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DESCRIPCION
Agente para tratar enfermedades

La presente invencion se refiere al tratamiento de enfermedades autoinmunes. La invencién implica un agente que
es un anticuerpo monoclonal humanizado que se puede administrar a pacientes en dosificaciones mas elevadas de
las descritas anteriormente. Es particularmente eficaz para pacientes que tienen enfermedades o caracteristicas que
requieren dosis mas elevadas para tratamiento eficaz. La descripcién concibe una composicién farmacéutica que
comprende el agente, tal como el anticuerpo, en concentracion eficaz, asi como usos y métodos de tratamiento que
usan las composiciones y medicamentos que comprenden el agente.

La autoinmunidad es la imposibilidad de un organismo para reconocer sus propias partes constituyentes (a niveles
submoleculares) como "auto", lo que da como resultado una respuesta inmune contra sus propias células y tejidos.
Cualquier enfermedad que como resultado una respuesta inmune andémala de este tipo se denomina una
enfermedad autoinmune. Las enfermedades autoinmunes incluyen esclerosis multiple (MS), artritis reumatoide (RA),
psoriasis, artritis psoriatica, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, miastenia gravis (MG), sindrome poliglandular
autoinmune de tipo Il (APS-Il), tiroiditis de Hashimoto (HT), diabetes de tipo 1 (T1D), lupus sistémico eritematoso
(SLE) y sindrome linfoproliferativo autoinmune (ALS).

La enfermedad autoinmune se produce cuando los linfocitos T reconocen y reaccionan a las 'auto’ moléculas, es
decir, moléculas producidas por las células del hospedador. La activaciéon de los linfocitos T ’autorreactivos’
mediante presentacion de autoantigenos procesados por las células que presentan antigenos (APC) conduce a su
expansion clonal y a la migracion a los tejidos especificos, donde inducen inflamacion y destruccion del tejido.

Normalmente, los linfocitos T son tolerantes con respecto al tejido autélogo y solamente reaccionan a la
presentacion de estructuras heterélogas. La tolerancia central y la tolerancia periférica comprenden los dos
mecanismos mediante los que el sistema inmunoldgico dificulta A los linfocitos T autorreactivos en la induccion de
sus funciones perjudiciales. La tolerancia central esta mediada a través de seleccion negativa. Este proceso conlleva
la eliminacién, a través de supresion clonal, de linfocitos T autorreactivos, durante el desarrollo ontogénico en el
timo.

La tolerancia periférica es el respaldo disponible si falla la tolerancia central y las células autorreactivas escapan del
timo. Este mecanismo de tolerancia se produce de forma continua durante toda la vida, manteniendo las células
autorreactivas en comprobacién a través de ignorancia inmunoldgica (anergia), delecion periférica y/o supresion
activa.

Los linfocitos T reguladores (Tregs, también denominados anteriormente "células supresoras"), como parte de
supresion activa, mantienen la tolerancia periférica y regulan la autoinmunidad (Suri-Payer et al., J Immunol. 157:
1799-1805 (1996); Asano et al., J Exp. Med. 184: 387-396 (1996); Bonomo et al., J. Immunol. 154: 6602-6611
(1995); Willerford et al., Immunity 3: 521-530 (1995); Takahashi et al., Int. Immunol. 10: 1969-1980 (1998); Salomon
et al, Immunity 12: 431-440 (2000); Read et al., J Exp. Med. 192: 295-302 (2000). En general, los linfocitos T
reguladores inhiben la direccion y/o funcién del tipo 1 de linfocitos T auxiliares (TH1) y células efectoras TH2. La
desregulacion de la frecuencia o funcionamiento de linfocitos Treg puede conducir a enfermedades autoinmunes
debilitantes (Baecher-Allan et al., Immunol. Review 212: 203-216 (2006); Shevach, Annu. Rev. Immunol. 18: 423-449
(2000); Salomon et al., Immunity 12: 431-440 (2000); Sakaguchi et al., Immunol. Rev. 182: 18- 32 (2001)).

Se han caracterizado varios subconjuntos de linfocitos reguladores T. La familia Tregs consiste en dos subconjuntos
fundamentales: Tregs de aparicion natural, por ejemplo CD4'CD25" e inducidos de forma periférica, Tregs Tr1 y
Th3. Ademas, NKTregs y Tregs CD8" se han descrito en seres humanos y roedores (Fehérvari et al,, J. Clin.
Investigation 114: 1209-1217 (2004)).

Los linfocitos Treg derivados del timo (Treg CD4"CD25" de origen natural) son las principales células reguladoras
implicadas en la regulacion de la autoinmunidad o respuestas inmunes patogénicas:

i) son linfocitos T CD4" y constituyen un 5-10 % de los linfocitos T CD4" periféricos

ii) maduran en el timo

i) por lo general se caracterizan por la expresion combinada del receptor IL-2 (CD25), la isoforma de bajo peso
molecular de la molécula CD45, CD 152 (CTLA-4), y el factor de transcripcion FoxP3.

La funcion de los Tregs se observa mejor a modo de ejemplo con experimentos que implican la reconstitucion de
ratones atimicos inmunodeficientes con linfocitos CD4" que fueron privados de linfocitos CD25". Los ratones
atimicos reconstituidos con CD4'CD25 desarrollan diversas enfermedades autoinmunes especificas de organos,
tales como gastritis, ooforitis, orquitis, y tiroiditis (Suri-Payeret al.; J. Immunol. 160: 1212-1218 (1998)).

