes. Las
células CHO particulares incluyen, pero sin limitacién, DG44 (Chasin y cols., Som. Cell. Molec. Genet., 12:555-556
(1986); Kolkekar, Biochemistry, 36:10901-10909 (1997)), CHO-K1 (ATCC® n.® CCL-61), CHO-K1 Tet-On cell line
(Clontech), CHO denominada ECACC 85050302 (CAMR, Salisbury, Wiltshire, Reino Unido), CHO clon 13 (GEIMG,
Genova, IT), CHO clon B (GEIMG, Génova, ltalia), CHO-K1/SF denominada ECACC 93061607 (CAMR, Salisbury,
Wiltshire, Reino Unido), y RR-CHOK1 denominada ECACC 92052129 (CAMR, Salisbury, Wiltshire, Reino Unido).
Las células vegetales ilustrativas incluyen células de tabaco (plantas enteras, cultivo celular o esquejes), maiz, soja
y arroz. También son aceptables las semillas de maiz, soja y arroz.

Las secuencias de acidos nucleicos que codifican las moléculas de CTLA4lg que se describen anteriormente
también pueden insertarse en un vector disefiado para expresar secuencias exdgenas en un huésped eucariota. Los
elementos reguladores del vector pueden variar de acuerdo con el huésped eucariota particular.

Las secuencias de control eucariotas que se usan habitualmente en los vectores de expresion incluyen promotores y
secuencias de control compatibles con las células de mamifero tales como, por ejemplo, promotor de CMV (vector
CDMB8) y virus del sarcoma aviario (ASV) (vector TLN). Otros promotores que se usan habitualmente incluyen los
promotores temprano y tardio del virus simio 40 (SV40) (Fiers y cols., Nature, 273:113 (1973)), u otros promotores
viricos tales como los que se derivan de polioma, Adenovirus 2, y virus del papiloma bovino. También puede usarse
un promotor inducible, tal como hMTII (Karin y cols., Nature, 299:797-802 (1982)).

Los vectores para expresar moléculas de CTLA4Ig en eucariotas también pueden portar secuencias denominadas
regiones potenciadoras. Estas son importantes para optimizar la expresion génica y se encuentran 0 aguas arriba o
aguas abajo de la region promotora.

Los ejemplos de vectores de expresion para las células hospederas eucariotas incluyen, pero sin limitacién, vectores
para células hospederas de mamifero (por ejemplo, BPV-1, pHyg, pRSV, pSV2, pTK2 (Maniatis); pIRES (Clontech);
pRc/CMV2, pRc/RSV, pSFV1 (Life Technologies); vectores pVPakc, vectores pCMV, vectores pSG5 (Stratagene)),
vectores de retrovirus (por ejemplo, vectores pFB (Stratagene)), pCADN-3 (Invitrogen) o formas modificadas del
mismo, vectores de adenovirus; vectores de virus adenoasociados, vectores de baculovirus, vectores de levaduras
(por ejemplo, vectores pESC (Stratagene)).

Las secuencias de acidos nucleicos que codifican moléculas de CTLA4Ilg pueden integrarse en el genoma de las
células hospederas eucariotas y replicarse al replicarse el genoma huésped. De forma alternativa, el vector que
porta las moléculas de CTLA4lg puede contener origenes de replicacion que permitan la replicacion
extracromosomica.

Para expresar las secuencias de acidos nucleicos en Saccharomyces cerevisiae, puede usarse el origen de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2539840 T3

replicacién del plasmido de levadura enddgeno, el circulo de 2u. (Broach, Meth. Enzymol., 101:307 (1983)). De
forma alternativa, pueden usarse secuencias del genoma de levadura que tienen capacidad de promover la
replicacién (véase, por ejemplo, Stinchcomb y cols., Nature, 282:39 (1979)); Tschemper y cols., Gene, 10:157
(1980); y Clarke y cols., Meth. Enzymol., 101:300 (1983)).

Las secuencias de control de la transcripcion para los vectores de levaduras incluyen promotores para la sintesis de
enzimas glucoliticas (Hess y cols., J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968) y Holland y cols., Biochemistry, 17:4900
(1978)). Los promotores adicionales conocidos en la técnica incluyen el promotor de CMV que se proporciona en el
vector CDM8 (Toyama y cols., FEBS, 268:217-221 (1990)); el promotor de 3-fosfoglicerato cinasa (Hitzeman y cols.,
J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)), y los de otras enzimas glucoliticas.

Otros promotores son inducibles porque pueden regularse mediante estimulos ambientales o por el medio de cultivo
de las células. Estos promotores inducibles incluyen los de los genes de las proteinas del choque térmico, alcohol
deshidrogenasa 2, isocitocromo C, fosfatasa acida, enzimas asociados al catabolismo del nitrégeno, y enzimas
responsables de la utilizacién de maltosa y galactosa.

También pueden introducirse secuencias reguladoras en el extremo 3" de las secuencias codificantes. Estas
secuencias pueden actuar estabilizando el ARN mensajero. Los terminadores se encuentran en la region 3 sin
traducir después de las secuencias codificantes en diversos genes derivados de levaduras y de mamiferos.

Los vectores ilustrativos de plantas y células vegetales incluyen, pero sin limitacién, plasmidos de Agrobacterium T;,
virus del mosaico de la coliflor (CaMV), y virus del mosaico dorado del tomate (TGMV).

Las células de mamifero pueden transformarse mediante procedimientos que incluyen pero sin limitacion,
transfeccion en presencia de fosfato célcico, microinyeccion, electroporacion, o mediante transduccion con vectores
viricos.

Los procedimientos para introducir secuencias de ADN ex6geno en genomas vegetales y de levaduras incluyen (1)
procedimientos mecanicos, tales como microinyeccién de ADN en células o protoplastos aislados, agitacion en
vortice de células con perlas de vidrio en presencia de ADN, o disparo de esferas de tungsteno u oro recubiertas de
ADN a las células o protoplastos; (2) introduccion del ADN haciendo las membranas celulares permeables a las
macromoléculas mediante tratamiento con polietilenglicol o sometimiento a pulsos eléctricos a voltaje elevado
(electroporacion); o (3) uso de liposomas (que contienen ADNc) que se fusionan con las membranas celulares.

La publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos n.? 2005/0019859 y la patente de Estados Unidos n.°
7.332.303 enserian procedimientos para la produccion de proteinas de la invencion, especificamente de productos
glucoproteinicos recombinantes, mediante cultivos de células animales o de mamifero.

Tras la fase de produccion de proteinas del procedimiento de cultivo celular, las moléculas de CTLA4Ig se recuperan
del medio de cultivo celular usando técnicas que entiende una persona experta en la técnica. En particular, la
molécula de CTLA4Ig se recupera del medio de cultivo en forma de un polipéptido segregado.

El medio de cultivo se centrifuga inicialmente para eliminar los desechos celulares y las particulas. La proteina
deseada posteriormente se purifica del ADN contaminante, las proteinas, y polipéptidos solubles, con los siguientes
procedimientos de purificaciéon no limitantes bien establecidos en la técnica: SDS-PAGE; precipitacién con sulfato de
amonio; precipitacién con etanol; fraccionamiento por inmunoafinidad o columnas de intercambio iénico; HPLC de
fase inversa; cromatografia sobre silice o una resina de intercambio aniénico tal como QAE o DEAE;
cromatoenfoque; filtracion en gel usando, por ejemplo, una columna SEPHADEX® G-75; y columnas de proteina A
SEPHAROSE® para eliminar los contaminantes tales como IgG. La adicién de un inhibidor de proteasas, tal como
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), o una mezcla de céctel de inhibidores de proteasas también puede ser util
para inhibir la degradacion proteolitica durante la purificacion. Una persona experta en la técnica reconocera que los
procedimientos de purificacion adecuados para una proteina de interés, por ejemplo una glucoproteina, pueden
requerir alteraciones para adaptarse a los cambios del caracter de la proteina tras la expresién en un cultivo de
células recombinantes.

Las técnicas y procedimientos de purificacion que seleccionan los grupos carbohidrato de la glucoproteina también
son de utilidad en el contexto de la presente invencion. Por ejemplo, las técnicas incluyen, cromatografia por HPLC o
de intercambio i6nico usando resinas de intercambio catiénico o aniénico, en las que se recoge la fraccion mas
basica o méas éacida, dependiendo de qué carbohidrato se esté seleccionando. El uso de las técnicas también puede
provocar la eliminacién concomitante de contaminantes.

El procedimiento de purificacion puede comprender ademas etapas adicionales que inactivan y/o eliminan virus y/o
retrovirus que podrian estar presentes potencialmente en el medio de cultivo celular de las lineas celulares de
mamiferos. Hay disponible un nimero significativo de etapas de aclaramiento virico, que incluyen pero sin limitacion,
tratamiento con caotropos tales como urea o0 guanidina, detergentes, etapas adicionales de
ultrafiltracién/diafiltracion, separacion convencional, tal como cromatografia de intercambio iénico o de exclusion por
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tamano, pH extremos, calor, proteasas, disolventes organicos o cualquier combinacién de los mismos.

La molécula de CTLA4Ig purificada requiere concentracién y un intercambio de tamp6n antes del almacenamiento o
el procesamiento adicional. Puede usarse un sistema Pall Filtron TFF para concentrar e intercambiar el tampén de
elucion de la anterior columna de purificacion con el tampén final que se desee para la sustancia farmacéutica.

En un aspecto, pueden cargarse moléculas de CTLA4lg purificadas, que se hayan concentrado y sometido a una
etapa de diafiltracién, en recipientes BIOTAINER® de 2 I, en una bolsa de bioprocesamiento de 50 | o en cualquier
otro recipiente adecuado. Las moléculas de CTLA4lg de los recipientes pueden almacenarse durante
aproximadamente 60 dias de 2° a 8 °C antes de congelar. El almacenamiento prolongado de las moléculas de
CTLAA4Ig purificadas de 2° a 8 °C puede conllevar un aumento de la proporcién de las especies de APM. Por lo
tanto, para el almacenamiento durante tiempos prolongados, las moléculas de CTLA4lg pueden congelarse a
aproximadamente -70 °C antes del almacenamiento y almacenarse a una temperatura de aproximadamente -40 °C.
La temperatura de congelacion puede variar desde aproximadamente -50 °C a aproximadamente -90 °C. El tiempo
de congelacion puede variar y depende en gran medida del volumen del recipiente que contiene las moléculas de
CTLA4Ig, y del numero de recipientes que se introduzcan en el congelador. Por ejemplo, en una modalidad, las
moléculas de CTLA4Ig estan en recipientes BIOTAINER® de 2 I. La introduccién de menos de cuatro recipientes
BIOTAINER® de 2 | en el congelador puede requerir de aproximadamente 14 a al menos 18 horas de tiempo de
congelacién. La introduccion de al menos cuatro recipientes puede requerir de aproximadamente 18 a al menos 24
horas de tiempo de congelacion. Los recipientes con moléculas de CTLA4lg congeladas se almacenan a una
temperatura de aproximadamente -35 °C a aproximadamente -55 °C. El tiempo de almacenamiento a una
temperatura de aproximadamente -35 °C a aproximadamente -55 °C puede variar y puede ser desde tan solo 18
horas. La sustancia farmacéutica congelada puede descongelarse de forma controlada para la formulacion del
producto farmacéutico.

La solicitud de patente de Estados Unidos en tramitacién con la presente con n.? de serie 60/752.267, presentada el
20 de diciembre de 2005 y el documento PCT/US2006/049074 presentado el 19 de diciembre de 2006 ensefian
procedimientos para la produccién de proteinas de la invencién, especificamente de productos glucoproteinicos
recombinantes, mediante cultivos de células animales o de mamifero.

Composicion farmacéutica

La presente invencion utilizan composiciones farmacéuticas que comprenden las moléculas de CTLA4lg mezcladas
con un vehiculo o adyuvante aceptable que es conocido por los expertos en la técnica. Las composiciones
farmacéuticas preferiblemente incluyen vehiculos y adyuvantes adecuados que incluyen cualquier material que,
cuando se combina con la molécula de CTLA4Ilg, mantiene la actividad de la molécula y no reacciona con el sistema
inmunitario del sujeto. Estos vehiculos y adyuvantes incluyen, pero sin limitacion, intercambiadores i6nicos, alimina,
estearato de aluminio, lecitina, proteinas de suero, tales como albimina de suero humana, sustancias tamponadoras
tales como fosfatos, glicina, acido sorbico, sorbato potasico, mezclas de glicéridos parciales de aceites grasos
vegetales saturados, solucion salina tamponada con fosfato, agua, emulsiones (por ejemplo, emulsiéon de aceite en
agua), sales o electrolitos tales como sulfato de protamina, hidrogenofosfato disédico, hidrogenofosfato potasico,
cloruro sédico, sales de cinc, silice coloidal, trisilicato de magnesio, polivinil pirrolidona, sustancias con base
celuldsica y polietilenglicol. Otros vehiculos también pueden incluir soluciones estériles, comprimidos, que incluyen
comprimidos recubiertos y capsulas. Habitualmente los vehiculos contienen excipientes tales como almidén, leche,
azucar (por ejemplo, sacarosa, glucosa, maltosa), ciertos tipos de arcilla, gelatina, acido estearico o sales de los
mismos, estearato de magnesio o calcio, talco, grasas o aceites vegetales, gomas, glicoles, u otros excipientes
conocidos. Los vehiculos también pueden incluir aromas y aditivos colorantes u otros ingredientes. Las
composiciones que comprenden los vehiculos se formulan mediante procedimientos convencionales notorios. Las
composiciones también pueden formularse en diversas composiciones lipidicas, tales como, por ejemplo, liposomas
asi como en diversas composiciones poliméricas, tales como microesferas poliméricas.

Las formulaciones que comprenden moléculas de CTLA4 solubles se describen en la solicitud de patente de
Estados Unidos en tramitacién con la presente con n.2 de serie 60/752,150 presentada el 20 de diciembre de 2005 y
el documento PCT/US2006/062297 presentado el 19 de diciembre de 2006. Tal como se describe en la solicitud de
patente de Estados Unidos en tramitacién con la presente con n.? de serie 60/752,150, las molécula de CTLA4
solubles pueden formularse para aplicaciones IV y subcutaneas. En resumen, una formulacion subcuténea (SC)
adecuada comprende moléculas de CTLA4Ig a una concentracion de proteina de al menos 100 mg/ml combinada
con una azucar a niveles estabilizantes en un vehiculo acuoso.

En la Tabla 3 siguiente se proporciona un ejemplo de un producto farmacéutico SC con CTLA4lg que se administra
mediante una jeringuilla cargada previamente.

TABLA 3
Composicién de producto farmacéutico SC de CTLA4lg, 125 mg/ml (125 mg/jeringuilla)
Componente Cantidad (mg/jeringuilla)
CTLA4lg 125
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Composicién de producto farmacéutico SC de CTLA4lg, 125 mg/ml (125 mg/jeringuilla)
Componente Cantidad (mg/jeringuilla)
Sacarosa 170

Poloxamer 188 8,0

Fosfato s6dico monobasico, monohidratado 0,143

Fosfato sodico dibasico, anhidro 0,971

Agua inyectable c.s. hasta 1 ml

Los ejemplos | y Il de la presente descripcion describen la fabricacion de una formulacién intravenosa (IV) y
subcutanea de CTLA4Ig de utilidad en los procedimientos de la invencion. Mas adelante se ofrece un ejemplo de la
formulacion de CTLA4lIg liofilizada que se utiliza en el procedimiento de la invencién que se describe en el Ejemplo
M.

TABLA 4

Composicién de producto farmacéutico de CTLA4lg liofilizada (250mg/vial)
Componente Cantidad (mg/vial)®
CTLA4lg 262,5
Maltosa monohidratada 525
Fosfato sédico monobasico, monohidratado” 18,1
Cloruro sédico® 15,3
Acido clorhidrico Ajustar a 7,5
Hidroxido sodico Ajustara 7,5
Incluye un 5 % extra para las pérdidas en el vial, aguja y jeringuilla.
b Estos componentes estan presentes en la solucién de la sustancia farmacéutica con CTLA4Ig.

El producto farmacéutico liofilizado puede reconstituirse con un vehiculo acuoso. El vehiculo acuoso de interés en el
presente documento es uno que es farmacéuticamente aceptable (seguro y no téxico para la administracién a un ser
humano) y es util para la preparacion de una formulacion liquida, tras la liofilizacion. Habitualmente, el producto
farmacéutico liofilizado se reconstituye a aproximadamente 25 mg/ml con 10 ml de agua inyectable estéril, USP
(SWFI) o cloruro sédico al 0,9 % inyectable, USP. La solucion reconstituida se diluye ademds a concentraciones de
producto farmacéutico de entre 1 y 10 mg/ml con cloruro sédico al 0,9 % inyectable, USP. El producto farmacéutico
diluido inyectable es isoténico y adecuado para la administracion mediante infusioén intravenosa.

Articulo manufacturado

Ademas, se describe un articulo manufacturado que contiene el producto farmacéutico y preferiblemente
proporciona instrucciones para su uso. El articulo manufacturado comprende un envase. Los envases adecuados
incluyen, por ejemplo, frascos, viales, jeringuillas y tubos de ensayo. El envase puede estar formado por varios
materiales tales como vidrio, plastico o metales.

El envase mantiene las formulaciones liofilizadas o liquidas. La etiqueta del envase, o asociada a él, puede indicar
instrucciones para la reconstitucion y/o el uso. Por ejemplo, la etiqueta puede indicar que el producto farmacéutico a
250 mg/vial debe reconstituirse a concentraciones de proteina como las que se describen anteriormente. La etiqueta
puede indicar también que la formulacion SC es util 0 que debe usarse para la administracion subcutanea. El envase
con la formulacién puede ser un vial de usos multiples, que permita administraciones repetidas (por ejemplo, de 2-6
administraciones), por ejemplo, de la formulacion subcutanea. De forma alternativa, el envase puede ser una
jeringuilla previamente cargada que contiene, por ejemplo, la formulacién subcutanea.

El articulo manufacturado puede comprender ademds un segundo envase que comprende, por ejemplo, un vehiculo
adecuado para la formulacion liofilizada.

El articulo manufacturado puede incluir, ademas, otros materiales deseables desde el punto de vista comercial y del
usuario, que incluyen otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringuillas, y prospectos con instrucciones de uso.

Para un producto farmacéutico sin tensioactivos preferiblemente se utilizan las jeringuillas sin silicona, tal como tras
la reconstitucion de un producto farmacéutico liofilizado y/o la transferencia de las soluciones del vial a la bolsa
intravenosa y puede envasarse conjuntamente con el vial del producto farmacéutico.

Procedimientos de uso

La presente invencion proporciona una molécula de CTLA4lg o composicion farmacéutica de la misma para su uso
en un método de tratamiento de sujetos con Al que comprende administrar al sujeto que lo necesite una cantidad
eficaz de la molécula de CTLA4Ig o composicion farmacéutica de la misma.

La administracién de una cantidad eficaz de la molécula de CTLA4lg o composicion farmacéutica es, en particular,
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para aliviar al sujeto de al menos uno de los sintomas asociados a la enfermedad, que incluyen la reduccion de:
inflamacién de las articulaciones, dolor con la exploracion de las articulaciones, inflamacion, rigidez matinal y dolor, y
dafos estructurales que posteriormente disminuyen la capacidad fisica.

Los procedimientos de la invenciéon también pueden usarse para mejorar la funcion fisica de los sujetos con Al tal
como se evalla en el Cuestionario de valoracion de la salud (HAQ) y/o el instrumento de calidad de vida relacionada
con la salud (SF-36).

Los procedimientos de la invencidon pueden usarse también para inhibir los dafios estructurales de las articulaciones
en sujetos con Al evaluados por la puntuacién de la erosidén y el edema de la médula ésea y/o puntuaciéon de
sinovitis de la mufieca y la mano.

La cantidad de alivio de los sintomas que proporciona la presente invencion puede medirse usando cualquiera de los
criterios aceptados establecidos para medir y documentar el alivio de los sintomas en un entorno clinico. Los
criterios aceptables para medir el alivio de los sintomas puede incluir puntuaciones que se basan en los criterios
establecidos por el American College de Rheumatology (por ejemplo, ACR 20), las cuatro mediciones de alivio de
los sintomas (en: “CDER Guideline for the Clinical Evaluation of Anti-inflammatory and Antirheumatic Drugs—FDA
1988”), y el Cuestionario de evaluacién de la salud (HAQ) (Fries, J.F. y cols., J. Rheumatology, 9:789-793 (1982)).
Para una descripcién general de estos criterios, véase Guidance for Industry: Clinical Development Programs for
Drugs, Devices, and Biological products for the Treatment of Rheumatoid Arthritis (AR) (Feb. 1999).

La presente invencion proporciona diversos procedimientos, locales o sistémicos, para administrar la molécula de
CTLA4Ig sola o junto con otros farmacos terapéuticos. Los procedimientos incluyen procedimientos intravenosos,
intramusculares, intraperitoneales, orales, de inhalaciéon y subcutaneos, asi como procedimientos de bomba
implantable, infusiébn continua, genoterapia, liposomas, supositorios, contacto tdpico, vesiculas, capsulas e
inyeccion. La CTLA4lg, complejada con un vehiculo, se liofiliza habitualmente para su almacenamiento y se
reconstituye con agua o una solucién tamponada antes de su administracion. Tal y como es la practica estandar en
la técnica, las composiciones de la invencion pueden administrarse al sujeto en cualquier forma farmacéuticamente
aceptable.

El modo de administracién y pauta posoldgica mas eficaz para las formulaciones de esta invencién depende de la
salud del paciente y de la respuesta al tratamiento y del juicio del doctor que lo trate. De acuerdo con la préactica de
la invencién, una cantidad eficaz para tratar a un sujeto es una cantidad de aproximadamente 0,1 a 100 mg/kg de
peso de un sujeto. En otra modalidad, la cantidad eficaz es una cantidad de aproximadamente 0,1 a 20 mg/kg de
peso de un sujeto, preferiblemente de 1 a 10 mg/kg de peso de un sujeto. En una modalidad especifica, la cantidad
eficaz de CTLA4Ig es de aproximadamente 2 mg/kg de peso de un sujeto. En otra modalidad especifica, la cantidad
eficaz de CTLA4Ig es de aproximadamente 10 mg/kg de peso de un sujeto. En otra modalidad especifica, una
cantidad eficaz de CTLA4Ilg es 500 mg para un sujeto que pese menos de 60 kg, 750 mg para un sujeto que pese
entre 60-100 kg y 1000 mg para un sujeto que pese mas de 100 kg.

Las formulaciones de moléculas de CTLA4Ig de la invencion pueden administrarse a un sujeto en una cantidad y
durante un tiempo (por ejemplo, cantidad de tiempo y/o veces mlltiples) suficiente para bloquear la unién de las
moléculas de B7 enddgenas (por ejemplo, CD80 y/o CD86) a sus ligandos respectivos, en el sujeto. El bloqueo de la
uniéon de B7 enddgena y el ligando por lo tanto inhibe las interacciones entre las células positivas para B7 (por
ejemplo, células positivas para CD80 y/o CD86) con células positivas para CD28 y/o CTLA4. Por consiguiente, las
dosis de los agentes pueden variar dependiendo del sujeto y el modo de administracion, las solicitudes de patentes
de Estados Unidos publicadas n.2 2003/0083246 y 2004/0022787 ensefan dosis y pautas de administracion para
CTLA4Ig que tienen la secuencia de aminodcidos que se muestra en la SEC ID N.%: 2 para tratar enfermedades
reumaticas, tales como artritis reumatoide. Una cantidad eficaz de molécula de CTLA4lg puede administrarse a un
sujeto una vez al dia, a la semana, al mes y/o al afo, en una sola vez o en veces multiples por
hora/dia/semana/mes/ano, dependiendo de la necesidad. Por ejemplo, en una modalidad, puede administrarse
inicialmente una cantidad eficaz de la molécula de CTLA4Ig una vez cada dos semanas durante un mes, y después
de eso una vez al mes o los Dias 1, 15, 29 y después una vez al mes. Se permite un intervalo de +/- 3 dias para las
primeras dosis (es decir, los Dias 15 y 29). Se permite un intervalo de +/- 7 dia para las dosis mensuales posteriores.

De forma alternativa, una persona con conocimiento en la técnica seria capaz de modificar la pauta de
administracion como respuesta al estado de riesgo del paciente y/o su respuesta al tratamiento. Por ejemplo, la
pauta que se describe anteriormente podria modificarse afiadiendo el dia de administracion 5 a la pauta.

” o« » o«

Tal como se usa en el presente documento, “cuatro semanas,” “mes”,

de 28 + 7 dias

meses” 0 “mensual” se refiere a un periodo

Habitualmente, las dosis de la formulacién de la molécula de CTLA4lg de la invencién estan basadas en el peso
corporal, y las pautas de administracién pueden venir dictadas por los perfiles minimos diana en suero.
Habitualmente, la concentracion minima diana de las moléculas de CTLA4lg de la invencién de entre
aproximadamente 3 ug/ml y aproximadamente 35 pg/ml seran suficiente para tratar Al o para prevenir el desarrollo
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de AR en sujetos con Al, preferiblemente de entre aproximadamente 5 pug/ml y aproximadamente 30 pg/ml, mas
preferiblemente de entre aproximadamente 10 pg/ml y aproximadamente 30 pg/ml. Una persona experta en la
técnica seria capaz de ajustar la dosis y/o la pauta de administracion de CTLA4lg para lograr las concentraciones
minimas en suero deseadas.

La administracion de las moléculas o composiciones farmacéuticas de la invenciéon puede ser mediante una infusion
intravenosa de 30 minutos a una hora o mas. De forma alternativa, las inyecciones subcutaneas multiples pueden
administrar la dosis necesaria.

Las moléculas de CTLA4Ig de la invencién pueden administrarse de forma concomitante o secuencial junto con otro
tratamiento inmunosupresor / inmunomodulador, por ejemplo, como se especifica en el presente documento, las
dosis del compuesto inmunosupresor, o inmunomodulador variaran por supuesto dependiendo del tipo de cofarmaco
empleado.

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) pueden administrarse de forma concomitante o secuencial
junto con la molécula de CTLA4Ig de la invencion. Los AINE reducen las reacciones inflamatorias en un sujeto. Los
AINE incluyen, pero sin limitacion acido acetilsalicilico, salicilato de colina magnesio, diflunisal, salicilato de
magnesio, salsalato, salicilato sodico, diclofenaco, etodolaco, fenoprofeno, flurbiprofeno, indometacina, ketoprofeno,
ketorolaco, meclofenamato, naproxeno, nabumetona, fenilbutazona, piroxicam, sulindaco, tolmetina, acetaminofeno,
ibuprofeno, inhibidores de Cox-2, meloxicam y tramadol.

Los corticosteroides pueden administrarse de forma concomitante o secuencial junto con la molécula de CTLA4Ig de
la invencién. Por ejemplo, dosis bajas estables de corticosteroide oral (equivalente a <10 mg de prednisona al dia), o
dosis altas de corticosteroides administradas cada seis meses como ciclo oral (equivalente a 20 mg/dia de
prednisona al dia durante un maximo de dos semanas), o una unica dosis IM (intramuscular) o una Unica dosis |A
(intra-articular).

Los ejemplos de corticosteroides incluyen pero sin limitacion, betametasona, budesonida, cortisol, cortisona,
dexametasona, hidrocritisona, metilprednisolona, prednisolona, prednisona y triamcinolona.

Habitualmente, la dosis y pauta de administracion estandar de los farmacos coadministrados que se describen
anteriormente no se ven influenciados por la adicion de las moléculas de CTLA4lg de la invencion a la pauta de
tratamiento. Sin embargo, una persona con conocimientos en la técnica puede prescribir dosis menores de los
farmacos coadministrados debido a la incorporacion de las moléculas de CTLA4Ig de la invencion menos téxicas en
la pauta de tratamiento. La informacion de prescripcidon puede basarse en el prospecto para cada farmaco
coadministrado.

Tal como se describe anteriormente, la destruccion de las articulaciones se produce al inicio de la AR. Este
entendimiento ha subrayado la necesidad de tratamientos que puedan alterar de forma fundamental y no meramente
suprimir los procesos inflamatorios que provocan los sintomas debilitantes y las lesiones estructurales al inicio del
curso de la AR. En consecuencia, esto ha supuesto un creciente énfasis en el diagnostico y tratamiento tempranos
de la AR. Sin embargo, los criterios de 1987 de la ARA para la AR son menos sensibles y especificos cuando se
aplican a sujetos con artritis inflamatoria y estos sujetos reciben entonces el diagnéstico de artritis indiferenciada, un
problema clinico habitual.

Recientemente se ha demostrado que los sujetos con Al que también dan positivo para anticuerpos contra péptidos
citrulinados ciclicos (positivos en anticuerpos contra CCP2) presentan un riesgo elevado de desarrollar AR desde tan
solo un afo después de la observacion (Van Gaalen, F.A. y cols., “Autoantibodies to Cyclic Citrullinated Peptides
Predict Progression to Rheumatoid Arthritis in Patients with Undifferentiated Arthritis”, Arthritis Rheum., 50(3):709-
715 (2004)). Una prueba positiva para determinar la presencia de anticuerpos en suero contra los péptidos
citrulinados ciclicos tiene un mayor valor predictivo del desarrollo de AR que los criterios mas tradicionales, tales
como la presencia o ausencia de factor reumatoide. El 83 % de los sujetos con Al que dieron positivo para
anticuerpos contra CCP desarrollaron AR en un afio, comparado con 18 % de los controles negativos para
anticuerpos contra CCP. Este hallazgo sugiere que puede identificarse facilmente una subpoblacién de sujetos con
Al que tendran riesgo de desarrollar AR y que por lo tanto serian candidatos ideales para el tratamiento dirigido
contra los mecanismos subyacentes que desencadenan la inflamacién y la destruccion de las articulaciones en AR.
La estrategia podria prevenir el desarrollo de lesiones articulares, discapacidad funcional y posterior menor calidad
de vida que desafortunadamente caracteriza la historia natural de la AR.

Los ejemplos Il y IV describen un estudio clinico disefiado para comparar la eficacia de CTLA4Ig con placebo para
prevenir el desarrollo de AR en sujetos con artritis indiferenciada de inicio reciente que presentan un riesgo elevado
de desarrollar AR.

El estudio clinico es un estudio de disefio en paralelo, aleatorizado, de doble ciego, controlado con placebo, de dos

grupos de 12 meses de duracién para el criterio de valoracién primario y de 24 meses para el criterio de valoracion
secundario. Los sujetos se asignan de forma aleatoria 1:1 para recibir o CTLA4lg o placebo durante los seis
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primeros meses del estudio. La aleatorizacion se estratifica en dos grupos basandose en la presencia o ausencia de
erosiones.

Los sujetos de este estudio se seleccionaron cuidadosamente para asegurarse de que tenian Al de inicio reciente
(es decir, presencia de sintomas de artritis durante < 18 meses), de que eran positivos para anticuerpos contra
CCP2, de que no cumplian los criterios de diagnéstico de ninguna otra enfermedad reumatica, y de que no habian
recibido mas tratamiento con DMARD durante mas de 2 semanas o de ningun farmaco bioldgico indicado para la
AR. El estudio se disefid para investigar si un periodo de tratamiento relativamente corto, 6 meses, con monoterapia
con CTLA4Ig prevenia la progresion a AR en 1 afio o 2 afos después del inicio del tratamiento. Ademas, se
exploraron los efectos de CTLA4Ig sobre la actividad de la enfermedad, funcidn fisica, calidad de vida relacionada
con la salud, y actividad del biomarcador PD en sujetos con Al y se compararon con placebo tanto durante el periodo
de tratamiento de 6 meses y durante hasta 18 meses después de la Gltima dosis de la medicaciéon del estudio. La
inclusién de un periodo de observacion sin tratamiento durante 18 meses después de la Ultima dosis de la
medicacion del estudio permitié evaluar la persistencia de cualesquiera efectos observados de tratamiento con
CTLA4Ig. Se permiti6 el uso de AINE y de dosis bajas estables de corticosteroides orales (-<10 mg/dia de
prednisona o equivalente), asi como el uso limitado de dosis elevadas de tratamiento con corticosteroides, tanto
durante los periodos de tratamiento como de observacion. Los sujetos que desarrollaron AR en cualquier momento
se excluyeron del estudio y podian recibir el tratamiento estandar.

Debido a los estrictos criterios de admisién, que limitaron la aleatorizacién a 57 sujetos (a 56 de los cuales se trato),
no se realizé6 un analisis estadistico formal de las hipétesis. Los resultados de este estudio, sin embargo, eran
generalmente coherentes en multiples mediciones de la eficacia de los resultados (clinica, radiolégica, RM, y
actividad de los biomarcadores) a favor de CTLA4lg comparado con el placebo, y proporcionan indicios de que
CTLA4Ig, administrado por via IV una vez al mes a una dosis de 10 mg/kg basado en el peso corporal durante 6
meses, ralentiza la progresion de Al a AR. El beneficio terapéutico de CTLA4Ig pareci6 persistir durante hasta 18
meses después de interrupcion del farmaco.

La proporcion de sujetos que desarrollaron AR para el mes 12 era menor para el grupo que recibié CTLA4Ig (12/27,
46,2 %) que para el grupo con placebo (t6/24, 66,7 %) (20,5 % de diferencia entre tratamientos; IC a 95 %: ~47,4 %,
+7,8 %). Para el mes 24, 87,5 % (12/24) de los sujetos con Al habian desarrollado AR en el grupo con placebo
comparado con 73,9 % (17/23) de sujetos que habian recibido un ciclo de 6 meses de tratamiento con CTLA4Ig
(13,6 % de diferencia entre tratamientos; IC a 95 %: -37,6 %, +10,8 %). La dosis escalonada segun el peso de 10
mg/kg dosis de CTLA4Ig que se usé en este estudio de sujetos con Al es analoga a la dosis de 10 mg/kg autorizada
para el tratamiento de AR en adultos.

En esta poblacion de sujetos con Al, el tratamiento con CTLA4lg mejoré la funciéon fisica y la actividad de la
enfermedad referida por el médico. En el mes 6, mas de dos veces el nimero de sujetos tratados con CTLA4Ig
comparado con placebo habian logrado una mejora en funcion fisica clinicamente significativa (HAQ-DI) (62 % frente
a 24 %) o presentaban remisién de la enfermedad indicada por una puntuacién en el DAS-28 (CRP) de < 2,6 (71 %
contra 35 %). Las mejoras numéricamente mayores en ILAQ-DI y DAS 28 (CRP) observadas al final del periodo de
tratamiento del estudio con CTLA4Ig eran aun evidentes después de 6 y 18 meses de seguimiento sin tratamiento,
aunque las diferencias entre el grupo de tratamiento y de placebo eran menores los meses 12 y 24. Las
evaluaciones radiograficas usando imagenes de RM con contraste de gandolinio de la mano y mufieca y las
radiografias convencionales de manos y pies, indicaron una progresion minima de la enfermedad durante el periodo
de tratamiento con el farmaco del estudio entre los sujetos que recibieron CTLA4Ig.

De forma notable, después de 6 meses de tratamiento con CTLA4lg, se redujeron los niveles en suero de los
anticuerpos contra CCP2, y esta reduccién era evidente todavia después de 6 meses sin tratamiento con el farmaco
del estudio. Por comparacion, los niveles de los anticuerpos contra CCP2 aumentaron en el grupo con placebo. Los
anticuerpos contra CCP2 predicen con mucha fiabilidad el futuro desarrollo de AR tanto en sujetos sanos como en
pacientes con artritis indiferenciada.

Se ha defendido una estrategia conservadora para el tratamiento de Al temprana, limitando el uso de los DMARD y
posteriormente de los tratamientos bioldgicos sélo a aquellos pacientes cuyos sintomas y signos de artritis no
responden a los AINE y a dosis bajas de corticosteroides. En este estudio de 56 sujetos con Al, CTLA4Ig fue bien
tolerado por los individuos con enfermedad en una etapa muy temprana. Durante los 6 meses del periodo de
tratamiento del estudio, los EA se refirieron a tasas similares en los grupos con CTLA4Ig y con placebo, ningun EA
provocd la muerte, e igualmente, pocos sujetos en ambos grupos de tratamiento presentaron un EAG (1 en cada
grupo de tratamiento) o fueron excluidos debido a un EA (1 en cada grupo de tratamiento). Ademas, no se
observaron indicios de un mayor riesgo de infecciones con CTLA4lg, y s6lo 1 sujeto refirié EA por la infusion en el
intervalo de 1 hora desde el inicio de la infusion con CTLA4lg. Los datos del laboratorio clinico de hematologia y
andlisis bioguimico de la sangre generalmente no presentaban nada que resefiar y no se identificaron problemas de
seguridad. Cuatro (4) sujetos se convirtieron en seropositivos para anticuerpos contra CTLA4-T el mes 12, 2 de los
cuales dieron positivo para anticuerpos neutralizadores. El desarrollo de anticuerpos no parecié mostrar relacion
directa con los hallazgos sobre seguridad clinica.
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Los inventores descubrieron que la administracién de CTLA4lIg retardé la progresion a AR definitiva en los pacientes
con Al. Ademas, los efectos modificadores de la enfermedad del tratamiento con CTLA4lg se mantuvieron durante 6
meses después de interrumpir el tratamiento.