La inclusion del subconjunto CD4'CD25" en experimentos de reconstitucién con ratones atimicos evita el inicio de
estas enfermedades (Sakaguchi et al., J Immunol. 155: 1151-1164 (1995)). El valor protector de los linfocitos
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CD4'CD25" con respecto a la autoinmunidad especifica de 6rganos también se ha mostrado en otros varios
modelos de autoinmunidad (por ejemplo, gastritis autoimmune, prostatitis, ooforitis, glomerulonefritis, epidimitis y
tiroiditis) causada por timectomia neonatal producida 3 dias después del nacimiento (d3Tx) o enfermedad
inflamatoria del intestino causada por reconstitucion de ratones SCID con CD45RB elevado, linfocitos T CD4*CD25'.
La administracién de anticuerpo anti-CD25 in vivo en ratones también enfermedad autoinmune localizada en
organos.

El descubrimiento de la importancia del regulador de la transcripcion, FoxP3, en la funcion de los linfocitos T
reguladores de CD4'CD25" y las observaciones previas de que pacientes con sindrome IPEX (desregulacién
inmune, poliendocrinopatia, enteropatia y herencia ligada al cromosoma X), una enfermedad inflamatoria grave
similar a la observada en ratones deficientes en células reguladoras de CD4"CD25" (sindrome escamoso), tienen
mutaciones en FoxP3, proporcionaron una correlacion directa entre un modelo de animal a autoinmune, linfocitos T
reguladores de ratén, y una enfermedad autoinmune humana (Sakaguchi et al., J Immunol. 155: 1151-1164 (1995)).

El mecanismo farmacéutico de los linfocitos T reguladores no esta totalmente claro. Los Tregs CD4'CD25" inhiben la
activacion policlonal y especifica de antigeno de los linfocitos T. La supresion esta mediada por un mecanismo que
depende del contacto celular que requiere la activacion de los Tregs CD4"CD25" a través de TCR pero los Tregs no
muestran una respuesta proliferativa después de la activacion por la estimulacion de TCR con anticuerpos
mitogénicos (anérgicos) (Shevach, Nature Rev. Immunol 2 : 389 (2002). Una vez estimulados, son competentes para
suprimir, de una manera dependiente del antigeno, la respuesta de los linfocitos T CD4" y de los linfocitos T CD8"
asi como para inhibir la activacion de los linfocitos B y su expansion clonal.

Hay datos adicionales que indican que la actividad supresora de los Tregs CD4'CD25" también se basa en parte en
citoquinas antiinflamatorias tales como TGF-f (Kingsley et al., J Immunol. 168: 1080 (2002); Nakamura et al., J Exp.
Med. 194: 629-644 (2001)). La significancia funcional de la secrecion de TGF-B esta apoyada ademas por los
hallazgos de que los ratones con déficit de TGF- desarrollan enfermedad autoinmune y que esa administracion de
anticuerpos de neutralizacion para TGF-f3 anula in vivo la prevencién de la autoinmunidad o actividad de induccién
de tolerancia de los linfocitos T CD4" en algunos modelos.

Dentro del subconjunto de linfocitos T CD4", pueden existir al menos 2 tipos de células diferentes mas con funcion
supresora, que se inducen después de exposicion a antigeno exdgeno, especifico (denominados ’linfocitos T
reguladores adaptativos o inducibles’): linfocitos T reguladores de Tipo 1 (Tr1) y linfocitos Th3. Parece que estos
tipos de células se pueden distinguir de los Tregs CD4'CD25" basandose en sus perfiles de produccion de
citoquinas. Sin embargo, la relacion entre estos tipos diferentes no es clara y los modos de accion se superponen.

Los linfocitos Tr1 se indujeron mediante estimulacion de TCR repetitiva en presencia de IL-10 y se mostré que
regulan de forma negativa principalmente las respuestas inmunes a través de la produccion de niveles elevados de
IL-10 junto con cantidades moderadas de TGF-f (Chen et al., J. Immunol. 171: 733-744 (2003)).

Los linfocitos Th3 (identificados en un modelo de EAE después de administracion oral de antigeno) producen
cantidades elevadas de TGF-f y cantidades variables de IL-4 e IL-10. Se mostré que IL-4, por si mismo, era un
factor fundamental para la diferenciacién de los linfocitos Th3, al contrario que los linfocitos Tr1 que se diferencian
con IL-10 (Chen et al., Science 265: 1237-1240 (1994)).

La supresion de la funcion de los linfocitos T con el uso de farmacos inmunosupresores es una estrategia terapéutica
fundamental que se ha usado de forma satisfactoria para tratar enfermedades autoinmunes. Sin embargo, estos
farmacos inducen una inmunosupresion general debido a su escasa selectividad, dando como resultado la inhibicion,
no solamente de las funciones perjudiciales del sistema inmune, sino también las utiles. Como consecuencia, se
pueden producir varios riesgos como infeccion, cancer y toxicidad a farmacos.

Algunos agentes que interfieren con la funcién de los linfocitos T son pilares terapéuticos para diversas
enfermedades autoinmunes.