La invencién se entendera mas completamente por referencia a los siguientes ejemplos. Sin embargo, no deberian
interpretarse como limitantes del alcance de la invencién, que esta definido por las reivindicaciones.

EJEMPLO |

El producto farmacéutico CTLA4lg, liofilizado, (250mg/vial) es uno estéril, apirégeno adecuado para la
administracion intravenosa (IV). Cada vial de uso Unico contiene 250 mg de CTLA4lg que se reconstituye con agua
inyectable estéril, USP y que se diluye ademas con cloruro sédico al 0,9 % inyectable, USP, en el momento de usar.

La férmula del lote para un tamafio del lote de 115 litros se describe en la Tabla 5 mas adelante.

TABLA 5

Férmula del lote
Componente Cantidad (kg)
Sustancia farmacéutica con CTLA4Iga 4.6
Maltosa monohidratada 9,2
Acido clorhidrico AjustarapH 7,5
Hidroxido sodico AjustarapH 7,5
Agua inyectable c.s. hasta 119,6b

¥ Sustancia farmacéutica con CTLA4Ig: concentracién proteinica 50 mg/ml, fosfato sédico 25 mM, cloruro sédico 50
mM, pH de 7,5, <5 % de especies de APM.
® densidad de la solucion a granel formulada = aprox. 1,04 g/ml.

Se anade la cantidad necesaria de sustancia farmacéutica de CTLA4lg a un recipiente de mezclado limpio y
esterilizado de acero inoxidable equipado con un mezclador. La soluciéon de la sustancia farmacéutica se mezcla a
250 + 50 rpm manteniendo la temperatura de la solucién entre 5-25 °C.

Se afnade la cantidad necesaria de maltosa monohidratada en polvo al recipiente de mezclado. La solucién se
mezcla durante un minimo de 10 minutos a 15-25 °C.

El pH de la solucién se ajusta a 7,3-7,7, si fuera necesario usando la solucién de hidroxido sédico 1 N o la solucién
de acido clorhidrico 1 N preparadas anteriormente. El lote se lleva al peso final del lote (c.s. final) usando agua
inyectable, USP, y se mezcla durante un minimo de 8 minutos. Se toman muestras de la solucion a granel formulada
para determinar el pH.

La solucién a granel formulada se filtra previamente con un filtro de 0,45 pm. Se toman muestras de la solucién a
granel formulada después de filtrar con un filtro de 0,45 um para determinar la carga bioldgica y el contenido en
endotoxinas bacterianas (BET).

La solucién a granel formulada prefiltrada se esteriliza por filtracién con dos filiros de 0,22 pm en serie antes del
llenado.

La solucién a granel formulada esterilizada por filtracién se envasa y se tapa parcialmente con un tapén de butilo gris
Daikyo de 20 nm mediante una maquina automatica de envasado y taponado. Los viales con laminado interior de
vidrio de plomo de tipo | de 15 cc se lavan y se esterilizan/despirogenizan.

Los viales de producto farmacéutico cargados y parcialmente taponados se liofilizan. En la Tabla 6 siguiente se
proporciona un resumen del ciclo de liofilizacion que se usé para la liofilizacién del producto farmacéutico con
CTLA4Ig.

TABLA 6

Ciclo de liofilizacion para el producto farmacéutico con CTLA4lg liofilizado
Parametro de procesamiento Control durante el proceso
Temperatura de carga 5+3°C
Congelacién (curva descendente) De 5 °C a -45 °C en 2,5 horas.
Congelacién Mantener a -45 + 3 °C durante 4 horas.
Secado primario (curva descendente) De -45 °C a-19 °C en 2 horas.
Secado primario (vacio) 100 + 20 micrémetros
Secado primario Mantener a -19 + 2 °C durante 84 horas.
Secado intermedio (curva De -19 °C a0 °C en 2 horas.
descendente)
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Ciclo de liofilizacion para el producto farmacéutico con CTLA4lg liofilizado

Paradmetro de procesamiento

Control durante el proceso

Secado intermedio

Mantener a 0 + 3 2C durante 8 horas.

Secado secundario (curva
descendente)

De 0 2C a 30 °C en 2,5 horas.

Secado secundario (vacio)

100 + 20 micrometros

Secado secundario

Mantener a 30 °C durante 12 horas.

Taponado

30+3°%C

Taponado (Vacio)

500 + 100 micrémetros

Mantener a 20 + 3 °C durante al menos 4

Almacenamiento antes de descargar
9 horas.

Al final del ciclo de liofilizacion, la presion de la camara se eleva a 500 micrémetros usando nitrogeno esterilizado
por filtraciéon y se lleva a cabo el taponado de los viales a vacio. Los viales taponados permanecen en el liofilizador
durante al menos 4 horas. Los viales liofilizados y taponados se sellan con un precinto de aluminio de 20 mm, blanco
flip-off con aire filtrado con HEPA mediante la maquina taponadora. Los viales sellados se enjuagan con agua
mediante un lavaviales exterior. Los viales con el producto farmacéutico lavados se almacenan de 2 a 8 °C.

La composicién de producto farmacéutico de CTLA4Ig liofilizado (250 mg/vial) se recoge en la Tabla 7 siguiente.

TABLA 7
Composicién de producto farmacéutico de CTLA4lg liofilizado (250 mg/vial)

Componente Cantidad (mg/vial)b
CTLA4lg 262,5

Maltosa monohidratada 525

Fosfato s6dico monobdsico, monohidratadob 18,1

Cloruro sédicob 15,3

Acido clorhidrico Ajustar a 7,5
Hidroxido sodico Ajustara 7,5

; Incluye un 5 % extra para las pérdidas en el vial, aguja y jeringuilla.
Estos componentes estan presentes en la solucion de la sustancia farmacéutica con CTLA4Ig.

EJEMPLOII

El producto farmacéutico de CTLA4lg SC, 125 mg/ml (125 mg/vial) se formula en forma de una solucion estéril,
apirégena, lista para usar adecuada para la administracion subcutanea. Se fabrica un lote de producto farmacéutico
de CTLA4Ilg SC, 125 mg/ml (125 mg/vial) a una escala de 5 | (3.500 viales). La féormula del lote se describe en la
Tabla 8 siguiente.

TABLA 8

Férmula del lote
Componente Cantidad (g)
Sustancia farmacéutica con CTLA4Iga 625
Sacarosa 850
Poloxamer 188 40
Fosfato s6dico monobasico, monohidratado 0,715
Fosfato sodico dibasico, anhidro 4,86
Agua inyectable c.s. hasta 5,0 |
Tamarno total del lote (1) 5,0
¥ Sustancia farmacéutica con CTLA4Ig: concentracion proteinica 50 mg/ml, fosfato sédico 25 mM, cloruro
sédico 50 mM, pH de 7,5, <5 % de especies de APM.

Tal como se describe anteriormente en el Ejemplo |, el procedimiento de fabricacién para el producto farmacéutico
de CTLA4Ig SC, 125 mg/ml (125 mg/vial) supone el intercambio de tampones de la sustancia farmacéutica a granel
de fosfato sédico 15 mM, cloruro sédico mM a un pH de 7,5 a tampdn de fosfato sédico 10 mM a pH 7,8, seguido de
concentracién de la proteina de ~50 mg/ml a ~150 mg/ml por eliminacién del tampdn. Después se disuelven la
sacarosa y el Poloxamer 188 en la solucion de proteina concentrada y se ajusta el peso del lote final con tamp6n de
fosfato sédico 10 mM, a pH 7,8. La solucion a granel se filira a través de un filtro esterilizador de 0,22 micrometros y
se carga en viales de vidrio de plomo de tipo | de 5 cc esterilizados y despirogenados, tapados con tapones de
caucho de 20 mm y sellados con precintos flip-off de aluminio de 20 mm.

La composicién del producto farmacéutico de CTLA4lg SC, 125 mg/ml (125 mg/vial) se proporciona en la Tabla 9
siguiente.
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TABLA 9

Composicion del producto farmacéutico de CTLA4Ig SC, 125 mg/ml (125 mg/vial)
Componente Cantidad (mg/vial)®
CTLAA4lg 175
Sacarosa 238
Poloxamer 188 11,2
Fosfato s6dico monobésico, monohidratado 0,20
Fosfato sédico dibasico, anhidro 1,36
Agua inyectable c.s. hasta 1,4 ml
? Incluye un 40 % extra para las pérdidas en el vial, aguja y jeringuilla.

EJEMPLO Il

La artritis reumatoide (AR) es un trastorno autoinmunitario que puede provocar la destruccion progresiva de las
articulaciones, deformidad, discapacidad fisica significativa y mala calidad de vida. No se ha demostrado que ningun
tratamiento prevenga el desarrollo de la AR. Este estudio comparara la eficacia de CTLA4lg con placebo en la
prevencion del desarrollo de AR en sujetos con artritis indiferenciada (Al) de inicio reciente que presentan un riesgo
elevado de desarrollar AR durante el periodo del estudio.

Objetivo primario

Evaluar la proporcién de sujetos con Al que desarrollan AR segln se define en los criterios de la ARA de 1987 un
afno después del inicio de la medicacién ciega del estudio.

Objetivos secundarios

1) Evaluar la proporcion de sujetos con Al que desarrollan AR segun se define en los criterios de la ARA de 1987
dos anos después del inicio de la medicacion ciega del estudio.

2) Evaluar el grado de sinovitis y lesiones articulares estructurales de las manos (articulaciones carpianas, MCP
y PIP) a los 6, 12, y 24 meses después del inicio del tratamiento en estudio entre los dos grupos de tratamiento
usando RM.

3) Evaluar la proporcién de sujetos con sinovitis clinica sintomatica persistente a los 6, 12, y 24 meses después
del inicio de la medicacién entre los dos grupos de tratamiento.

4) Evaluar el efecto farmacodinamico de CTLA4lg sobre los niveles en suero de autoanticuerpos [factor
reumatoide IgM y contra péptido citrulinado ciclico (anticuerpos contra CCP2)].

5) Evaluar la actividad de la enfermedad en funcién del tiempo entre los grupos de tratamiento usando los
valores medios de la puntuacion en el DAS completo (CRP).

6) Evaluar la proporcion de sujetos con puntuacion en el DAS completo de <1,6 a los 6, 12, y 24 meses.

7) Evaluar la funcién fisica y calidad de vida relacionada con la salud usando los instrumentos de Indice de
discapacidad de HAQ (HAQ) y SF-36, respectivamente.

8) Evaluar la seguridad de CTLA4lg en esta poblacién del estudio, que incluye evaluacién de la capacidad
inmunodgena de CTLA4Ig tras completar un ciclo de tratamiento de seis meses.

Objetivo terciario

1) Evaluar los cambios en componentes fundamentales de la variable compuesta de AR segun el ACR (artritis
reumatoide segun el American College of Rheumatology) en funcién del tiempo entre los dos grupos de tratamiento.

Disefio del estudio

Este estudio es un estudio de disefio en paralelo, aleatorizado, de doble ciego, controlado con placebo, de dos
grupos de 12 meses de duracién para el criterio de valoracién primario y de 24 meses para el criterio de valoracion
secundario. Los sujetos se asignaran de forma aleatoria 1:1 para recibir o CTLA4Ilg o placebo durante los seis
primeros meses del estudio. La aleatorizacion se estratificara en dos grupos basandose en la presencia o ausencia
de erosiones (leidas centralmente). Se permitird a los sujetos tomar farmacos antiinflamatorios no esteroideos
(AINE) durante todo el estudio. Se permitird a los sujetos tomar una dosis oral baja estable de corticosteroides
(equivalente a <10 mg de prednisona al dia) durante todo el estudio. Pueden utilizarse hasta dos de las siguientes
medicaciones de corticosteroides concomitantes a dosis elevadas cada seis meses del ensayo segun el criterio del
investigador: ciclo oral (equivalente a 20 mg/dia de prednisona al dia durante un maximo de dos semanas), 0 una
Unica dosis IM o una Unica dosis IA. Los sujetos con artritis persistente después de seis meses de la medicacion del
estudio pero que no cumplen los criterios de AR se observaran sin la medicacion del estudio y se les permitira tomar
las medicaciones concomitantes que se describen anteriormente segun el criterio del investigador. No se permitiran
administraciones posteriores de medicacion del estudio.

Los sujetos que desarrollen el criterio de valoracién primario (AR segun criterios de la ARA) en cualquier momento
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durante el ensayo se excluiran del estudio y se les permitird recibir tratamiento antirreumatico segun el criterio del
investigador, que incluye DMARD y/o tratamiento bioldgico.

A los sujetos inicialmente se les administraran dosis basandose en su peso en la visita de seleccion. Los sujetos que
pesen < 60 kg recibiran 500 mg; los sujetos que pesen entre 60 y 100 kg recibiran 750 mg, y los sujetos que pesen >
100 kg recibiran 1 gramo. Se administrara CTLA4Ig los Dias 1, 15, 29 y cada 28 dias después de eso durante un
total de 8 dosis. Se permitira a los sujetos tomar una dosis oral baja estable de corticosteroides (equivalente a <10
mg de prednisona al dia) durante todo el estudio.

Los sujetos a los que se les ha diagnosticado artritis inflamatoria indiferenciada se evaluaran en el Periodo de
seleccién para determinar la presencia o ausencia de anticuerpos contra péptidos citrulinados ciclicos (anticuerpos
contra CCP2). Los sujetos que presenten una prueba positiva de anticuerpos contra CCP2 se estratificaran
basandose en la presencia o ausencia de erosiones y se asignaran aleatoriamente al Periodo de tratamiento con el
farmaco del estudio. El Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio sera de seis meses de tratamiento o con
CTLA4Ig o con placebo. Los sujetos que completen el periodo de tratamiento que no cumplan los criterios de AR se
observaran sin de la medicacién del estudio en el Periodo de observacién manteniendo el ciego. El Periodo de
observacion consistira en visitas trimestrales durante 18 meses para determinar la seguridad y eficacia.

Poblacion del Estudio

Hombres o mujeres (que no estén lactando ni embarazadas) de al menos 18 afnos de edad, pero no superior a los
75 afios con diagnéstico de artritis inflamatoria indiferenciada (Al) que presenten sinovitis clinica sintomatica de dos
0 mas articulaciones y que 1) posean al menos uno y no mas de tres de los criterios de la ARA de 1987 para el
diagndstico de AR, 2) no cumplan los criterios de diagnéstico para ninguna otra enfermedad reumatica (por ejemplo,
lupus eritematoso), y 3) que también sean positivos para autoanticuerpos contra péptidos citrulinados ciclicos
mediante ELISA (Immunoscan AR Mark 2, Euro-Diagnostica, Arnhem, Holanda). La duraciéon de la enfermedad
[definida como el tiempo desde el inicio de los sintomas (dolor de la articulacion, hinchazén, o rigidez significativa)
de artritis inflamatoria indiferenciada hasta la admision] debe ser de menos de 18 meses. No se permite ningin
tratamiento anterior con DMARD ni tratamiento bioldgico antes de la seleccion.

Criterios de evaluacién

El criterio de valoracion primario del estudio sera la proporcion de sujetos con un diagndstico de AR segun los
criterios de la ARA de 1987 a 12 meses.

La medicién de los criterios de valoracion secundarios incluyen la proporcién de sujetos con diagnostico de AR
segun los criterios de la ARA de 1987 a los 24 meses, la proporcién de sujetos con sinovitis clinica sintomatica
persistente a los 6, 12, y 24 meses, la puntuacion media del DAS completo (CRP) a los 6, 12, y 24 meses, la
proporcion de sujetos con una puntuacion en el DAS de <1,6 a los 6, 12, y 24 meses, valoraciones de factor
reumatoide y de anticuerpos contra CCP e inflamacién y lesiones estructurales (grado de sinovitis, erosiones, y
osteitis) de las manos segin RM con contraste de gadolinio usando un lector centralizado ciego a la secuencia y el
tratamiento. Los criterios de valoracion referidos por los sujetos incluiran el HAQ y SF-36.

Los cambios en los componentes fundamentales de la variable compuesta de AR segun el ACR se evaluaran en
funcion del tiempo entre los dos grupos de tratamiento como criterio de valoracion terciario.

Andlisis de la eficacia

El andlisis de la eficacia primario sera evaluar las tasas de desarrollo de AR a los 12 meses en CTLA4lg y placebo.
Se proporcionaran estimaciones puntuales y de intervalos para la proporcion de sujetos con diagndstico de AR a los
12 meses para los dos grupos de tratamiento. Los sujetos que interrumpan el estudio con una razén expresada de
“falta de eficacia” en el CRF se considerard que no responden para el criterio de valoracion primario (es decir, se
contaran en el numerador y denominador al evaluar la proporcion de sujetos que desarrollan AR segun los criterios
de la ARA). Si a un sujeto le faltan datos en la visita del mes 12 sin que se deba a la interrupcion y tiene una
evaluacion de la visita posterior, se usard esta evaluacion en el andlisis de los 12 meses. Si no, los sujetos no se
incluiran en el analisis. Se realizaran analisis similares para evaluar las tasas de desarrollo de AR a los 24 meses.

El grado de sinovitis y de lesiones articulares estructurales se evaluara usando RM. Se usara el sistema de
puntuacion OMERACT 6 AR RM (Ostergaard, M. y cols., “OMERACT Rheumatoid Arthritis Magnetic Resonance
Imaging Studies. Core Set of MRI Acquisitions, Joint Pathology Definitions, and the OMERACT AR-MRI Scoring
System”, J. Rheumatology, 30(6):1385-1386 (2003)). Se resumiran los cambios desde el inicio en erosion, edema, y
sinovitis a los 6, 12, y 24 meses usando herramientas estadisticas descriptivas.

La persistencia de sinovitis clinica sintomatica se evaluara a los 6, 12 y 24 meses. Las tasas de sinovitis persistente

se resumirdn con estimaciones puntuales e intervalos de confianza al 95 % para los grupos con CTLA4Ig y con
placebo.
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Se evaluara el efecto farmacodinamico de CTLA4Ig sobre los niveles en suero de autoanticuerpos [factor reumatoide
IgM y contra péptido citrulinado ciclico (anticuerpos contra CCP2)]. Se resumird la distribucion de las variables
farmacodinamicas en las visitas al inicio, del mes 12 y del mes 24, junto con sus cambios desde el nivel inicial, por
grupo de tratamiento. La proporcién de sujetos que alcancen resultados positivos/negativos se resumird por grupo
de tratamiento y el estado inicial (positivo/negativo).

Los cambios medios desde el nivel inicial en DAS completo (CRP), HAQ y todos los componentes de SF-36 a los 6,
12 y 24 meses se resumira con estimaciones puntuales e intervalos de confianza al 95 % para los grupos con
CTLA4Ig y con placebo en cada visita. Ademas, los porcentajes de sujetos con remision (puntuacion en el DAS
completo <1,6) se resumira por grupo de tratamiento.

Los cambios en los componentes fundamentales de la variable compuesta de AR segun el ACR se evaluaran en
funcion del tiempo entre los dos grupos de tratamiento.

Analisis de la seguridad

Se enumeraran los hallazgos significativos de la exploracion fisica y de los resultados de las pruebas clinicas y de
laboratorio. Se tabularan las estadisticas de resumen. Se generaran distribuciones de frecuencia y listados
individuales de todos los eventos adversos. Se enumeraran los cambios en los resultados de las pruebas clinicas de
laboratorio desde el nivel inicial. Las interrupciones se resumiran por causa y por grupo de grupo de tratamiento.

Analisis de la capacidad inmundégena

La distribucion de las variables de la capacidad inmundgena y sus cambios desde el nivel inicial se resumira usando
herramientas estadisticas descriptivas (medias geométricas, desviaciones tipicas, etc.) y también se calcularan los
intervalos de confianza al 95 % de los cambios desde el nivel inicial. La falta de capacidad inmundgena se define
como la ausencia de una respuesta positiva. La existencia de una respuesta positiva se define basandose en un
valor de corte de ensayo para la positividad para cada ensayo y la confirmacién de esa respuesta se hace por
inmunodeplecion. Para el ensayo contra CTLA4Ig, el valor se calcula dividiendo la DO media de la muestra de suero
del sujeto tras la administracion entre la media de la DO de la muestra de suero del sujeto antes de la administracién
(Dia 1). Para el ensayo contra CTLA4-T, el valor de corte se calcula dividiendo la DO media de la muestra de suero
del sujeto tras la administracion entre la DO media del control negativo de la placa de muestras. El valor de corte se
establece durante la validacién del ensayo y puede reestablecerse cuando se hagan cambios en las poblaciones de
sujetos o en los reactivos del ensayo. Si una muestra es negativa, se le asigna un valor < la dilucién que se evalla.
Si el valor es positivo, se evalla una dilucién seriada y se le asigna un valor de valoracién correspondiente al
reciproco de la dilucién del suero interpolada que es igual al valor de corte para positividad establecido. También se
calculara la tasa de respuesta positiva (si la hubiera) y su intervalo de confianza al 95 %.

Criterios para la seleccién de sujetos

Para ser admitido en el estudio, DEBEN cumplirse los siguientes criterios.

Criterios de inclusion

A. Consentimiento informado por escrito firmado

El sujeto esta dispuesto a participar en el estudio y firma el consentimiento informado.

B. Poblacién diana

Los sujetos deben haber sido diagnosticados de Al. Un sujeto con Al deberia tener sinovitis clinica sintomatica de
dos o mas articulaciones y deberia presentar al menos uno y no mas de tres de los criterios de clasificacion de AR

de la American Rheumatism Association (1987).

Los sujetos no deben cumplir los criterios para el diagnéstico de ninguna otra enfermedad reumatica (por ejemplo,
lupus eritematoso).

La duraciéon de la enfermedad del sujeto [definida como el tiempo desde el inicio de los sintomas (dolor de la
articulacién, hinchazén o rigidez) de artritis inflamatoria indiferenciada hasta la admisién] debe ser de menos de 18
meses.

Los sujetos deben ser positivos para autoanticuerpos contra péptidos citrulinados ciclicos por ELISA (Immunoscan
AR Mark 2, Euro-Diagnostica, Arnhem, Holanda).

C. Edad y sexo
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Hombres y mujeres de edades entre 18 y 75 afos. Los hombres y mujeres en edad fértil pueden ser admitidos si
practican medidas anticonceptivas eficaces.

D. Medicacion concomitante

Se permite el uso de corticosteroide oral a dosis baja estable durante todo el estudio. El tratamiento debe haberse
reducido al equivalente de <10 mg prednisona al dia durante 28 dias y estabilizarse durante al menos 25 de los 28
dias antes del tratamiento (Dia 1).

Criterios de exclusién
A. Sexo y estado reproductor

1) Las mujeres en edad fértil que no estén dispuestas o no puedan usar un procedimiento aceptable para evitar
los embarazos durante todo el periodo del estudio y durante hasta 10 semanas después de la ultima infusién de
CTLA4Ig

2) Las mujeres que estan embarazadas o dando el pecho

3) Las mujeres con una prueba de embarazo positiva en el momento de la admision o antes de la administracién
del farmaco del estudio

4) Los hombres que no que no estén dispuestos 0 no puedan usar un procedimiento anticonceptivo adecuado
durante todo el Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio y durante hasta 10 semanas después de la
ultima infusion de la medicacién del estudio.

B. Historia médica y enfermedades concurrentes

5) Los sujetos que estan imposibilitados, incapacitados o incapaces de completar las evaluaciones relacionadas
con el estudio.

6) Los sujetos que cumplen los criterios para el diagnostico de ninguna otra enfermedad reumatica (por ejemplo,
lupus eritematoso).

7) Con una duracién de artritis indiferenciada superior a 18 meses

8) Los sujetos que previamente han recibido tratamiento con un tratamiento biolégico de AR autorizado
(infliximab, etanercept, anakinra, adalimumab).

9) Los sujetos con vasculitis activa de un sistema organico principal.

10) Sintomas actuales de enfermedad renal, hepatica, hematoldgica, gastrointestinal, pulmonar, cardiaca,
neuroldgica o cerebral grave, progresiva o incontrolada. Afecciones médicas concomitantes que, en opinién del
investigador, puedan poner al sujeto en un riesgo inaceptable durante la participacién en este estudio.

11) Sujetos femeninos que no hayan pasado una prueba de deteccion de cancer de mama apropiado segun la
edad y/o los factores de riesgo (segln se define en las directrices publicadas y/o estandares locales aprobados
por la sociedad nacional de cancer o médica y/o el Ministerio de sanidad), o que hayan tenido un estudio de
deteccion de cancer de mama que sea sospechoso de malignidad y en el que la posibilidad de malignidad no
pueda excluirse razonablemente tras evaluaciones clinicas, de laboratorio u otras diagnésticas adicionales.

12) Los sujetos con historia de cancer en los Ultimos cinco afos (excepto canceres de células epiteliales distintos
del melanoma curados por reseccion local). Los canceres de células epiteliales distintos del melanoma deben
eliminarse antes de la administracion.

13) Los sujetos que presentan drogadiccion o alcoholismo clinicamente significativo.

14) Los sujetos con cualquier infeccién bacteriana aguda grave (tal como neumonia o pielonefritis a no ser que
sea tratada y se haya resuelto completamente con antibiéticos).

15) Los sujetos con infecciones bacterianas crénicas o recurrentes graves (tales como neumonia recurrente,
bronquiectasia croénica).

16) Los sujetos con tuberculosis activa (TB) que requiera el tratamiento en los 3 afios anteriores. Los sujetos con
una PPD positiva en la seleccion no podran ser admitidos durante el estudio a no ser que se haya descartado
una infeccion activa por TB, y presenten una placa toracica negativa en el momento de la admision. Una
respuesta de PPD que sea igual o superior a 10 mm deberia considerarse que es una prueba positiva, aunque
puede aplicarse un umbral menor (5 mm) segin venga determinado por la circunstancia clinica y por el
investigador de acuerdo con directrices publicadas y/o estandares locales avalados por la sociedad médica.

17) Los sujetos con herpes zdster que se haya resuelto menos de 2 meses antes de la admisién.

18) Los sujetos con indicios (evaluados por el investigador) de infecciones bacterianas o viricas activas o latentes
en el momento de la admision, que incluye a los sujetos con indicios de infeccion por virus de la
inmunodeficiencia humano (VIH).

C. Hallazgos en las pruebas fisicas y de laboratorio
19) Sujetos positivos para antigeno superficial de la hepatitis B.

20) Sujetos positivos para anticuerpos contra la hepatitis C que también sean RIBA-positivos o PCR-positivos.
21) Los sujetos con cualquiera de los siguientes valores de laboratorio:
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Hgb < 8,5 g/dl.

Leucocitos < 3.000/mm?® (3 x 10%)

Plaquetas < 100.000/mm® (100 x 10%/1).

Creatinina en suero > 2 veces sobre el limite de la normalidad.
ALT o AST en suero > 2 veces sobre el limite de la normalidad.

Cualesquiera otros resultados de pruebas de laboratorio que, en opinién del investigador, puedan poner al sujeto en
un riesgo inaceptable durante la participacion en este estudio.

D. Terapias y/o medicaciones prohibidas

22) Los sujetos que han recibido tratamiento con CTLA4Ilg, o CTLA4Ig en cualquier momento.

23) Los sujetos que han recibido tratamiento con cualquier farmaco en investigacién en los 28 dias (0 menos de
5 semividas de eliminacién terminales) anteriores a la dosis del Dia 1.

24) Los sujetos que actualmente estan recibiendo tratamiento con columnas de inmunoadsorcién (tales como
columnas Prosorba), micofenolato mofetil (CELLCEPT®), ciclosporina, D-Penicilamina, o inhibidores de
calcineurina.

25) Tratamiento anterior con DMARD antes de la seleccién.

E. Otros criterios de exclusién

26) Los prisioneros o sujetos detenidos obligatoriamente (encarcelados involuntariamente) durante el tratamiento
de una enfermedad siquiatrica o fisica (por ejemplo, una enfermedad infecciosa) no deben admitirse a este
estudio.

Sujetos que participan en la evaluacién por RM

El radidlogo de las instalaciones de RM del emplazamiento es responsable de determinar si esta contraindicado que un
sujeto se someta a este procedimiento. La siguiente es una lista de las afecciones habituales que pueden impedir que el
sujeto se someta a una RM de las manos/mufiecas. Sin embargo, esto no deberia usarse como sustituto de los
estandares sanitarios clinicos locales. La decision final de realizar una RM en un sujeto individuas de este estudio es del
radidlogo del emplazamiento, del investigador, y los estandares fijados por el Comité ético local.

1) Los sujetos que tienen historia de claustrofobia.

2) Los sujetos que tienen una limitacién fisica que no les permite entrar en el tinel de los imanes (es decir, peso
corporal superior a 250 libras 0 113,4 kilogramos).

3) Los sujetos con perfilador de ojos tatuado o con tatuajes directamente en la mano o mufieca (area del que se
van a obtener imagenes).

4) Los sujetos que presenten una historia de reaccion alérgica a los agentes de contraste.

5) Los sujetos que han sido expuestos a un agente de contraste radioldgico en las 72 horas anteriores al examen
por RM.

6) Los sujetos que tienen una articulacion fusionada o sustituciones en las articulaciones de la mano o mufieca
que estén siendo evaluados por el examen mediante RM.

7) Los sujetos con marcapasos, cables de marcapasos epicardiacos, protesis de valvulas cardiacas
incompatibles con la RM, clips vasculares incompatibles con la RM, o clips de aneurisma de cualquier edad
incompatibles con la RM.

8) Los sujetos con implantes cocleares incompatibles con la RM.

9) Los sujetos con estimuladores de los nervios vertebrales.

10) Los sujetos con una bomba de infusién.

11) Los sujetos con fragmentos metdlicos en los ojos/Orbitas o cerca del cerebro o de estructuras
neurovasculares mayores del cuerpo, sujetos con una vida laboral que suponga exposicion a soldadura, o
sujetos que tengan metralla en cualquier parte del cuerpo.

Administracion de CTLA4Ig o Placebo
Los sujetos se asignaran de forma aleatoria a 1 de 2 grupos de tratamiento:

Grupo 1: infusiones intravenosas de CTLA4Ig (N = 25).
Grupo 2: infusiones intravenosas de placebo (N = 25).

Los sujetos que reciban CTLA4lg activa se les administrara una dosis basandose en su peso en la visita de
seleccién. Los sujetos que pesen < 60 kg recibiran 500 mg; los sujetos que pesen entre 60 y 100 kg recibiran 750
mg, Y los sujetos que pesen > 100 kg recibiran 1 gramo. Los sujetos a los que se les asigne de forma aleatoria para
que reciban placebo se les administrard dextrosa al 5 % en agua o solucion salina normal (NS).
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Las dosis de la infusion se basaran en el peso corporal del sujeto en la visita de seleccion justo antes de la visita del
Dia 1. El Sistema de aleatorizacion central confirmara el peso corporal del sujeto y asignara el nimero de viales de
CTLA4Ig a asignar para la visita. Los sujetos recibiran las dosis de la medicacion del estudio en cada visita durante
el periodo de tratamiento (Dias 1, 15, 29, 57, 85, 113, 141, y 169). Se permite un intervalo de +/- 3 dias para las
dosis de los Dias 15 y 29; se permite un intervalo de +/- 7 dias para las dosis posteriores. Las infusiones deberian
producirse aproximadamente en el mismo momento del dia durante toda la duracién del estudio. Todas las dosis de
la medicacion del estudio se administraran por via intravenosa a un volumen fijo de 100 ml a caudal constante
durante aproximadamente 30 minutos. La via IV debe enjuagarse con 25 ml de D5W o de solucion NS al final de la
infusion. La solucion de infusion debe proporcionarse al personal que administre la dosis en un envase que no
identifique el contenido, de forma que se mantenga el ciego. El asesor clinico debe ser ciego a la asignacién del
tratamiento haciendo que un eslabén diferente cualificado de la plantilla realice la infusién de la medicacion del
estudio. Todas las infusiones intravenosas se haran con el sujeto en posicion sedente. No se realizaran ajustes en el
nivel o la pauta de las dosis de tratamiento. Los sujetos se observaran para determinar los eventos adversos y los
signos vitales (tension sanguinea, ritmo cardiaco, respiraciones, temperatura) se controlaran desde del inicio de
cada infusién (antes de la administracion y durante 60 minutos). Existe un intervalo de +/- 5-minutos para la
obtencion de los signos vitales. Los sujetos se observaran durante un minimo de 1 hora desde el inicio de la
infusion. El Periodo de observacion deberia extenderse si es lo clinicamente indicado.

Modificaciones de las dosis en ausencia de eventos adversos

En ausencia de eventos adversos que se considere que estan al menos posiblemente relacionados con el
tratamiento con la medicacion del estudio, los sujetos completaran sus infusiones programadas tal como se ha
prescrito por protocolo. La dosis programada del sujeto se administrara en 72 horas (+/- 3 dias) antes o después del
dia diana para adaptarse a la conveniencia del sujeto y/o del personal del emplazamiento para los Dias 15 y 29. Se
permite un intervalo de +/- 7 dia para las dosis posteriores.

Tratamientos prohibidos y restringidos durante el estudio

No estan permitidos los DMARD (por ejemplo, metotrexato, oro oral o parenteral, sulfasalazina, cloroquina,
hidroxicloroquina, D-penicilamina, azatioprina, leflunomida, ciclosporina) o biolégicos (por ejemplo, etanercept,
adalimumab, anakinra).

Se permitira a los sujetos tomar farmacos antiinflamatorios no esteroideos durante todo el estudio. Se permitira a los
sujetos tomar una dosis oral baja estable de corticosteroides (equivalente a <10 mg de prednisona al dia) durante
todo el estudio. Pueden utilizarse hasta dos de las siguientes medicaciones de corticosteroides concomitantes a
dosis elevadas cada seis meses del ensayo segun el criterio del investigador: ciclo oral (equivalente a 20 mg/dia de
prednisona al dia durante un maximo de dos semanas), o una uUnica dosis IM (intramuscular) o una Unica dosis IA
(intraarticular).

Se permite el uso de farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), que incluyen aspirina (ASA), durante este
periodo.

Deberian evitarse las inyecciones IA e IM de corticosteroides. No se permiten inyecciones IA o IM de esteroides a
dosis altas ARE durante el mes anterior a la evaluacion clave de la eficacia (es decir, Dia 169, mes 12, y mes 24).