Hasta ahora se ha demostrado que el enfoque para el uso de estos agentes destinados a la activacion de los
linfocitos T reguladores para la terapia de enfermedades autoinmunes es extremadamente dificil. La activacion de
los Tregs a través de TCR usando el anticuerpo OKT-3 anti-CD3 agonistico (Abramowicz et al, N Engl. J Med. 1992
Sep 3; 327 (10): 736) o a través de la molécula coestimuladora, CD28, usando el anticuerpo TGN 1412 anti-CD28
superagonistico conduce a una supresion completa de la poblacién de linfocitos T reguladores asi como otros
linfocitos T convencionales y la induccién sistémica y liberacion de excesivas cantidades de citoquinas
proinflamatorias que incluyen IFN-y, TNF-a IL-1 e IL-2, dando como resultado un sindrome de liberaciéon de
citoquinas clinicamente evidente (CRS) en seres humanos (Suntharalingam et al, N Engl. J Med. 2006 Sep 7; 355
(10): 1018-28).

Después de las primeras dos a tres inyecciones 5 mg del anticuerpo monoclonal, OKT3, la mayoria de los pacientes
desarrollar un sindrome de liberaciéon de citoquinas con niveles elevados de factor alfa de necrosis tumoral,
interleuquina-2, e interferon gamma que aparece a las 1-2 horas en la circulacion de los receptores de trasplante de
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rindn. (Abramowicz et al., Transplantation. 1989 Apr; 47 (4): 606-8). Esto da como resultado una estrecha ventana
terapéutica que limita la utilidad de este anticuerpo en el tratamiento de enfermedades autoinmunes.

El tratamiento con una dosis total de 5-10 mg de TGN1412 (0,1 mg de anti-CD28 por kilogramo de peso corporal)
conduce a una respuesta inflamatoria sistémica con eficiencia multiorganica a los 90 minutos después de recibir una
sola dosis intravenosa del TGN 1412 (Suntharalingam et al, N Engl. J Med. 2006 Sep 7; 355 (10): 1018-28).

Por lo general se esta de acuerdo con que los linfocitos T CD4 desempefian un papel fundamental en el inicio y en el
mantenimiento de la autoinmunidad. Por consiguiente, se ha propuesto el uso de los mAb con respecto a moléculas
de la superficie de linfocitos T CD4, y en particular los mAb anti-CD4, como agentes inmunosupresores. Aunque
numerosos estudios clinicos confirmaron el interés potencial de este enfoque, también plantean varias cuestiones a
abordar para preparar mAb anti-CD4 mas adecuados para su uso en la practica clinica de rutina.

Se han propuesto varios mecanismos de accion diferentes para los mAb CD4 que incluyen: (1) antagonismo de
interacciones CD4-MHC Il que dan como resultado la inhibicidon de la activacion de linfocitos T, (2) modulacion del
receptor CD4 como se determina mediante una disminucion de la expresion de la superficie celular de CD4, (3)
sefalizacion parcial a través del receptor CD4 en ausencia de reticulacion de receptor de linfocitos T que puede
suprimir la activacion de linfocitos T posterior y desencadenar la muerte apoptética de los linfocitos T CD4, (4)
citotoxicidad dependiente de complemento mediada por Fc (CDC) o citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCC) que conduce a supresion de linfocitos T CD4, y (5) estimulacion de linfocitos T reguladores.

La citotoxicidad dependiente de complemento mediada por Fc (CDC) o la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC) que conduce a suspension de linfocitos T CD4 es el mecanismo principal observado y se
demuestra especialmente para anticuerpos de la subclase IgG1. Solamente unos pocos anticuerpos CD4 se han
atribuido a los otros mecanismos como TRX-1, TNX-355, IDEC-151, OKTcdr4A con solamente TRX-1 siendo una
IgG1 (Schulze-Koops et al., J Rheumatol. 25 (11): 2065-76 (1998); Mason et al., J Rheumatol. 29 (2): 220-9 (2002);
Choy et al., Rheumatology 39 (10): 1139-46 (2000); Herzyk et al., Infect Immun. 69 (2): 1032-43 (2001); Kon et al.,
Eur Respir J. 18 (1): 45-52 (2001); Mourad et al., Transplantation 65 (5): 632-41 (1998); Skov et al., Arch Dermatol.
139 (11): 1433-9 (2003); Jabado et al., J Immunol. 158 (1): 94-103 (1997)).

La supresion de linfocitos T CD4'dependiente de la dosis a dosis "elevadas" (mdiltiples ciclos con
dosificaciones > 100 mg) y secuestro transitorio (supresion de corta duracion) a dosis "mas bajas" (multiples ciclos
con dosificaciones > 10 mg), se observa con varios anticuerpos CD4 (Mason et al., J. Rheumatol. 29 (2): 220-229
(2002); Kon et al., Eur. Respir J. 18 (1): 45-52 (2001)) y HuMax-CD4 (Skov et al., Arch Dermatol. 139 (11): 1433-
1439 (2003), Choy et al., Rheumatology 41 (10): 1142-8 (2002)). A pesar de su actividad de supresion, los mAb con
respecto a CD4 fracasaron en la provision de beneficio clinico y eficacia coherente en enfermedades autoinmunes
investigadas por ejemplo artritis reumatoide (Strand et al., Nature Reviews 6: 75-92 (2007)). Ademas, por lo general
la supresién de los linfocitos T CD4" se considera un escenario, que podria causar inmunosupresion grave.

El anticuerpo B-F5 (CD4anti-humano de IgG1 murina) se someti6 a ensayo en diferentes enfermedades
autoinmunes.

Un pequefio numero de pacientes con psoriasis grave se tratd con el anticuerpo B-F5 murino y se describieron
algunos efectos positivos (Robinet et al., Eur J Dermatol 1996: 6: 141-6, y Robinet et al., J Am Acad Dermatol 1997;
36: 582-8).

En pacientes con artritis reumatoide, los resultados observados en un ensayo controlado con placebo con una dosis
diaria de B-F5 no indicaban una mejora significativa (Wendling et al. J Rheumatol ;25 (8): 1457-61,1998).

En pacientes con esclerosis multiple (MS), se observaron algunos efectos positivos después de un tratamiento de 10
dias en pacientes con formas con recaida-remision, algunos de los cuales todavia estan libres de recaida el 6° mes
después de la terapia (Racadot ef al., J Autoimmun, 6 (6): 771-86, 1993). Rumbach ef al. (Mutt Scler; 1 (4): 207-12,
1996) observaron algunos efectos similares.

En la enfermedad de Crohn grave, no se observé mejora significativa de pacientes que recibian B-F5 durante 7 dias
consecutivos (Canva-Delcambre et al., Aliment Pharmacol Ther 10 (5): 721-7, 1996).

Para prevenir el rechazo a aloinjerto, se informé que la biodisponibilidad de B-F5 no era suficiente para permitir su
uso para profilaxis de rechazo a aloinjerto (Dantal et al. Transplantation, 27; 62 (10): 1502-6, 1996).

A partir de lo mencionado anteriormente, parece que una primera cuestion a resolver es la necesidad del uso de
dosis elevadas de mAb para obtener una mejora clinica. Esto puede resultar, entre otros, de la escasa accesibilidad
de los linfocitos al mAb en los tejidos diana. El uso de dosis mas elevadas puede dar como resultado una accién
excesiva en los linfocitos sanguineos, luciendo efectos secundarios no deseados.

Otro inconveniente de la terapia con anticuerpos monoclonales en seres humanos es que estos anticuerpos por lo
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general se obtienen a partir de células de raton, y provocan respuestas anti-ratén en receptores humanos. Esto no
solamente da como resultado una eficacia menor del tratamiento incluso superior para cualquier tratamiento futuro
con anticuerpos monoclonales de ratdn, sino también un aumento del riesgo de anafilaxis.

Este inconveniente, en principio, se puede evitar con el uso de anticuerpos humanizados, obtenidos mediante injerto
de las regiones que determinan la complementariedad (CDR) de un anticuerpo monoclonal de raton, que determinan
la especificidad de la union al antigeno, en las regiones marco (FR) de una molécula de inmunoglobulina humana. El
objetivo de la humanizacién es obtener un anticuerpo recombinante que tenga las mismas propiedades de unién al
antigeno que las del anticuerpo monoclonal de ratén a partir del que se derivaron las secuencias de CDR, y mucho
meno inmunogénico en seres humanos.

En algunos casos, la sustitucion de las CDR a partir del anticuerpo de ratén para las CDR humanas en marcos
humanos es suficiente para transferir las propiedades de union al antigeno (incluyendo no solamente la
especificidad, sino también la afinidad por el antigeno). Sin embargo, en muchos anticuerpos con algunos restos de
FR son importantes para unién al antigeno, porque se ponen en contacto directamente con el antigeno en el
complejo de anticuerpo-antigeno, o por qué influyen en la conformacion de las CDR y por lo tanto en su actuacién de
union al antigeno.

Por lo tanto, en la mayoria de los casos, también es necesario sustituir uno o varios restos del marco a partir del
anticuerpo de raton para los restos de FR correspondientes humanos. Dado que el numero de restos sustituidos
debe ser tan pequefio como sea posible para prevenir reacciones anti-ratén, la cuestion es como determinar qué
resto(s) de aminoacido son fundamentales para retener las propiedades de union al antigeno. Se han propuesto
diversos métodos para predecir los sitios de sustitucion mas apropiados. Aunque proporcionan principios generales
que pueden ser de cierta ayuda en las primeras etapas de la humanizacion, el resultado final varia de un anticuerpo
a otro. Por lo tanto, para un anticuerpo dado, es muy dificil predecir qué sustituciones proporcionaran el resultado
deseado.

Anteriormente se ha intentado realizar la humanizacion del B-F5 de ratén, y se ha conseguido éxito en la produccion
de B-F5 humanizado (denominado hB-F5 en lo sucesivo en el presente documento) que tiene propiedades de unién
a CD4 similares a las del B-F5 de ratdn precursor.

Por lo tanto, en el documento WO 2004/083247, se ha encontrado que el anticuerpo BT061 humanizado (B-F5
humanizado, o simplemente hB-F5) es util para tratar enfermedades autoinmunes, tales como psoriasis y artritis
reumatoide. Esta solicitud de patentes divulga composiciones para administracién parenteral, formuladas para
permitir la administracién de una dosis de 0,1-10 mg, preferentemente de 1-5 mg. Los regimenes de dosificacion
previstos son una dosis intravenosa de 1 mg al dia y una dosis de 5 mg cada dos dias para pacientes con artritis
reumatoide durante un periodo de 10 dias. Por lo tanto, la mayor dosis divulgada es de 5 mg de una vez y de 25 mg
durante el transcurso de 10 dias.