Las siguientes medicaciones pueden usarse, excepto 12 horas antes de la evaluacién articular:

acetaminofeno (paracetamol)

productos combinados que incluyan acetaminofeno y analgésicos narcéticos (por ejemplo, acetaminofeno con
fosfato de codeina, acetaminofeno con napsilato de propoxifeno, acetaminofeno con clorhidrato de oxicodona,
acetaminofeno con bitartrato de hidrocodona, etc.) tramadol

TABLA 10

Procedimientos y observaciones del estudio
A. Fase de tratamiento con el farmaco del estudio en doble ciego

Dia15 |Dia29 |Dia57 |Dia85 |Dia 113 |Dia 141 |Dia 169
Dia de visita Dia1®  |(+/- (+/- (+/- (+/- (+/- (+/- (+/-
3dias) |3dias) |7 dias) |7 dias) |7 dias) |7 dias) |7 dias)

Aleatorizar y estratificar a los sujetos

(Contactar con el Centro de X

aleatorizacién central)

Evaluaciones de la eficacia X
Radiografias de manos y pies X
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Procedimientos y observaciones del estudio
A. Fase de tratamiento con el farmaco del estudio en doble ciego

Dia15 |Dia29 |Dia57 |Dia85 |Dia 113 |Dia 141 |Dia 169
Dia de visita Dia 1% |(+/- (+/- (+/- (+/- (+/- (+/- (+/-
3dias) |3dias) |7dias) |7 dias) |7 dias) |7 dias) |7 dias)

RM de mano-muneca con gadolinio
(Unicamente en emplazamientos X
europeos)

Recuento de 'glrticulaciones con dolor
por palpacion

Recuento de articulaciones hinchadas

Evaluacion del dolor por el sujeto

Evaluacion de la actividad de la
enfermedad por el sujeto

Evaluacién global por el doctor de la
actividad de la enfermedad

X | X | X [ X[X| X

X | X | X [X[X| X
X | X | X [X[X| X

Evaluacion global por el sujeto de la
funcién fisica (HAQ)

X X | X | X |IX|X]| X
X | X | X [ X[X| X
X| X | X | X [X|X]| X

SF-36

XX X | X | X [ X|X]| X
XX X | X | X [X[|X]| X

Respuesta de los sujetos al tratamiento

Evaluaciones de la seguridad

Control de los eventos adversos

XX
X
x

XX
x
X

x
X[>
x

Examen fisico parcial

ECG

XXX [X

Signos vitales X X X X X X X

Analitica

Hemograma

XX
X
x
x
x
x
X

Bioquimica

Analisis de orina

Prueba de embarazo en orina/suero
(solo mujeres en edad fértil)°

CRP

RF de IgM

x

x

x

x

x

x
XOIX|X| X XXX

Biomarcadores (IL-6, TNFa, IL-1 beta,
MMP-3)

Tipado de HLA

XX X [ X[X| X

Capacidad inmundgena X

Anticuerpos contra CCP2 X

Administracion X X X X X X X X

 Todas las evaluaciones y resultados deben ser revisadas antes de contactar con el Centro de aleatorizacién
central. Todas las evaluaciones deben realizarse antes de la administracion.
Se realizara una evaluacién de recuento 68/66.

C - . . . P
Deberia realizarse una prueba de embarazo negativa en las 48 horas anteriores a la visita.

B. Observacién de doble ciego posterior al tratamiento

Dia de visita (se permiten +/- 7 dias para|Mes 9 Mes 12 |Mes 15 [Mes 18 |Mes21 |Mes 24 Term
los meses 9, 15, 18, y 21; se permiten  |(Dia (Dia (Dia (Dia (Dia (Dia temorana
+/- 30 dias para los meses 12y 24) 253) 365)% 449) 533) 617) 729) P
Evaluaciones de la eficacia

Radiografias de manos y pies” X X

RM de mano-mufeca con gadolinio

(Unicamente en emplazamientos X X

europeos)

Recuento de articulaciones con dolor X X X X X X X
por palpacion®

Recuento de articulaciones hinchadas X X X X X X X
Evaluacion del dolor por el sujeto X X X X X X X
Evaluacion de la actividad de la X X X X X X X
enfermedad por el sujeto

Evaluacion global por el doctor de la

actividad de la enfermedad X X X X X X X
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Dia de visita (se permiten +/- 7 dias para|Mes 9 Mes 12 |Mes 15 |[Mes 18 |Mes 21 [Mes 24 Term
los meses 9, 15, 18,y 21; se permiten  |(Dia (Dia (Dia (Dia (Dia (Dia temorana
+/- 30 dias para los meses 12y 24) 253) 365)° 449) 533) 617) 729) P
Evaluacion global por el sujeto de la

funcion fisica (HAQ) X X X X X X X
SF-36 X X X X X X X
Respuesta de los sujetos al tratamiento X X X X X X X
Evaluaciones de la seguridad

Control de los eventos adversos X X X X X X X
Examen fisico parcial X X X X X X X
Examen fisico completo

Peso X X
Signos vitales X X X X X X X
Analitica

Hemograma X X X X X X X
Bioquimica X X X X X X X
Analisis de orina X X
Prueba c!e embarazo en,o['lna/suero X X X X X X X
(solo mujeres en edad fértil)

Deteccion de cancer de mama

Anual/periddica (sélo mujeres) X X X
CRP X X X X X X X
RF de IgM X X
Biomarcadores (IL-6, TNFa, IL-1 beta, X X

MMP-3)

Capacidad inmundgena X X

Anticuerpos contra CCP2 X X

2 Si el sujeto no se presenta en la clinica para la visita de los 12 meses, todas las evaluaciones necesarias para el
mes 12 se realizaran en la siguiente visita clinica.

Si las radiografias se toman entre los meses 6 y 12 y el sujeto interrumpe el tratamiento, las radiografias deberian
enviarse al lector central para evaluar la puntuacion en el Sharp modificado por Genant.
Z Se realizara una evaluacién de las articulaciones de recuento 68/66.

Deberia realizarse una prueba de embarazo negativa en las 48 horas anteriores a la visita.

Evaluaciones de la seguridad

Todos los sujetos que reciban una dosis de farmaco del estudio seran evaluados en pruebas de seguridad y
capacidad inmundgena. Los criterios de valoracién de la seguridad incluyen eventos adversos, cambios clinicamente
significativos de los signos vitales, y anormalidades en las pruebas de laboratorio. El investigador determinara la
gravedad de cada evento adverso como leve, moderada, grave, o muy grave. Los hallazgos del laboratorios que el
investigador sienta que son clinicamente relevantes basandose en las Directrices del laboratorio deberian registrarse
como eventos adversos. Ademas, el investigador determinard la relacion entre el evento adverso y la administracion
del farmaco del estudio.

Los exdmenes fisicos completo y/o parcial pueden ser realizados por un médico (MD), ostedpata (DO), auxiliar (PA),
o enfermero (NP). Aunque el examen fisico puede no ser tan exhaustivo como el examen completo inicial, los
aspectos clave del examen parcial deberian evaluar sistemas corporales importantes segin venga indicado
clinicamente. Estos sistemas corporales pueden incluir nédulos linfaticos, higado, bazo y mama, segun el criterio del
examinador. Un examen fisico parcial puede registrar cualesquiera cambios en el estado del sujeto (sistemas
corporales) desde el ultimo examen y no excluye el examen de ninguno de los sistemas corporales segun esté
clinicamente indicado.

Es necesaria una radiografia de térax en la visita de seleccion si no se ha realizado ya en los seis meses anteriores
a la obtencion del Consentimiento informado escrito o si la documentacién no esta en el expediente.

Es necesario un electrocardiograma (ECG) de 12 derivaciones en la visita de seleccion si no se ha realizado ya en
los seis meses anteriores a la obtencién del Consentimiento informado escrito o si la documentacién no esta en el
expediente. EI ECG se repetira al final del periodo de tratamiento (Dia 169) o 28 dias después de la interrupcion si el
sujeto interrumpe el periodo de tratamiento pronto.

Para identificar a los sujetos con tuberculosis (TB) latente, es necesario realizar una prueba de PPD (prueba cutanea
de derivado de proteina tuberculina purificada) si no se ha realizado ya en los seis meses anteriores a la obtencién
del Consentimiento informado escrito o si la documentacion no esta en el expediente. Todos los sujetos que incluyen
los que han sido vacunados anteriormente contra BCG deberian ser evaluados para determinar la TB latente.
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La prueba cutanea de PPD deberia realizarse de acuerdo con pautas publicadas que proporcionan
recomendaciones para las pruebas de PPD y su interpretacién en sujetos con artritis reumatoide que estan siendo
considerados para su tratamiento con agentes biolégicos (“Preliminary guidelines for diagnosing and treating
tuberculosis in subjects with rheumatoid arthritis in immunosuppressive trials or being treated with biological agents”,
Ann. Rheum. Dis., 61(Sup.): ii62-ii63 (2002) y en los emplazamientos de fuera de los EE. UU., pueden ser aplicables
también las pautas locales avaladas por sociedades médicas sobre las pruebas de PPD en sujetos con AR que
estan siendo tratados con agente bioldgicos), en sujetos inmunodeprimidos (“Targeted Tuberculin Testing and
Treatment of Latent Tuberculosis Infection”, Am. J. Respir. Crit. Care. Med., 161:5221-5247 (2000) y “Diagnostic
Standards and Classification of Tuberculosis in Adults and Children”, Am. J. Respir. Crit. Care Med., 161:1376-1395
(2000)) y sujetos con historia anterior de vacunaciones contra BCG.

Los sujetos con una PPD positiva en la seleccién no podran ser admitidos durante el estudio a no ser que se haya
descartado una infeccién activa por TB, y presenten una placa toracica negativa en el momento de la admision. Una
respuesta de PPD que sea igual o superior a 10 mm deberia considerarse que es una prueba positiva, aunque
puede aplicarse un umbral menor (5 mm) segun venga determinado por la circunstancia clinica y por el investigador
de acuerdo con directrices publicadas y/o estandares locales avalados por la sociedad médica.

Antes de ser admitidos en este estudio, es necesario que las mujeres se sometan a una prueba de detecciéon de
cancer de mama apropiada para la edad y/o factores de riesgo. La deteccién del cancer de mama deberia realizarse
de acuerdo con pautas publicadas y/o estandares locales avalados por el Instituto nacional del cancer o Sociedad
médica y/o Ministerio de sanidad. Ademas, las pautas de deteccion del cancer de mama utilizadas por el
emplazamiento de investigacion deberian estar disponibles en el IRB/Comité ético local y explicarse en el
Consentimiento informado del sujeto.

La deteccion de cancer de mama documentada realizada en los 6 meses anteriores a la seleccién se aceptara como
que cumple este requisito. Sin embargo, serad necesaria la deteccion si la documentacién del centro de deteccion no
esta en el expediente o si el examen de deteccion si realizé més de 6 meses antes de la admisién en el estudio.

Basandose en los criterios de aceptacion al estudio para la deteccion del cancer de mama, es necesario que las
mujeres se realicen una deteccién de cancer de mama anual o periddica.

Deberian realizarse radiografias normales de manos/muriecas y pies en la seleccion para los sujetos admisibles. Las
radiografias realizadas en los sujetos admisibles (después de confirmacion de una prueba positiva contra CCP2) se
enviaran a un lector central para su evaluacién para determinar la presencia o ausencia de erosiones. La
informacién sobre las erosiones se usara para la estratificacion en el estudio. También se realizaran radiografias
normales de manos/mufecas y pies a los 6, 12, y 24 meses y seran evaluadas por un lector central para determinar
la puntuacioén en el Sharp modificado por Genant. Si las radiografias se realizan entre los meses 6 y 12 y el sujeto
abandona, las radiografias deberian enviarse al lector central para su evaluacién.

Deberia realizarse una RM con contraste de gadolinio de la mano/mufieca (s6lo de un lado del cuerpo) antes de la
asignacion aleatoria de todos los sujetos Unicamente en emplazamientos europeos que presenten una prueba
positiva contra CCP2 y sinovitis clinica sintomatica de dos o mas articulaciones de la mano o mufieca. La RM sera
evaluada por un lector central. También se realizara una RM de seguimiento de la misma mano/mufieca a los 6, 12,
y 24 meses y sera evaluada por un lector central. No se realizaran RM de los pies.

Se realizaran pruebas de embarazo en orina o suero en las 48 horas anteriores a cada visita para todas las mujeres
en edad fértil. Si cualquier mujer se queda embarazada, inmediatamente abandonara el estudio.

RM con contraste de gadolinio de mano y mufeca

Se realizard una RM con contraste de gadolinio de la mano/murieca (sélo de un lado del cuerpo) antes de la
asignacion aleatoria de todos los sujetos Unicamente en emplazamientos europeos que presenten una prueba
positiva contra CCP2 y sinovitis clinica sintomatica de dos o mas articulaciones de la mano o mufeca en las dos
semanas anteriores a la primera dosis de la medicacion del estudio (Dia -14 a Dia -1) usando un aparato 1.5 Tesla 'y
repetirse a los 6, 12 y 24 meses. Los datos de la RM seran interpretados por radiélogos de un centro central de
acuerdo con el procedimiento OMERACT 6 de la siguiente manera:

Puntuacién de Erosion/Edema de la muieca y mano

Las erosiones y el edema de la médula ésea se puntuaran por separado de acuerdo con el esquema de puntuacion
OMERACT 6. Cada hueso de la mufieca y mano (huesos carpianos, radio distal, cibito distal, bases metacarpianas
y los huesos que comprenden las articulaciones MCP) se puntla por separado en una escala de 0-10, segun se
determina por la proporcién de hueso erosionado y volumen de edema (puntuados por separado) en proporcion al
volumen éseo evaluado. La escala de puntuacién se determina en incrementos del 10 % donde una puntuacion de
10 representa >90 % de afectacion del hueso evaluado para determinar erosiones o edema.
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Puntuacién de sinovitis de la mufieca y mano

La sinovitis se evalla en mdltiples regiones de la mufieca (la articulacion radiocubital distal, la articulacion
radiocarpiana, las articulaciones intercarpianas y carpometacarpianas asi como las articulaciones MCP 22-52) en una
escala de 0-3. Una puntuacion de 3 representa un grado grave donde el tejido con contraste de gadolinio comprende
>2/3 del compartimiento sinovial evaluado.

Todas las imagenes de RM para todos los sujetos con imagenes disponibles tanto al inicio como a los 12 meses
seran leidas por un lector central entrenado ciego a la asignacion de los tratamientos y a la secuencia.

Tipado de HLA

Se extraera sangre de todos los sujetos a ser asignados aleatoriamente para determinar el tipado de HLA el Dia 1
para determinar la presencia o ausencia de los alelos que estan asociados a la susceptibilidad/gravedad de AR (los
alelos de "epitopos compartidos” HLA-DR0401 y 0404). Los sujetos aleatorizados se incluirdn en las categorias de
negativo, heterocigoto, homocigoto o doblemente heterocigético para estos alelos. Esta informacién caracterizara
adicionalmente el riesgo del sujeto del estudio de desarrollar AR grave.

Evaluaciones de las pruebas de laboratorio

Se obtendran muestras de sangre y/u orina antes de la infusion todas las visitas de cada sujeto admitido en este
estudio. Cualesquiera resultados en las pruebas de laboratorio que el investigador considere clinicamente relevantes
deberia registrarse en la pagina apropiada de eventos adversos del CRF.

A. Hematologia

Hemoglobina, hematocrito, recuento de glébulos blancos, que incluye recuento de plaquetas diferencial y recuento
de glébulos rojos.

B. Quimica sanguinea

Sodio, Creatinina, Potasio, Nitrogeno ureico en sangre (BUN), Cloruro, Bilirrubina total, Proteina total, Alanin
aminotransferasa (ALT), Albamina, Aspartato aminotransferasa (AST), Calcio, Gamma-glutamiltransferasa (GGT),
Fésfor, Fosfatasa alcalina, Acido Urico, Glucosa

C. Andlisis de orina

pH, Proteina, Glucosa, Sangre, Examen microscépico del sedimento de la orina en sangre si es positiva sangre,
proteina o glucosa en la tira reactiva.

D. Deteccion de hepatitis

(realizada s6lo en la visita de seleccion), antigeno superficial de la hepatitis B (si es positiva, anticuerpo nuclear)
anticuerpo contra la hepatitis C (si es positiva, RIBA o PCR)

E. Pruebas de embarazo:

Deben realizarse pruebas de embarazo en orina o en suero (sensibilidad minima de 25 Ul/l de HCG) para todas las
mujeres en edad fértil en las 48 anteriores a cada visita hasta la visita del Mes 9. Si cualquier mujer se queda
embarazada, abandonard el estudio. Las pruebas de embarazo se procesaran de forma local.

F. Pruebas farmacodinamicas (PD)

IgM, Proteina reactiva C (CRP) Citocinas inflamatorias (IL-6, TNFa, IL-1 beta) Metaloproteinasa de matriz 3 (MMP-3)
anticuerpos contra CCP2

G. Determinacién de la capacidad inmun6gena

Anticuerpo contra CTLA4Ig

H. Otros

Antigenos leucocitarios humanos (HLA)

Ademas, el investigador obtendra muestras para pruebas de laboratorio adicionales si se considera necesario para

controlar la seguridad del sujeto.
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Capacidad inmunégena

El potencial inmundgeno de CTLA4Ig se evaluara basandose en los niveles de anticuerpos contra CTLA4Ig.
Se obtendran muestras de suero de los sujetos que completen la fase de tratamiento con el farmaco en los dias de
visita 1, 169, 253 y el Dia 365 que seran analizadas para determinar la presencia de anticuerpos contra CTLA4Ig.

Se obtendra una muestra de suero de los sujetos que no completen la fase del estudio de tratamiento con el farmaco
del estudio el Dia 1 y los Dias 28, 56 y 85 después de la ultima dosis de la medicacion del estudio. Las muestras se
analizaran para determinar la presencia de anticuerpos contra CTLA4Ig.

Se usaran procedimientos sensibles y validados de ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) para
medir las valoraciones tanto de anticuerpos contra CTLA4Ilg en suero como contra CCP-2 en suero.

Evaluaciones de la eficacia
A. Radiografias de manos y pies

Se realizaran radiografias de manos y pies de todos los sujetos con una prueba positiva contra CCP2 en la
seleccion, el Dia 169, el Mes 12, y el Mes 24. Todos los centros tendran que cumplir los requisitos técnicos. La
radiografia de manos y pies sera estandar para asegurarse una calidad de imagen suficiente para la evaluacion de
la progresion radiografica de la artritis reumatoide. Las instalaciones y el personal estaran cualificados para la
participacion en el ensayo basandose en las capacidades técnicas del equipo y de la experiencia y formacién
autorizada de los técnicos radidlogos. La técnica radiografica se armonizar4 mediante el uso de un manual de
procedimiento radiografico escrito y formacion de los técnicos radidlogos. Ademas el sistema de cribado de las
imagenes se estandarizara para asegurar una resolucion suficiente para la evaluacion de erosiones vy
estrechamiento del espacio interarticular. Las radiografias obtenidas durante el ensayo se enviaran a una instalacion
de lectura central para el control de la calidad y evaluacion central (de forma ciega) por un radiélogo entrenado y con
experiencia en la puntuacién de artritis reumatoide por el esquema de puntuacién Sharp modificado por Genant. Se
asignara un lector primario y un lector de refuerzo. Los lectores seran declarados aptos para el estudio mediante la
evaluacion de un conjunto de casos de prueba y la evaluacion del acuerdo entre los lectores. Los lectores seran
ciegos al orden de los tiempos.