El estudio también fue descrito por Wijdenes et al., en un resumen y un pdster presentado en la conferencia EULAR,
junio de 2005. Se divulgo el tratamiento de 11 pacientes que padecian artritis reumatoide. Los pacientes se trataron
con 5 infusiones intravenosas de 5 mg BT061 cada dos dias con tratamiento simultaneo con 150 mg Diclofenaco.

No se divulga que el anticuerpo descrito en este estudio sea adecuado para su uso en dosis mas elevadas, y todavia
es deseable encontrar tratamientos a dosis mas elevadas para tratar a nimero de pacientes mas elevado.

Habiendo contemplado la técnica anterior mencionada anteriormente, un objetivo de la presente invencion es tratar a
pacientes que tengan una enfermedad autoinmune que todavia no ha respondido de forma satisfactoria a los
tratamientos existentes. En particular, un objetivo de la presente invencion es encontrar tratamientos autoinmunes
que se puedan aplicar en dosis elevadas a los pacientes, con el fin de mejorar la respuesta al tratamiento para los
pacientes que en la actualidad no responden.

De forma sorprendente, los experimentos realizados por los inventores revelaron que el anticuerpo BT061 de IgG1,
al contrario que los otros mAb de CD4, una vez unidos a CD4 de células diana, ni induce ADCC, ni CDC ni
apoptosis.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento de
una enfermedad autoinmune que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un anticuerpo anti-CD4
humanizado capaz de activar linfocitos T reguladores de CD4"CD25", donde la composicién se debe administrar a
un sujeto por via subcutanea en una dosis del anticuerpo anti-CD4 humanizado de 20 mg a 100 mg, donde la dosis
se debe administrar de forma semanal, y donde el anticuerpo anti-CD4 humanizado comprende un dominio
constante de IgG1 y tiene dominios V definidos por las siguientes secuencias de polipéptidos:

- dominio V de cadena H:
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EEQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGESFSDCRMYWLRQAPGKGLEWIGVISVKSENYG
ANYAESVRGRFTISRDDSKNTVYLOMNSLKTEDTAVYYCSASYYRYDVGAWFAYWGQ
GTLVTVSS (SEQ ID NO: 1)

- dominio V de cadena L:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSTSGYSYIYWYQQKPGQPPKLLIYLASILESG
VPDRESGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQHSRELPWTFGQGTKVEIK (SEQ ID NO: 2).

La invencion también proporciona una composicién farmacéutica para uso en el tratamiento de una enfermedad
autoinmune que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un anticuerpo anti-CD4 humanizado capaz
de activar linfocitos T reguladores de CD4'CD25", donde la composicién se debe administrar a un sujeto por via
subcutanea en una dosis del anticuerpo anti-CD4 humanizado de 8 a 60 mg/m2 de area de superficie corporal del
sujeto, donde la dosis se debe administrar de forma semanal, y donde el anticuerpo anti-CD4 humanizado
comprende un dominio constante de IgG1 y tiene dominios V definidos por las siguientes secuencias de polipéptidos:

- dominio V de cadena H:

EEQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGESFSDCRMYWLRQAPGKGLEWIGVISVKSENYG
ANYAESVRGRFTISRDDSKNTVYLOMNSLKTEDTAVYYCSASYYRYDVGAWFAYWGQ
GTLVTVSS (SEQ ID NO: )1

- dominio V de cadena L:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSTSGYSYIYWYQQKPGQPPKLLIYLASILESG
VPDREFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQHSRELPWTFGQGTKVEIK (SEQ ID NO: 2).

Ademas adicionalmente, la invencién proporciona una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento de una
enfermedad autoinmune que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un anticuerpo anti-CD4
humanizado capaz de activar linfocitos T reguladores de CD4"CD25", donde la composicién se debe administrar a
un sujeto por via subcutanea en una dosis del anticuerpo anti-CD4 humanizado de 0,2 a 1,5 mg/kg, donde la dosis
se debe administrar de forma semanal, and donde el anticuerpo anti-CD4 humanizado comprende un dominio
constante de IgG1 y tiene dominios V definidos por las siguientes secuencias de polipéptidos:

- dominio V de cadena H:

EEQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGESFSDCRMYWLRQAPGKGLEWIGVISVKSENYG
ANYAESVRGRFTISRDDSKNTVYLOMNSLKTEDTAVYYCSASYYRYDVGAWFAYWGQ
GTLVTVSS (SEQ ID NO: )1

- dominio V de cadena L:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSTSGYSYIYWYQQKPGQPPKLLIYLASILESG
VPDRESGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQHSRELPWTFGQGTKVEIK (SEQ ID NO: 2).

Ademas, la presente invencion proporciona el uso de un anticuerpo anti-CD4 humanizado capaz de activar linfocitos
T reguladores de CD4'CD25" para la preparacién de una composicién farmacéutica para tratar una enfermedad
autoinmune, donde el anticuerpo anti-CD4 humanizado comprende un dominio constante de IgG1 y tiene dominios V
definidos por las siguientes secuencias de polipéptidos:

- dominio V de cadena H:
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EEQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFSFSDCRMYWLRQAPGKGLEWIGVISVKSENYG
ANYAESVRGRFTISRDDSKNTVYLOMNSLKTEDTAVYYCSASYYRYDVGAWFAYWGQ
GTLVTVSS (SEQ IDNO: ) 1

- dominio V de cadena L:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSTSGYSYIYWYQQKPGQPPKLLIYLASILESG
VPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQHSRELPWTFGQGTKVEIK (SEQ ID NO: 2),

y donde la composicion se debe administrar a un sujeto por via subcutanea en una dosis del anticuerpo anti-CD4
humanizado de: (i) de 20 mg a 100 mg; (ii) de 8 a 60 mg/m de area de superficie corporal del sujeto, o (iii) de 0,2 a
1,5 mg/kg, donde la dosis se debe administrar de forma semanal.

A partir de las dosificaciones mencionadas anteriormente se observara que los inventores han encontrado que, de
forma sorprendente con el anticuerpo BT061 humanizado (B-F5 humanizado, o simplemente hB-F5) no modulaba ni
inducia sustancialmente la liberacién de citoquinas proinflamatorias en comparaciéon con otros anticuerpos que
interactian con linfocitos T, por ejemplo anticuerpos anti-CD3. Ademas, el anticuerpo no causa supresion de
linfocitos CD4" sustancial a largo plazo.

La concentraciéon del anticuerpo no se ve limitada especialmente, con la condicién de que esté presente en una
concentracion que es elevada en comparacion con concentraciones conocidas. Sin embargo, preferentemente, la
concentracion del anticuerpo es de 10 (o superior a 10) a 150 mg/ml, de 15 a 150 mg/ml, de 15 a 100 mg/ml, de 15
(o superior a 15) a 75mg/ml, o de 20 a 60 mg/ml. Mas preferentemente, la concentracion del anticuerpo es
(aproximadamente) una cualquiera de 10 mg/ml, 12,5 mg/ml, 20 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 60 mg/ml, 70 mg/ml,
80 mg/ml, 90 mg/ml o 100 mg/ml.

El volumen de dosificacion aplicado a un sujeto usando la composiciéon no se ve limitado especialmente, con la
condiciéon de que administre una dosificacion general elevada en comparacion con dosificaciones ya se conocen, y
por lo tanto es adecuado para el tratamiento de individuos que se pueden beneficiar de dosis elevadas tales como,
pero no limitados a, varios casos con una larga historia de la enfermedad y respuesta insuficiente a terapias
actuales. En particular, la concentracién de anticuerpos dentro de los volimenes de dosificacion se puede variar
para proporcionar las dosis requeridas, que se describen en la presente solicitud.

El volumen de dosificacion variara dependiendo del método de administraciéon. Cuando la composiciéon se debe
administrar mediante inyecciéon subcutanea, el volumen de dosificaciéon puede estar entre 0,1 y 3 ml,
preferentemente entre 0,5y 1,5 ml, y por lo general aproximadamente 1 ml.

Sin embargo, en algunas realizaciones, la composicion se puede proporcionar en forma concentrada y diluir hasta la
concentracion requerida para los individuos en cuestion. Preferentemente, en estas situaciones, la composicion se
proporciona en volumenes relativamente pequefios de aproximadamente 1, 2, 3, 4 o 5 ml. En realizaciones
alternativas, la composiciéon se proporciona en la concentracion y volumen de dosificacion requeridos descritos
anteriormente (es decir, listo para administracion). En una realizacion especifica, las composiciones farmacéuticas
para administracién subcutanea se proporcionan en una forma lista para administracién de modo que se pueden
administrar facilmente por personal no médico.

Como ya se ha mencionado, anteriormente, no se sabia que algunos agentes capaces para de tratar enfermedades
autoinmunes se podian administrar en las dosificaciones elevadas que se prevén con la presente invencion. Aunque
las dosis conocidas de agentes capaces de tratar enfermedades autoinmunes son eficaces en algunos individuos o
tipos de enfermedad, la comprensién de que se puede tolerar en dosis mas elevadas ha abierto la via de tratamiento
mas eficaz de algunas enfermedades autoinmunes y clases de pacientes.

La invencion se ilustrara solamente a modo de ejemplo, con preferencia las siguientes Figuras, en las que:

La Figura 1 muestra el efecto de BT061 en la sintesis de citoquinas de cultivos de sangre completa de 3
donantes. Los cultivos se estimularon en experimentos separados con 4 tipos de activadores diferentes:
CD3 = anticuerpos anti-CD3; LPS lipopolisacarido; PHA = fitohemaglutinina + anticuerpos anti-CD28;
SEB = enterotoxina B estafilocécica + anticuerpos anti-CD28. Se determinaron determinadas citoquina es para
medir los efectos en diversas subpoblaciones de leucocitos: células Treg (CD3: TGF-B, IL-10);
monocitos/macréfagos (LPS: IL-10, TNFa, IL-1B); células Th2 (PHA: IL-4, IL-5, IL-13); células Th1 (SEB: IL-2,
IFNy);



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2569217713

La Figura 2 muestra el efecto de BT061 en cultivos de sangre completa humana (donantes con artritis
reumatoide) en la sintesis de citoquinas desencadenada por diferentes estimulantes;