B. RM con contraste de gadolinio de mano y mufeca

Se realizara una RM con contraste de gadolinio de la mano-mufieca en todos los sujetos aleatorizado con una
prueba positiva contra CCP2 que tengan sinovitis clinica sintomatica de las manos en la seleccién, el Dia 169, el
Mes 12, y el Mes 24. La mano-mufieca del sujeto con mas sinovitis segin la evaluaciéon clinica deberia
seleccionarse inicialmente y utilizarse para todas las evaluaciones posteriores. La RM inicial (y todos los estudios de
RM posteriores) no deberian realizarse si la mano y/o la mufieca son asintomaticas o si no existe sinovitis segun la
evaluacion clinica.

El examen de la RM sera estandar para asegurarse una calidad de imagen suficiente para la evaluacion de la
progresion radiografica de la artritis reumatoide. Las instalaciones y el personal estaran cualificados para la
participacion en el ensayo basandose en las capacidades técnicas del equipo y de la experiencia y formacién
autorizada de los técnicos. La técnica radiografica se armonizara mediante el uso de un manual de procedimiento
radiografico escrito y formacion de los técnicos. Los datos de RM recogidos durante el ensayo se enviaran a una
instalacion de lectura central para el control de la calidad y evaluacion central. Las evaluaciones de la eficacia seran
realizadas sélo por el lector central.

C. Evaluaciones del recuento de articulaciones

Las medidas de la respuesta seran revisadas y se analizaran con el personal de la investigacién en un Meeting de
investigadores u otro foro como procedimiento de estandarizar la puntuacién entre el personal investigador. El
entrenamiento y la formacién de la evaluacion del recuento de las articulaciones se analizara en el Meeting de los
investigadores o en talleres.

Las evaluaciones del recuento de las articulaciones pueden ser realizadas por el siguiente personal: MD, DO, PA,
NP o RN. De forma ideal, el recuento de las articulaciones deberia realizarse antes de que se realice cualquier otra
evaluacion o procedimiento.

Deben realizarse todos los esfuerzos para asegurarse de que el mismo evaluador(es) completara la evaluacién para
cada sujeto. Las visitas deberian programarse tomando en cuenta la disponibilidad del evaluador(es). Si el
evaluador(es) no puede completar la evaluacién, entonces una persona cualificada, con experiencia similar puede
realizar la evaluacion. La documentacion de quién realizd la evaluacidon debe registrarse en las notas fuente.
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D. Evaluaciones clinicas

Las evaluaciones de respuesta clinicas deberian ser realizadas por el mismo asesor(s) y aproximadamente en el
mismo momento del dia durante toda la duracién del estudio. El asesor(es) clinico deberia ser una persona diferente
de la que administra la infusién con la medicacién del estudio.

Los asesores clinicos completaran las evaluaciones globales y las paginas del recuento de las articulaciones de los
CRF de su purio y letra. Estas paginas seran los documentos fuente para el estudio.

Los sujetos completaran las paginas HAQ y SF-36 del CRF de su pufio y letra. Estas paginas seran los documentos
fuente para este estudio.

Se usara la CRP obtenida del laboratorio central para calcular el DAS completo.
E. Evaluaciones farmacodinamicas

Los datos farmacodindmicos recogidos en este estudio incluirdn los valores de los anadlisis de laboratorio
constituidos por variables continuas. Se recogeran los biomarcadores para la inmunomodulacion o la inflamacion en
la artritis reumatoide, que incluyen IgM RF, CRP, y anticuerpos contra CCP2.

La CRP se recogera en cada visita durante la fase de tratamiento de doble ciego con el farmaco del estudio, la fase
de observacién de doble ciego postratamiento, asi como la Terminacién temprana en ambas fases.

El factor reumatoide (IgM RF) y los biomarcadores se recogeran el Dia -21, Dia 1, Dia 169, y los Meses 12 y 24.
Los anticuerpos contra CCP2 se recogeran en la seleccion, el Dia 169, el Mes 12, y el Mes 24.

Ademas, una porcion del suero recogido en cada visita se almacenara y se analizaran los siguientes biomarcadores:
citocinas proinflamatorias (IL-6, TNFa, y IL-1 beta) y la metaloproteinasa de matriz 3 (MMP-3).

Evaluaciones de la investigacion de los criterios de valoracion
A. Funcion fisica

La funcidn fisica se evaluara usando la seccion de discapacidad del Cuestionario de evaluacion de la salud (HAQ)
completo (Fries, J.F. y colsl., “Measurement of Subject Outcome in Arthritis”, Arthritis Rheum., 23:137-145 (1980)).
Esta seccion incluye 20 cuestiones para evaluar las funciones fisicas en 8 dominios: vestirse, levantarse, comer,
caminar, higiene, alcanzar, coger y actividades habituales. Las cuestiones se evallan en una escala de 4 puntos: 0 =
sin ninguna dificultad, 1 = con alguna dificultad, 2 = con mucha dificultad, y 3 = incapaz de hacerlo. Las puntuaciones
mas altas indican una disfuncion mayor. Se calculara un Indice de discapacidad sumando las puntuaciones peores
de cada dominio y dividiendo entre el nimero de dominios contestados.

B. Calidad de vida relacionada con la salud

Se usara el SF-36 para medir la calidad de vida relacionada con la salud (Birrell, F.N. y cols., “How does the Short
Form 36 Health Questionnaire (SF-36) in Rheumatoid Arthritis (AR) Relate to AR Outcome Measures and SF-36
Population Values? A Cross-Seccional Study”, Clin. Rheumatol., 19:195-199 (2000); Keller, S.D. y cols., “The SF-36
Arthritis-Specific Health Index (ASHI): Il. Tests of validity in four clinical trials”, Med. Care, 37(5 Supl.):MS51-60
(Mayo de 1999); Ware, J.E. y cols., “The SF-36 Arthritis-Specific Health Index (ASHI): I. Development and cross-
validation of scoring algorithms”, Med. Care, 37(5 Sppl.):MS40-50 (Mayo de 1999); y Kosinski, M. y colsl., “The SF-
36 Health Survey as a generic outcome measure in clinical trials of subjects with osteoarthritis and rheumatoid
arthritis: relative validity of scales in relation to clinical measures of arthritis severity”, Med. Care, 37(5 Supl.):MS23-
39 (mayo de 1999)). Se calcularan las puntuaciones subescala individuales y dos puntuaciones resumen: (1)
resumen del componente fisico (PCS) que incluye funcion fisica, rol fisico, dolor corporal, estado de salud general;
(2) resumen del componente mental (MCS) que incluye vitalidad, funcién social, rol emocional, y salud mental. El
SF-36 fue recomendado por la FDA como instrumento validado para medir la calidad de vida relacionada con la
salud en sujetos con AR (Guidance for Industry, Clinical Development Programs for Drugs, Devices, and Biological
Products for the Treatment of Rheumatoid Arthritis (AR), U.S. Department of Health and Human Services, Food and
Drug Evaluation and Research (Feb. de 1999)).

Informacidn sobre el producto farmacéutico

Un farmacéutico o personal cualificado del emplazamiento, no asociado de otro modo al desarrollo del estudio,
reconstituira el farmaco para la administracion intravenosa (1V).

Toda la reconstitucion y las diluciones deben realizarse usando jeringuillas de polipropileno sin silicona (Norm-Ject
fabricada por Henke Sass Wolf en Alemania.
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OBSERVACION: DEBE usarse una aguja y jeringuilla diferente para cada vial reconstituido.

Los viales estan sellados a vacio. Si cualquier vial se encuentra sin vacio, deberian separarse y no usarse. Estos
viales deben guardarse hasta su recogida por el Control del farmaco del estudio.

OBSERVACION: NO deberia dejarse entrar aire en el vial antes de su reconstitucion. Para evitar la formacién de
espuma tras la adicion de SWFI, el vial deberia agitarse suavemente hasta que el contenido se disuelva
completamente. Cuando se haya disuelto completamente, el liofilizado en polvo, deberia dejarse entrar aire en el vial
con una aguja para disipar la espuma que pueda haber.

Cada vial de producto farmacéutico con CTLA4Ilg inyectable, 250 mg/vial, deberia reconstituirse con 10 ml de SWFI
(sin agente bacteriostatico) proporcionando una concentracion de 25 mg/ml. Para minimizar la formacién de espuma,
el caudal de SWFI deberia dirigirse a los laterales del vial.

Se incorpora un exceso suficiente de producto farmacéutico con CTLA4Ig a cada vial para compensar las pérdidas
por extraccién de forma que puedan extraerse 10 ml de la solucion reconstituida que contengan 250 mg para la
administracion parenteral. Después de la reconstitucion del producto, la soluciéon debe diluirse méas con D5W o
cloruro sédico al 0,9 % (NS = solucion salina “Normal”).

La solucion de infusién continua debe filtrarse tras la administracién usando un filtro en linea, estéril, apirégeno, de
baja unién a proteinas con un tamafio de poro de 1,2 um. Esta infusion deberia administrarse durante un periodo de
aproximadamente 30 minutos. Ninguna parte no usada de la solucion de infusiéon deberia almacenarse para su
reutilizacion.

No existen datos sobre la compatibilidad del producto farmacéutico de CTLA4lg con otras sustancias intravenosas.
El producto farmacéutico con CTLA4lg deberia administrarse con una via intravenosa distinta cuando sea posible y
no mezclarse con otras medicaciones. Asegurar un enjuague adecuado y apropiado entre cualquier otra sustancia
farmacéutica si van a administrarse otros farmacos a través de la misma via de forma secuencial.

No se han observado incompatibilidades con los frascos de cristal ni con las bolsas de cloruro de polivinilo ni con los
kits de administracion.

Debe tenerse cuidado de asegurar la esterilidad de la solucion preparada, ya que el producto farmacéutico NO
contiene ningun conservante antimicrobiano ni agentes bacteriostaticos.

Los viales de producto farmacéutico con CTLA4Ig inyectable, 250 mg/vial, deberian almacenarse refrigerados (2-8
°C) y protegerse de la exposicién a la luz por periodos prolongados. Los viales intactos son estables durante al
menos uno afno en estas condiciones. Todas las diluciones de producto farmacéutico con CTLA4Ig inyectable deben
usarse en 12 horas después de la reconstitucion del vial original.

Las pautas de estabilidad especifica para cada dilucion son las siguientes:

El producto farmacéutico con CTLA4Ig inyectable reconstituido, 25 mg/ml, puede almacenarse a temperaturas de
15-25 °C y con luz ambiental o refrigerado (2-8 °C) durante hasta 6 horas en el vial original.

Las diluciones de producto farmacéutico con CTLA4Ig inyectable reconstituido, 10 mg/ml en NS en bolsas IV de
cloruro de polivinilo (PVC) o bolsas que no sean de PVC pueden almacenarse a temperaturas de 15-25 °C y a luz
ambiental o con refrigeracion (2-8 °C) durante no mas de 12 horas desde el momento de la reconstitucion inicial.

Las soluciones de producto farmacéutico con CTLA4Ig inyectable diluidas son compatibles con los kits de infusién IV
estandar de PVC.

Resultados

Se realizé un andlisis parcial después de que todos los sujetos aleatorizados completaron la visita del Mes 12 o
abandonaron de forma prematura para determinar el criterio de valoracion de eficacia primaria de desarrollo de AR.
Se pudo evaluar a 51/56 pacientes aleatorizados (edad media: 45 anos; duracién de sintomas media: 7 meses
[intervalo 1—18 meses]; nivel medio de CRP: 1,1 mg/dl); 80 % presentaban oligoartritis, 50 % presentaban erosiones.
Después de 1 afio, 12/27 (44 %) de los pacientes tratados con CTLA4lg desarrollaron AR contra 16/24 (67 %) de los
pacientes tratados con placebo (23 % de diferencia; intervalo de confianza al 95 % —6 a +48). El tiempo hasta el
abandono debido al desarrollo de AR se muestra en la Figura 2.

Conclusién
El CTLA4lg retarda la progresion a AR definitiva en los pacientes con Al. Los efectos modificadores de la

enfermedad del tratamiento con CTLA4lg se mantuvieron durante 6 meses después de interrumpir el tratamiento.
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EJEMPLO IV

Los datos de 2 afios para el estudio que se describe en el Ejemplo Ill se presentan mas adelante. Los datos incluyen
datos de eficacia, seguridad, y actividad de los marcadores farmacodinamicos (PD) para adultos con Al que
recibieron hasta 6 meses de tratamiento con CTLA4lg o placebo de doble ciego. Los sujetos con Al persistente
después de 6 meses tratamiento en el estudio de doble ciego, pero que no cumplian los criterios de AR, se
controlaron sin medicacién del estudio durante el desarrollo posterior de AR durante hasta otros 18 meses mas.

Poblacion del Estudio

Se cribé a un total de 184 sujetos, de los cuales se admitié a 57 y se aleatorizaron en una proporciéon de 1:1 a
tratamiento con CTLA4Ig (N = 29) o placebo (N = 28) con doble ciego. El no cumplimiento de los criterios de aptitud
para participar en el estudio era la razon mas frecuente por la que los sujetos fueron cribados pero no aleatorizados.

Todos menos 1 de los sujetos aleatorizados recibieron al menos 1 dosis de la medicacion del estudio. Un sujeto
asignado al grupo con CTLAA4lg, fue excluido debido a la presencia de erosiones detectadas después de la
aleatorizacion pero antes de la administracion del farmaco del estudio. Asi, se aleatorizé un total de 56 sujetos, 28
en cada grupo de tratamiento, y recibieron al menos 1 dosis de farmaco del estudio.

Entre los sujetos que fueron asignados aleatoriamente al tratamiento, 39 (22 con CTLA4lg, 17 con placebo)
completaron el Periodo de tratamiento de 6 meses con el farmaco del estudio y pasaron al Periodo de observacion
de 18 meses. De estos, 28 abandonaron de forma prematura antes de completar el Periodo de observacion (15 del
grupo con CTLA4lg, 13 en el grupo con placebo). Dieciséis (16) de estos 28 sujetos (8 en cada grupo de
tratamiento) abandonaron antes del Mes 12. Un total de 7 (25,0 %) sujetos del grupo con CTLA4lg y 4 sujetos
(14,3 %) del grupo con placebo completaron el estudio de 24 meses.

La falta de eficacia fue la razé6n mas frecuente de la interrupcion prematura durante el Periodo de tratamiento con el
farmaco del estudio, donde mas de dos veces el nimero de sujetos del grupo con placebo (n=8, 28,5 %)
abandonaron por esta razon comparado con el grupo con CTLA4lg (n=3, 10,7 %). La falta de eficacia fue también la
razon mas habitual para abandonar el Periodo de observacion. Durante este periodo de 18 meses la proporcion de
sujetos que entraron en el Periodo de observacion que fueron excluidos por esta razdén de nuevo fue mayor para el
grupo con placebo (12/17, 70,6 %) que para el grupo con CTLA4Ig (11/22, 50,0 %). Entre los 23 sujetos que fueron
excluidos debido a la falta de eficacia durante el Periodo de observacién, 14 (7 CTLA4lg, 7 placebo) abandonaron
antes de mes 12.

Los eventos adversos llevaron a la interrupcién prematura de 1 sujeto del grupo con CTLA4Ig durante el Periodo de
tratamiento con el farmaco del estudio y 1 sujeto en el grupo con placebo durante el Periodo de observacion.

Los grupos con CTLA4Ig y placebo estaban equilibrados con respecto a caracteristicas demograficas de edad, peso,
distribucion de sexo, y distribucion racial. La edad media de los 56 sujetos aleatorizado y tratados era de 44,8 arnos
(intervalo: 23 a 74 anos). La mayoria de los sujetos eran blancos (85,7 %) y mujeres (71,4 %). Aunque la mayoria de
los sujetos de ambos grupos de tratamiento se admitieron en emplazamientos en Europa (el 60,7 % para el grupo
con CTLA4lg, 75,0 % para el grupo con placebo), un mayor porcentaje de sujetos del grupo con CTLA4Ig se admitid
en emplazamientos de Suramérica (17,9 % contra 7,1 % para el grupo con placebo).

Los grupos con CTLA4lg y placebo generalmente estaban equilibrados con respecto a las caracteristicas de
enfermedad inicial. Todos menos 5 sujetos presentaban enfermedad que afectaba al menos a 2 articulaciones; 2
sujetos de cada grupo de tratamiento presentaban enfermedad que afectaba sélo 1 articulacion, y un sujeto del
grupo con CTLA4Ig no presentaba sinovitis en la seleccion o inicial (Dia 1). Este ultimo sujeto fue admitido porque
cumplia 3 criterios de diagnéstico para AR (criterios de la ARA de 1987), pero se excluy6 del analisis de la eficacia
primario debido a esta relevante desviacion del protocolo. El grupo de los sujetos cumplia entre 1 y 3 criterios de
diagnéstico para AR, y la mayoria de los sujetos (58,9 %) cumplia 3 criterios. Entre todos los sujetos, la duracién
media de la artritis inflamatoria (1A) fue de 7,9 meses y fue algo mayor en el grupo con CTLA4Ig (8,8 meses) que en
el grupo con placebo (7,1 meses). El nivel de CRP medio fue similar en los grupos con CTLA4Ig y placebo (11,2 mg/l
y 10,7 mg/l, respectivamente), al igual que el porcentaje de sujetos con indicios radiograficos de erosiones al inicio
(53,5 % y 57,1 %, respectivamente).

Los hallazgos de la historia médica general eran coherentes con la enfermedad inflamatoria activa y generalmente
eran similares para los 2 grupos. La mayoria de los sujetos (>75 %) en ambos grupos de tratamiento estaban
recibiendo una medicacion antirreumatica el Dia 1 (78,6 % en CTLA4lg, 89,3 % en placebo), siendo los AINE la
medicacién antirreumatica mas habitual empleada.

Catorce (14) sujetos, que incluian 9 asignados al grupo con CTLA4Ig y 5 asignados al grupo con placebo, estaban

recibiendo un farmaco corticosteroide oral o inyectable el Dia 1. Para 4 sujetos (14,3 %) asignados al grupo con
CTLA4Ig y 2 sujetos (7,1 %) asignado al grupo con placebo, el tratamiento concomitante el Dia 1 consistia en una
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dosis oral baja de corticosteroide (<10 mg/dia de equivalente de prednisona).
Extension de la exposicién

A pesar de la mayor tasa de interrupcion prematura en el Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio en el
grupo con placebo, la mayoria de los sujetos de los grupos con CTLA4lg y placebo (89,3 % y 75,0 %,
respectivamente) recibieron 6 meses de tratamiento y recibieron las 8 infusiones de farmaco del estudio
programadas (75,0 % y 71,4 %, respectivamente). Un (1) sujeto del grupo con CTLA4Ig (3,6 %) y 5 sujetos del grupo
con placebo (17,9 %) recibieron 3 0 menos infusiones de fa&rmaco del estudio. Ningun sujeto recibi6 mas de 8
infusiones de farmaco del estudio o recibié mas de 6 meses de tratamiento del estudio.

La mayoria de los sujetos de la poblacién de andlisis de todos los tratados no falté a ninguna de las infusiones
infusion de CTLA4Ig (85,7 %) o placebo (92,9 %) programadas durante el Periodo de tratamiento con el farmaco del
estudio, y ninglin sujeto de ninguno de los dos grupos de tratamiento falté a mas de 1 infusiéon programada.

El uso de corticosteroides a dosis bajas durante el Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio fue bajo y
similar para los grupos con CTLA4Ig y placebo en el andlisis de la poblacion de ITT, tanto en términos de porcentaje
de sujetos que usaban estos farmacos (n=5, 17,9 % en cada grupo) como en la dosis media de corticosteroide en
estos tiempos. Lo mismo era aplicable durante el Periodo de observacién, donde 5 de los 22 sujetos que entraron en
este periodo del grupo con CTLA4lg, y 7 de los 17 sujetos del grupo con placebo, tenian tratamiento con
corticosteroides a dosis bajas.

El nimero de ciclos de uso de corticosteroide a dosis altas durante el Periodo de tratamiento con el farmaco del
estudio para la poblacion de analisis de Intencién de tratar (ITT) también fue similar para los 2 grupos: 3 ciclos del
grupo con CTLA4Ig (en 2 sujetos) y 4 ciclos del grupo con placebo (en 4 sujetos). El uso de corticosteroides a dosis
altas durante el Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio consistia en corticosteroides intramusculares (IM)
o intraarticulares (lA); ningln sujeto de ninguno de los dos grupos recibi6 dosis de corticosteroide oral de > 10
mg/dia durante el Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio.

Durante el Periodo de observacién de 18 meses el nimero de ciclos de corticosteroides a dosis baja era de 9 del
grupo con CTLA4Ig y 6 en el grupo con placebo. Para 2 sujetos de cada grupo de tratamiento, los corticosteroides
de dosis altas consistian en una dosis oral de > 10 mg/dia. Ningun sujeto de ninguno de los dos grupos de
tratamiento recibié mas de 2 ciclos de corticosteroides de dosis alta durante los periodos del tratamiento con el
farmaco del estudio ni durante el Periodo de observacion.

Todos los sujetos del grupo con CTLA4Ilg y la mayoria de sujetos (96,4 %) del grupo con placebo recibieron al
menos 1 medicacion concomitante durante el Periodo de observacion con el farmaco del estudio. Los analgésicos,
acetaminofeno y diclofenaco, fueron las medicaciones concomitantes que se usaron mas frecuentemente, que cada
una la tomaban 7 (25,0 %) sujetos del grupo con CTLA4Ig y 9 (32,1 %) sujetos del grupo con placebo.

Resultados de la eficacia

Los resultados de este estudio muestran que 6 meses de tratamiento con CTLA4Ig retrasa la progresién a AR
definitiva en sujetos con Al. Para el Mes 12, 12 de 26 sujetos (46,2 %) con Al del grupo con CTLA4Ig desarrollaron
AR comparado con 16 de 24 sujetos (66,7 %) con Al del grupo con placebo. El IC a 95 % que rodea la diferencia del
20,5 % del grupo de tratamiento en favor de CTLA4Ig para el criterio de valoracion de la eficacia primaria era de (-
47,4, 7,8). La proporcion de sujetos con Al que desarrollaron AR para el Mes 24 también fue menor en el grupo con
CTLA4Ig (17/23, 73,9 %) comparado con el grupo con placebo (21/24, 87,5 %), aunque la magnitud de la diferencia
entre tratamientos (-13,6 %; IC a 95 %: -37,6, 10,8) fue inferior a la observada en el Mes 12.

La eficacia de CTLA4Ig en retrasar la progresion a AR definitiva aparecidé mas pronunciada en el subgrupo de
sujetos que presentaban indicios radiograficos de erosiones al inicio comparado con el subgrupo sin erosiones
iniciales.

La proporcion de sujetos con Al que desarrollaron AR, de acuerdo con los criterios de la ARA de 1987, en el espacio
de 1 ano desde el inicio de la medicacion del estudio, fue menor para el grupo con CTLA4lg (12/26, 46,2 %)
comparado con el grupo con placebo (16/24, 66,7 %) (-20,5 % de diferencia; IC a 95 %: -47,4, 7,8).

El andlisis de la sensibilidad previamente especificado del criterio de valoracion de la eficacia primaria que incluia
cada uno de los 55 sujetos aleatorizados y tratados incluidos en la poblacion ITT de analisis de la eficacia
proporcioné resultados similares favorables a CTLA4lg. En el andlisis de la sensibilidad, la proporcién de sujetos con
Al que desarrollaron AR en el espacio de 1 afo desde el inicio de la medicacion del estudio fue de 42,9 % para el
grupo con CTLA4Ilg (12/28 sujetos) comparado con 59,3 % (16/27 sujetos) para el grupo con placebo (-16,4 % de
diferencia entre grupos de tratamiento, IC a 95 %: -42,3, 11,0).

Menos sujetos con Al que se asignaron de forma aleatoria a 6 meses de tratamiento con CTLA4Ig (17/23, 73,9 %)
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desarrollaron AR, definida usando los criterios de la ARA de 1987, para el Mes 24 comparado con los sujetos
asignados al tratamiento con placebo (21/24, 87,5 %). La diferencia entre los grupos de tratamiento en el desarrollo
de AR para el Mes 24 era de -13,6 % (IC a 95 %: -37,6, 10,8). Aunque el tratamiento del estudio no se administré
después del mes 6, los sujetos e investigadores siguieron ciegos a la identidad del tratamiento del estudio que se
habia administrado hasta el final del Periodo de observacion de 18 meses (Mes 24).

El estudio muestra una menor progresién estructural, basandose en las radiografias de pies y manos, del grupo con
CTLA4Ig comparado con el grupo con placebo el mes 12, tal y como reflejan los menores cambios medios en las
puntuaciones de erosiéon y JSN. Ademas, las imagenes de las RM con contraste de gadolinio de las mufiecas y
manos en un subconjunto de 21 sujetos indico indicios minimos de progresion de la enfermedad del grupo con
CTLA4Ig al final del Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio, mientras que los cambios medios desde el
nivel inicial para el Mes 6 en las puntuaciones de erosion, edema y sinovitis segin la RM en el grupo con placebo
eran indicativas del empeoramiento de la enfermedad. La diferencia en las puntuaciones de RM entre los grupos de
tratamiento persistié durante 6 meses después de que hubiera el tratamiento del estudio.

La presencia de sinovitis era necesaria en el momento de la seleccién o el Dia 1 para ser admitidos en el estudio. La
proporcion de sujetos con Al que tenia sinovitis clinica sintomatica persistente en el Mes 6 era inferior entre los
sujetos tratados con CTLA4Ig (4/5, 80 %) que con placebo (12/12, 100 %). La diferencia en la proporcion de sujetos
que tenian sinovitis clinica sintomatica persistente entre los grupos del estudio era de -20,0 % (IC a 95 %: -71,5,
15,21). Para el mes 12, la proporcién de sujetos con sinovitis clinica persistente era de 10 de 11 sujetos para el
grupo con CTLA4Ilg y 7 de 7 sujetos para el grupo con placebo.

Se hicieron evaluaciones por RM con contraste de gadolinio de las manos y mufiecas en un total de 11 sujetos del
grupo con CTLA4lg y 10 del grupo con placebo; por el disefio del protocolo, las RM sélo se realizaron para los
sujetos admitidos en los emplazamientos de investigacion en Europa. Los cambios medios desde el nivel inicial en
las puntuaciones de la erosién dsea y sinovitis por RM de las manos y muiecas al final del Periodo de tratamiento
con el farmaco del estudio (Mes 6) indicé una progresion minima de la enfermedad del grupo con CTLA4Ig (cambios
medios de 0,45 y 0,27, respectivamente), mientras que los cambios eran mayores e indicativos de empeoramiento
de la enfermedad en el grupo con placebo (cambios medios de 1,20 y 1,60, respectivamente). Los cambios medios
desde el nivel inicial en las puntuaciones de edema por RM para el Mes indicaron una mejora con CTLA4lg (cambio
medio de -1,64) pero empeorando con placebo (cambio medio de 1,40).

Se observo un patrén de resultados similar con respecto a las puntuaciones en la RM para el Mes 12, donde 9 y 6
sujetos de los grupos con CTLA4lg y placebo, respectivamente, se hicieron una RM tanto al inicio como después de
1 afo del estudio. Para el Mes 12, se observaron pocos cambios en las puntuaciones de erosion 6sea, edema, y
sinovitis relativas a los valores iniciales del grupo con CTLA4lg (cambios medios de 0,0, 0,22, y 0,22,
respectivamente), mientras que en el grupo con placebo era obvia la progresién de la enfermedad (cambios medios
de 5,00, 6,67, y 2,33, respectivamente).

Solo 7 sujetos (5 CTLA4lg, 2 placebo) se hicieron evaluaciones por RM al inicio y el Mes 24. En este pequefo
subgrupo de sujetos europeos que no habian progresado a AR y por lo tanto permanecian en este estudio, las
puntuaciones medias de RM iniciales eran bajas (habitualmente <1,0), y mostraban pocos cambios para el Mes 24
Al final del Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio (mes 6), los sujetos con Al del grupo con CTLA4Ilg
presentaban reducciones en actividad de la enfermedad (puntuaciones en el DAS 28 [CRP]) y mejoras en la funcién
fisica (puntuaciones en el HAQ-DI) y calidad de vida relacionada con la salud (puntuaciones de PCS y MCS de SF-
36) relativa al inicio, mientras que las puntuaciones medias de estas variables de la eficacia permanecian sin
cambios en el grupo con placebo. Las diferencias entre los grupos de tratamiento eran menores en los Meses 12 y
24 del Periodo de observacion sin tratamiento.

Al final del Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio, la actividad de la enfermedad, evaluada usando la
puntuacion del DAS 28 (CRP), se redujo relativa al inicio del grupo con CTLA4lg (cambio medio, -1,13) pero
permanecié sin cambios en el grupo con placebo (cambio medio, 0,01). En el Mes 6, se observdé una mejora
clinicamente significativa (reducida al menos por un valor de 1,2 desde el nivel inicial en la puntuaciéon del DAS 28)
en 8 de los 20 sujetos (40 %) con puntuaciones iniciales y del Mes 6 del grupo con CTLA4lg comparadas con 4 de
los 20 sujetos (20 %) con puntuaciones iniciales y del Mes 6 del grupo con placebo. De forma coherente con estos
hallazgos, se observaron tasas mayores de actividad de la enfermedad baja (puntuacion en el DAS 28 de < 3,2) o
remision de la enfermedad (puntuacion en el DAS 28 < 2,6) en el Mes 6 en el grupo con CTLA4Ilg (81,0 % y 71,4 %,
respectivamente) comparado con el grupo con placebo (45,0 % y 35,0 %, respectivamente).

Las evaluaciones de los datos del DAS 28 (CRP) en los Meses 12 y 24 continuaron mostrando mayores mejoras en
la actividad de la enfermedad para el grupo con CTLA4Ilg comparado con el grupo con placebo, pero las diferencias
entre los grupos de tratamiento eran menores para el Periodo de observacion sin tratamiento. Entre los 18 sujetos
del grupo con CTLA4Ig con puntuaciones inicial y del Mes 12 en el DAS 28, la puntuacién de cambio medio fue de -
0,50 en el Mes 12 y aproximadamente dos tercios (68,4 %) de los sujetos presentaban una actividad de la
enfermedad baja. Entre los 13 sujetos del grupo con placebo con datos en el DAS 28 en ambos tiempos, no se
observaron virtualmente cambios en la actividad de la enfermedad en el Mes 12 comparado con el inicial (cambio
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medio, -0,05), y 53,9 % de los sujetos presentaban actividad de la enfermedad baja. De los 11 sujetos que tenian
puntuaciones en el DAS 28 en el Mes 24, se observo remision de la enfermedad en 4 de los 7 sujetos con CTLA4Ig
y 2 de los 4 sujetos con placebo.

Durante el Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio, fueron obvias mejoras superiores en la actividad de la
enfermedad, tal y como reflejan los mayores cambios medios desde el nivel inicial y el porcentaje de sujetos con
mejora, para el grupo con CTLA4lg comparado con el grupo con placebo tan pronto como el Dia 29.

La proporcion de sujetos con una mejora clinicamente significativa en la funcién fisica (definida como una >
reduccion del 0,3 desde el nivel inicial en la puntuacién de HAQ-DI) fue mayor para el grupo con CTLA4lg que para
el grupo con placebo los meses 6, 12, y 24. Al final del Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio, 61,5 % de
los sujetos aleatorizados y tratados del grupo con CTLA4lg comparado con 24,0 % de los del grupo con placebo
presentaban una mejora clinicamente significativa en HAQ-DI (diferencia entre los grupos de tratamiento de 37,5 %
[IC a 95 %: 9,9, 61,4]). La proporcién de sujetos del grupo con CTLA4Ilg que presentaban una mejora clinicamente
significativa tras 6 y 12 meses de seguimiento sin tratamiento (36,0 % para el Mes 12y 14,3 % para el Mes 24) fue
menor que la observada después de 6 meses de tratamiento, pero sin embargo todavia era numéricamente superior
que las proporciones con una mejora clinicamente significativa en el grupo con placebo los Meses 12y 24 (12,0 % y
4,2 %, respectivamente).

Se observaron mejoras medias superiores desde el nivel inicial de las medidas del componente fisico y mental en el
SF-36 para el grupo con CTLA4Ig los Meses 6, 12, y 24 comparado con el grupo con placebo. La mejora media
desde el nivel inicial al final del Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio (Mes 6) fue de 10,23 para la
puntuacion en el PCS y 2,54 para la puntuacién en el MCS del grupo con CTLA4lg. Los cambios medios en el
resumen del componente fisico (PCS) y en el resumen del componente mental (MCS) para el Mes 6 en el grupo con
placebo fueron pequefios (1,95 y -0,30, respectivamente).

Entre los sujetos del grupo con CTLA4lg que permanecian en el estudio durante el Periodo de observacion sin
tratamiento, las mejoras medias los Meses 12 y 24 fueron de 3,83 y 2,46, respectivamente, para la puntuacion en el
PCS y 2,50 y 3,75, respectivamente, para la puntuacién en el MCS. En el grupo con placebo, las puntuaciones en
PCS y MCS empeoraron durante los 18 meses de Periodo de observacion sin tratamiento, tal y como refleja el
cambio medio negativo medio desde valores de nivel inicial en los Meses 12 y 24 para estos criterios de valoracion.

Las puntuaciones radiograficas iniciales indicaron una erosion 6sea minima o estrechamiento del espacio articular
entre los sujetos aleatorizados, coherentes con los criterios de elegibilidad del estudio de que sujetos no tengan un
diagndstico de AR al entrar en el estudio. Durante el Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio de 6 meses,
se produjo poco cambio en la erosion radiografica, JSN, o en las puntuaciones totales con respecto al inicio, tal y
como refleja el cambio medio en las puntuaciones en el Mes 6 para los 3 criterios de valoracién de <0,13 en el
CTLA4Ig y de < 0,47 en el grupo con placebo. Se sugiri6 una menor progresion estructural del grupo con CTLA4Ig
comparado con el grupo con placebo en el Mes 12, donde el cambio medio en la puntuacion total fue de 0,02 del
grupo con CTLA4Ig y 1,11 del grupo con placebo.

Los resultados de erosion radiografica imputada y el andlisis de las puntuaciones en JSN mostraron menores
cambios medios, indicativos de una menor progresién estructural, después de 6 y 12 meses desde el final del
Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio (es decir, los Meses 12 y 24) del grupo con CTLA4lg (cambio
medio en las puntuaciones totales de 0,29 y 0,02) comparado con el grupo con placebo (1,21 y 2,13).

Los sujetos del grupo con CTLA4lg mostraron mejoras porcentuales medias en los componentes individuales del
ACR durante el Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio. En el Mes 6, las mejoras porcentuales medias en
las evaluaciones de articulaciones con dolor por palpacion, articulaciones hinchadas, y dolor valorado por el sujeto
fueron de 64,91 %, 57,34 %, y 70,03 %, respectivamente. Por comparacioén, los sujetos del grupo con placebo
mostraron un empeoramiento en los componentes nucleares individuales del ACR durante el Periodo de tratamiento
con el farmaco del estudio, con cambios porcentuales medios en las valoraciones articulaciones con dolor por
palpacidn, articulaciones hinchadas, y dolor valorado por el sujeto de -63,3 %, -10,5 %, y -83,4 %, respectivamente.

Las mejoras porcentuales en los componentes nucleares del ACR observadas para el grupo con CTLA4Ig durante el
Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio no se mantuvieron una vez se terminé el tratamiento del estudio
entre los sujetos que permanecieron en el estudio.

Los criterios de valoracién de la eficacia primarios y secundarios relacionados, asi como las caracteristicas
demograficas y de enfermedad inicial, se examinaron por separado para los subgrupos definidos basandose en la
presencia o ausencia de erosiones en la entrada al estudio (es decir, estratos de aleatorizacion).

Las caracteristicas demograficas fueron similares entre el subconjunto de 31 sujetos con indicios radiograficos de
erosion al inicio y el subconjunto de 25 sujetos sin indicios radiograficos de erosioén al inicio. Las caracteristicas de la
enfermedad inicial también fueron similares para estos 2 subgrupos, excepto que la puntuacion de erosion
radiografica fue mayor para el subgrupo con erosiones iniciales que en el subgrupo sin erosiones iniciales.
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Entre el subgrupo de sujetos con indicios radiograficos de erosion al inicio, la proporcion de sujetos con Al que
desarrollaron AR, de acuerdo con los criterios de la ARA de 1987, en el periodo de 1 ano desde el inicio de la
medicacion del estudio, fue menor para el grupo con CTLA4Ig (4/13, 30,8 %) que para el grupo con placebo (9/14,
64,3 %). Entre el subgrupo de sujetos sin indicios radiograficos de erosiones al inicio, 61,5 % de los sujetos del
grupo con CTLA4Ig (8/13) y 70,0 % de sujetos en el grupo con placebo (7/10) desarrollaron AR para el Mes 12.