La Figura 3 muestra la secuencia de nucleétidos que codifica la region Vi de B-F5 de raton (SEQ ID No: 5);
La Figura 4 muestra la secuencia de nucleétidos que codifica la region Vi de B-F5 de ratén (SEQ ID No: 6);

La Figura 5 muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID No: 3) de un fragmento del plasmido que codifica la
region Vy of BF-5 humanizado. La secuencia que codifica la region V esta subrayada y la correspondiente
secuencia de polipéptidos (SEQ ID No: 17) esta indicada debajo de la secuencia de nucleétidos;

La Figura 6 muestra la secuencia de nucleétidos (SEQ ID No: 4) de un fragmento del plasmido que codifica las
regiones Vx de BF-5 humanizado. La secuencia que codifica la region V esta subrayada y la correspondiente
secuencia de polipéptidos (SEQ ID No: 2) esta indicada debajo de la secuencia de nucledtidos;

Las Figuras 7A y 7B respectivamente muestran la liberacion de TNFa e IL-6 observada en un ensayo clinico con
BT061 (una sola infusidn intravenosa o inyeccion subcutanea) en voluntarios sanos en comparacion con los
niveles informados con los anticuerpos monoclonales anti-CD3. Los niveles de dosis y tiempo de recuperacion se
incluyen en las figuras. Los resultados para TRX4 indicados en las Figuras como "2)" se informan en Keymeulen
et al., 2005 N. Engl. J. Med. Type 1 Diabetes patients. Los resultados para Teplizumab indicados en las Figuras
como "3)" se informa en Herold et al., 2002 N. Engl. J. Med. Type | Diabetes patients. Los valores normales
indicados en las Figuras con "4)" se informa en Straub et al., 2007, Athr. & Rheumat. "*)" representa una sola
dosis, "**)" representa una dosis acumulativa inyectada hasta que se alcanzaba la concentracion maxima.

La Figura 8 muestra niveles en plasma de IL-2 e IFN-y después de administracion de una sola dosis intravenosa
o subcutanea de BT061 en voluntarios sanos. ULN = limite superior de la normalidad; LLN = limite inferior de la
normalidad.

La Figura 9 muestra una cinética de los recuentos de linfocitos CD4 (células por ml de plasma) en voluntarios
tratados con una sola dosis intravenosa de BT061. Se muestran los valores medios de 3 pacientes por grupo de
dosis. Las lineas punteadas indican el limite superior de la normalidad (ULN) y el limite inferior de la normalidad
(LLN).

La Figura 10 muestra una cinética de los recuentos de linfocitos CD4 (células por ml de plasma) en voluntarios
tratados con una dosis subcutanea individual de BT061. Se muestran los valores medios de 3 pacientes por
grupo de dosis. Las lineas punteadas indican el limite superior de la normalidad (ULN) y el limite inferior de la
normalidad (LLN).

La Figura 11, partes A a H, proporciona graficos que muestran datos de los ensayos clinicos de pacientes con
psoriasis del grupo de dosis | como se describe en el Ejemplo 7, donde los pacientes se tratan con una inyeccion
intravenosa de 0,5 mg de BT061 o un placebo. Las partes A a H de la Figura 8 proporcionan graficos de las
puntuaciones de PASI de los pacientes 1 a 8 del grupo de dosis |, respectivamente.

La Figura 12, partes A a H, proporciona graficos que muestran datos de los ensayos clinicos de pacientes con
psoriasis del grupo de dosis Il como se describe en el Ejemplo 7, donde los pacientes se tratan con una
inyeccion intravenosa de 2,5 mg de BT061 o un placebo. Las partes A a H de la Figura 9 proporcionan graficos
de las puntuaciones de PASI de los pacientes 1 a 8 del grupo de dosis |l, respectivamente.

La Figura 13, partes A y B proporcionan fotografias del ensayo clinico de pacientes con psoriasis como se
describe en el Ejemplo 7. Las fotografias son del mismo paciente que era un miembro del grupo de dosis Il. La
fotografia mostrada en la parte A se tomd antes del tratamiento. La fotografia mostrada en la parte B se tom6 28
dias después del tratamiento.

La Figura 14 proporciona resultados del ensayo clinico de pacientes con artritis reumatoide como se describe en
el Ejemplo 8. La figura muestra un grafico de barras del porcentaje de pacientes de los grupos de dosis que
reciben 1,25mg, 6,25mg, 12,5mg y 25mg de BT061 por via subcutdanea que consiguen al menos una
respuesta de ACR20. Seis pacientes en cada grupo recibieron la dosis de anticuerpo mientras que dos pacientes
recibieron un placebo.

Las Figuras 15A y 15B proporcionan resultados del ensayo clinico de pacientes con artritis reumatoide como se
describe en el Ejemplo 8. La Figura 15A muestra un grafico de barras del nimero de articulaciones sensibles
para pacientes del grupo de dosis que reciben 25 mg de BT061 por via subcutanea. La Figura 15B muestra un
grafico de barras del nimero de articulaciones hinchadas en pacientes del mismo grupo de dosis. Seis pacientes
de cada grupo recibieron la dosis de anticuerpo mientras que dos recibieron un placebo.