La proporcion de sujetos con Al que desarrollaron AR para el Mes 24 fue menor para el grupo con CTLA4Ilg que
para el grupo con placebo sélo entre los sujetos que presentaban indicios radiograficos de erosiones al inicio
(50,0 % [6/12 sujetos] para CTLA4Ig; 85,7 % [ 12/14 sujetos] para placebo). Entre el subgrupo de sujetos que no
presentaban indicios radiograficos de erosiones al inicio, el 100 % de sujetos del grupo con CTLA4Ig (11/11) y 90 %
de sujetos del grupo con placebo (9/10) habian desarrollado AR para el Mes 24.

Seguridad

El CTLA4lg, administrado IV una vez al mes con una dosis ajustada al peso de 10 mg/kg durante hasta 6 meses,
generalmente se tolerd bien en el tratamiento de adultos con Al. No se refirieron muertes durante el estudio. Durante
el Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio, 1 sujeto del grupo con CTLA4lg refiri6 EAG (carcinoma de
células basales) y 1 sujeto del grupo con placebo (ciatica). Ambos EAG fueron evaluados por el investigador como
no relacionados con el tratamiento del estudio. Un (1) sujeto en cada uno en los grupos con CTLA4Ig y placebo fue
excluido del tratamiento durante el Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio debido a un EA. 1 Sujeto de
cada grupo de tratamiento refiri6 EA agudo debido a la infusion (referido en 1 hora desde el inicio de la infusién con
farmaco del estudio); el EA agudo debido a la infusion del grupo con CTLA4Ig (disnea) se produjo durante la primera
infusion y provoco la interrupcion del tratamiento. Se refirieron infecciones o infestaciones durante el Periodo de
tratamiento con el farmaco del estudio en un porcentaje similar de sujetos en los grupos con CTLA4Ilg (35,7 %) y
placebo (39,3 %). Ninguna de las infecciones referidas del grupo con CTLA4lg fue de intensidad grave. Durante el
Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio, los EA fueron resefiados por un porcentaje de sujetos similar en
los grupos con CTLA4lg (64,3 %) y placebo (71,4 %). Todos los EA del grupo con CTLA4lg fueron leves o
moderados en intensidad. No se produjeron problemas de seguridad a partir de la evaluacion del laboratorio o datos
de los signos vitales.

En conjunto, los EA fueron referidos por 18 (64,3 %) sujetos tratados con CTLA4lg y 20 (71,4 %) sujetos tratados
con placebo durante el Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio o en los 56 dias posteriores a la ultima
infusion de la medicacién del estudio. Las frecuencias de los eventos adversos generalmente fueron similares para
los grupos con CTLA4lg y placebo. Los EA referidos méas frecuentemente por clase de érgano sistémico (SOC)
fueron infecciones y infestaciones (35,7 % en CTLA4lg; 39,3 % en placebo), trastornos gastrointestinales (21,4 % en
CTLA4Ig; 25,0 % en placebo), y respiratorios, toracicos y del mediastino (17,9 % en CTLA4Ig; 21,4 % en placebo).
Los eventos adversos referidos por al menos el 10 % de los sujetos de alguno de los dos grupos de tratamiento
durante el periodo de tratamiento del estudio fueron diarrea (14,3 % en CTLA4lg; 10,7 % en placebo), cefalea
(10,7 % en CTLA4Ig; 7,1 % en placebo), nasofaringitis (10,7 % en CTLA4Ilg; 7,1 % en placebo), infeccion del tracto
urinario (7,1 % en CTLA4lg; 10,7 % en placebo), dolor faringolaringeo (3,6 % en CTLA4lg; 14,3 % en placebo), y
gastroenteritis (0 % en CTLA4lg; 10,7 % en placebo). No se resefaron trastornos autoinmunitarios durante el
periodo de tratamiento del estudio en ninguno de los dos grupos de tratamiento.

La proporcion de sujetos del grupo con placebo con EA de intensidad grave fue de 10,7 % (Unico EA grave de
ciatica, infeccién virica, edema faringeo). Ningin sujeto del grupo con CTLA4Ig presenté un EA durante el Periodo
de tratamiento con el farmaco del estudio que se considerara de intensidad grave o muy grave de acuerdo con el
investigador.

La frecuencia de los EA relacionados fue 50 % (n=14) para el grupo con CTLA4Ig y 35,7 % (n=10) para el grupo con
placebo durante el Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio. El EA relacionado individual mas habitual fue
cefalea, referida por 3 sujetos (10,7 %) del grupo con CTLA4lg y 2 sujetos (7,1 %) para el grupo con placebo. El
eczema fue el otro Unico EA relacionado referido por >1 sujeto tratado con CTLA4Ig, y fue referido por 2 sujetos
(7,1 %).

Los datos del laboratorio clinico fueron generalmente sin nada que resefiar, y no se identificaron problemas de
seguridad en esta poblacion con Al.

Durante el Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio, la frecuencia de los parametros de andlisis
hematolégico y bioquimico de la sangre que cumplieron los criterios de anormalidad marcada (MA) definidos por el
patrocinador fue pequefia y similar en los grupos con CTLA4lg y placebo. Para cada parametro del analisis
hematolégico y bioquimico de la sangre, se identificaron MA para 2 o menos sujetos de alguno de los dos grupo de
tratamiento.

Se observaron cambios pequefios desde el nivel inicial (Dia 1) en los parametros del andlisis hematologico y
bioquimico de la sangre durante los periodos de tratamiento con el farmaco del estudio y observacion, y estos
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cambios mostraron una variaciéon considerable y no se observo un patrén coherente en los 2 grupos.

Ademas, los niveles de neutréfilos en sangre, ALT, y AST permanecieron estables tras el tratamiento con CTLA4Ig
durante todo el periodo del estudio. Ningn sujeto de ninguno de los dos grupo de tratamiento presenté un valor de
ALT o AST que fuera > 3x ULN (limite superior de la normalidad) en ninguno de los tiempos de medicién, ni un valor
de recuento de neutréfilos que fuera < 0,5 x 10° células/l o > 15 x 10° células/.

Dos sujetos presentaron anormalidades de laboratorio referidas como EA durante el Periodo de tratamiento con el
farmaco del estudio. Se refiri6 un aumento en las enzimas hepaticas como EA en un sujeto del grupo con CTLA4Ig
el Dia 141, y persistié6 durante 120 dias antes de resolverse. Ninguno de los valores enzimaticos de este sujeto
cumplié los criterios de MA. Se refirié trombocitopenia como EA en un sujeto del grupo con placebo y provoco la
interrupcion del tratamiento del estudio. Los valores de recuento de plaquetas para este sujeto fueron de 284 x 10°
¢/l al inicio y se redujeron a un ritmo constante durante el estudio, y eran de 86 x 10”° ¢// para el Dia 169 y de 22 x 10°
® ¢/l en el tltimo valor registrado del Dia 319.

Los valores medios para todos los parametros de los signos vitales permanecieron estables durante todo el Periodo
de tratamiento con el farmaco del estudio en los grupos con CTLA4Ig y placebo.

La mayoria de los sujetos de ambos grupos de tratamiento presentaron un ECG normal al inicio y de nuevo al final
del Periodo de tratamiento con el farmaco del estudio. La proporcion de sujetos cuyo ECG fue normal al inicio pero
anormal el Dia 169 (o en el momento de la terminacién temprana) fue similar para los grupos con CTLA4Ig (1/24,
4,2 %) y con placebo (2/23, 8,7 %).

Resultados farmacodinamicos

El tratamiento con CTLA4Ig se asoci6 a reducciones medias desde el nivel inicial en el Mes 6 en IL-6 (-4,49 pg/ml),
TFN-o (-1,70 pg/ml), IL-1B (-0,12 pg/ml), y MMP-3 (-2,29 ng/ml). Por comparacién, se observaron aumentos
pequerios 0 no se observaron cambios relativos al inicio en el grupo con placebo en el Mes 6 para IL-6 (1,08 pg/ml),
TFN-a (0,07 pg/ml), IL-1B (-0,09 pg/ml), y MMP-3 (14,34 ng/ml).

Después de 6 meses sin tratamiento del estudio, el grupo con CTLA4lg todavia presentaba descensos medios
mayores en la mayoria de estas citocinas que el grupo con placebo. En el Mes 12, los cambios medios desde el
nivel inicial para los grupos con CTLA4Ig y placebo fueron de -0,14 y 6,37 pg/ml, respectivamente, para IL-6; -0,50 y
-0,10 pg/ml, respectivamente, para TFN-o; y -2,55 y 25,34 ng/ml, respectivamente, para MMP-3. No se observaron
diferencias entre los 2 grupos en el cambio medio desde el nivel inicial para IL-1B en el Mes 12 (-0,09 y -0,24 pg/ml);
sin embargo, el nimero de sujetos con datos iniciales y del Mes 12 fue pequefio (n=7 en grupo con placebo y n=13
en grupo con CTLA4Ig).

Solo 5 sujetos del grupo con CTLA4Ig y 3 del grupo con placebo tenian datos iniciales y del Mes 24 sobre citocinas.
Todavia era obvio un descenso medio en IL-6 y TFN-a en este pequefio subconjunto de sujetos tratados con
CTLA4Ig que no habian desarrollado AR (-3,44 pg/ml y -0,82 pg/ml, respectivamente).

Todos los sujetos dieron positivo para anticuerpos contra CCP2 el Dia 1, de forma coherente con los criterios de
elegibilidad del estudio. En el grupo con placebo, todos los sujetos con datos evaluables siguieron siendo positivos
en los Meses 6, 12, y 24. Por comparacion, el porcentaje de sujetos con Al que dieron positivo para anticuerpos
contra CCP2 disminuyé en el grupo con CTLA4Ig a 90,9 % (20/22 sujetos) en el Mes 6, 86,7 % (13/15 sujetos) en el
Mes 12, y 83,3 % (5/6 sujetos) en el Mes 24.

Estos datos son coherentes con los resultados para los niveles en suero de los anticuerpos contra CCP2. En el
grupo con CTLA4lg, se observaron reducciones medias desde el nivel inicial en anticuerpos contra CCP2 en el Mes
6 (-94,5 U/l) y en el Mes 12 (-6,46 U/l). En el grupo con placebo, los niveles de anticuerpos contra CCP2 estaban
aumentados con respecto a los valores iniciales en el Mes 6 (cambio medio, 16,32 U/I) y en el Mes 12 (149,5 U/l).
Solo 6 sujetos del grupo con CTLA4lg y 3 del grupo con placebo tenian datos iniciales y del Mes 24 sobre
anticuerpos contra CCP2. Uno (1) de estos sujetos con CTLA4Ig era negativo para anticuerpos contra CCP2.

Al inicio (Dia 1), 85,7 % de los sujetos del grupo con CTLA4Ilg y 71,4 % de los sujetos del grupo con placebo eran
positivos para RF. En el grupo con CTLA4lg, este porcentaje disminuyd a 59,1 % al final del Periodo de tratamiento
con el farmaco del estudio (Mes 6). Después de 6 y 18 meses de seguimiento sin tratamiento, la proporcién de
sujetos que permanecia en el estudio que eran positivos para RF era de 11 de 15 (73,3 %) en el Mes 12 y 3 de 6
(50,0 %) en el Mes 24. Por comparacion, la proporcién de sujetos del grupo con placebo que eran positivos para RF
aumenté durante los 24 meses del estudio (14 de 20 [70,0 %] en el Mes 6 a 3 de 3 [100 %] en el Mes 24).

Ningun sujeto del grupo con CTLA4Ig presentd una seroconversién positiva de RF en el Mes 6, 12 0 24. En el grupo

con placebo, 2 de los 7 sujetos evaluados que eran negativos para RF al inicio eran positivos en el Mes 6, y 1 de los
2 sujetos evaluables que eran negativos para RF al inicio era positivo en el Mes 12.
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Al inicio (Dia 1), el porcentaje de sujetos para los que se detectd el alelo de los epitopos compartidos HLA-
DRB10401, HLA-DRB10404, y HLA-DRB10101 fue similar para los grupos de CTLA4lg (46,4 % [13/28]) y de
placebo (39,3 % [11/28]).

Capacidad inmunogena

Los datos de capacidad inmunégena estaban disponibles para un total de 23 de los 28 sujetos aleatorizado y
tratados del grupo con CTLA4lg. Ningun sujeto fue seropositivo para anticuerpos contra CTLA4lg (especificos para
la porcion IgG de la molécula) en ningiin momento durante los 24 meses el periodo del estudio.

Cuatro (4) de los 23 sujetos (17,4 %) eran seropositivos en el ensayo contra CTLA4-T (Tip). En estos 4 sujetos, no
se detectaron anticuerpos contra CTLA4-T 3 meses después de la Ultima dosis (muestra del Mes 9) pero se
detectaron 6 meses después de la Ultima dosis (muestra del Mes 12). Las valoraciones en estos sujetos eran bajas
(intervalo: 65 a 98; la sensibilidad del ensayo es 25). De estas 4 muestras, 2 contenian anticuerpos neutralizadores y
2 no.

La presencia de una respuesta de seroconversion positiva de anticuerpos no parecié afectar a la seguridad. No se
refirieron EA en los sujetos o en proximidad temporal a la respuesta de seroconversion positiva en los sujetos. En un
sujeto, se refirié tendosinovitis con inicio el Dia 384, aproximadamente 6 meses después de la ultima dosis del
farmaco del estudio (CTLA4Ig) y cerca del momento de la respuesta de seroconversién positiva. Este EA se evalué
como improbablemente relacionado con el tratamiento del estudio y de intensidad moderada, y se refiri6 que era
persistente.

Conclusiones generales

Los resultados para los criterios de valoracién de la eficacia primarios y secundarios clave relacionados en este
estudio sugieren que CTLA4lg, administrado como monotratamiento durante 6 meses en una dosis ajustada al peso
de 10 mg/kg IV, retrasa la progresion a AR definitiva en los sujetos con Al, y se observaron efectos de modificacion
de la enfermedad de CTLA4Ilg 6 y 18 meses después de la interrupcién del farmaco. En los sujetos con Al, se
observaron mejoras mayores en la funcién fisica, actividad de la enfermedad referida por el médico, y calidad de
vida relacionada con la salud tras 6 meses de tratamiento con CTLA4lg que con placebo. Las evaluaciones
radiograficas de manos y pies indicaron una progresion minima de la enfermedad durante el Periodo de tratamiento
con el farmaco del estudio entre los sujetos que recibieron CTLA4Ig; la progresién de dafos estructurales también
fue menor 6 meses después de terminar el farmaco del grupo con CTLA4lg que en el grupo con placebo. Las
evaluaciones de RM de mufecas y manos fueron mas limitadas pero mostraron una tendencia similar. Comparado
con el placebo, el tratamiento con CTLA4Ilg se asocié a una mayor reduccion de los niveles de anticuerpos contra
CCP2 en suero y un descenso en el porcentaje de sujetos que dieron positivo para anticuerpos contra CCP2 y RF.
CTLA4Ig a una dosis ajustada al peso de 10 mg/kg administrada IV una vez al mes durante 6 meses fue bien
tolerada por los sujetos con Al. La tasa de capacidad inmundgena (seroconversién positiva inducida por el farmaco)
fue baja, y la presencia de anticuerpos contra CTLA4lg o CTLA4-T no presentd correlacion directa con ningun
hallazgo de seguridad clinica en este estudio de exploracion.

Se hace constar que con relacion a esta fecha, el mejor método conocido por la solicitante para llevar a la practica la
citada invencion, es el que resulta claro de la presente descripcion de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de CTLA4, en donde la molécula de CTLA4 se une a CD80 y/o CD86 y comprende un dominio
extracelular de CTLA4 tal como se muestra en la SEC ID N.2: 2 que empieza por alanina en la posicién 26 o
metionina en la posicion 27 y que termina por acido aspartico en la posicion 150, para su uso en el tratamiento de la
artritis indiferenciada (Al).

2. La molécula para el uso de la reivindicacién 1, en donde la molécula de CTLA4 comprende ademas una
secuencia de aminoacidos que altera la solubilidad o la afinidad de la molécula de CTLA4.

3. La molécula para el uso de la reivindicacién 2, en donde la secuencia de amino&cidos que altera la solubilidad o la
afinidad comprende una inmunoglobulina.

4. La molécula para el uso de la reivindicacion 3, en donde la inmunoglobulina es una regién constante de
inmunoglobulina o una porcion de la misma.

5. La molécula para el uso de la reivindicacion 4, en donde la region constante de inmunoglobulina o de la porcién
de la misma esta mutada para reducir la funcién efectora.

6. La molécula para el uso de la reivindicacién 4, en donde la region constante de inmunoglobulina o la porcion de la
misma comprenden una bisagra y las regiones CH2 y CH3 de una molécula de inmunoglobulina humana o de mono.

7. La molécula para el uso de la reivindicacion 5, en donde la regién constante de inmunoglobulina o de la porcién
de la misma comprende una bisagra y las regiones CH2 y CH3 de una molécula de inmunoglobulina humana o de
mono.

8. La molécula para el uso de la reivindicacion 1, en donde la molécula de CTLA4 comprende:
(a) una secuencia de aminodcidos que comienza por metionina en la posicion 27 y que termina por lisina en la
posicion 383 de la SEC ID N.%: 2, o
(b) una secuencia de aminoacidos que comienza por alanina en la posicion 26 y que termina por lisina en la
posicion 383 de la SEC ID N.%: 2.
9. La molécula para el uso de la reivindicaciéon 1 o de la reivindicacidén 8 para reducir un sintoma de Al.
10. La molécula para el uso de la reivindicacion 9, en donde el sintoma se selecciona a partir del grupo constituido
por hinchazén de las articulaciones, dolor con la exploracién de las articulaciones, inflamacion, rigidez matinal y
dolor.
11. La molécula para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la molécula de CTLA4 es una
molécula de fusién soluble de CTLA4 que es para administrarla a un sujeto en una cantidad de 10 mg/kg de peso del
sujeto.
12. La molécula para el uso de la reivindicacion 1 o de la reivindicacién 8 para inhibir lesiones estructurales.

13. La molécula para el uso de la reivindicacion 12, en donde la lesion estructural se selecciona del grupo constituido
por erosion en la mufieca y mano, edema de la médula 6sea en la mufieca y mano, sinovitis en la mufieca y mano.
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FIG. 1
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FIG. 1 (Continuacién)
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