Las Figuras 16A y 16B proporcionan resultados del ensayo clinico de pacientes con artritis reumatoide como se
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describe en el Ejemplo 8. Las Figuras muestran los cambios de los pardmetros individuales (en %) para un
individuo que responde (Figura 16A) y un individuo que no responde (Figura 16B) del grupo de dosis de 25 mg
por via subcutanea. En las Figuras "EG del Pac" y "EG del Méd" se hace referencia a la evaluacion global del
paciente y la evaluacion global del médico, respectivamente. La expresion "EP del dolor" se refiere a la
evaluacion del dolor del paciente.

Las Figuras 17A y 17B proporcionan resultados adicionales del ensayo clinico de pacientes con artritis
reumatoide como se describe en el Ejemplo 8. Las Figuras muestran el nimero de articulaciones sensibles en
pacientes del grupo de dosis de 1,25 mg por via subcutanea (Figura 17A) y del grupo de dosis de 6,25 mg por
via subcutanea (Figura 17B).

Las Figuras 18A y 18B proporcionan resultados adicionales del ensayo clinico de pacientes con artritis
reumatoide como se describe en el Ejemplo 8. Las Figuras muestran el nimero de articulaciones sensibles en
pacientes del grupo de dosis de 50 mg por via subcutanea (Figura 18A) y del grupo de dosis de 6,25 mg por via
intravenosa (Figura 18B).

La Figura 19 muestra el alineamiento de las secuencias de polipéptidos de Vk de B-F5 murino (SEQ ID No: 8),
FK-001 (SEQ ID Nos: 9, 10, 11 y 12), L4AL (SEQ ID No: 18), y L4M (SEQ ID No: 2) en el disefio de la forma
humanizada de B-F5 (es decir, BT061).

La Figura 20 muestra el alineamiento de las secuencias de polipéptidos de V4 de B-F5 murino (SEQ ID No: 7),
M26 (SEQ ID Nos: 13, 14, 15y 16), H37L (SEQ ID No: 1), y H37V (SEQ ID No: 17) en el disefio de la forma
humanizada de B-F5.

La descripcion proporcionara ahora mas detalles.

Los agentes que son adecuados para uso en la presente descripcion son aquellos que son capaces de activar
linfocitos T reguladores de CD4'CD25". El agente puede ser un polipéptido, una proteina o un anticuerpo. Cuando el
agente es un anticuerpo, este puede ser un anticuerpo monoclonal. Preferentemente con el anticuerpo es un
anticuerpo anti-CD4 monoclonal. El anticuerpo también puede ser preferentemente un anticuerpo IgG1 y puede ser
un anticuerpo IgG1 no modificado.

En un aspecto preferente con el agente no causa un aumento sustancial en el nivel de citoquinas proinflamatorias en
el plasma de sangre del sujeto después de la administraciéon en comparacion con anticuerpos anti-CD3. En
particular, los niveles de IFN-y, TNF-a, IL-6 y/o IL-2 después de la administracion del agente no aumentan
sustancialmente en comparacién con los niveles en plasma metidos en sujetos sanos (véase la Tabla A1). De forma
especifica, si el ULN para una citoquina especifica proporcionada en la Tabla A1 se toma como X, entonces dentro
de 96 horas después de la administracion del agente se puede producir un aumento de X inferior a 20 veces.
Preferentemente, puede haber un aumento de X inferior a 10 veces. Mas preferentemente, estos niveles se
producen durante el periodo de 10 minutos después del inicio de la administraciéon hasta 96 horas después de la
finalizacion de la administracion.

En pacientes autoinmunes es posible que los niveles de citoquinas antes de la administracion del agente ya sean
mas elevados que los observados en sujetos sanos (ULN proporcionado en la Tabla A1) debido, por ejemplo, a un
estado de activacion modificado de células inmunes en comparacion con el estado de activacion de las células en
sujetos sanos. En esos casos, la concentracion de una citoquina especifica directamente antes de la administracion
del agente se toma como X y dentro de las 96 horas después de la administracion del agente se puede producir un
aumento de X inferior a 20 veces. Preferentemente, se puede producir un aumento de X inferior a 10 veces. Mas
preferentemente, estos niveles se producen durante el periodo de 10 minutos después del inicio de la administracion
hasta 96 horas después de la finalizacién de la administracion.

Tabla Al: Niveles de citoquinas medidos en plasma de voluntarios sanos. EI ULN (limite superior de la normalidad)
se calcula basandose en valores medios medidos en 39 sujetos individuales + 2 x desviacion estandar.

Citoquina ULN (pg/ml)
-2 19,4

IL-6 4,4

TNF-alfa 2,8
IFN-gamma 3,8

En un aspecto adicional preferente, el agente no causa una disminucion sustancial de larga duracién en el recuento
celular de linfocitos CD4" en el plasma de sangre del sujeto. De forma especifica, dentro del periodo de 72 a
96 horas después de la administracién, el recuento celular de linfocitos CD4" en el plasma de sangre del sujeto
puede ser superior a 250 células/pl (o al menos 250 células/pl).
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Preferentemente, los efectos de la citoquina y los linfocitos CD4" descritos anteriormente se observan en al menos
un 80 % de los pacientes tratados.

Para evitar el impacto negativo en el sistema inmune, por ejemplo una disminuciéon en el recuento de células
linfociticas o induccion de liberacion de citoquinas, en la clinica se sabe como usar anticuerpos (especialmente
anticuerpos que interactian con linfocitos T) de la subclase 19G2, IgG3 o IgG4 porque los anticuerpos de la subclase
IgG1 presentan interacciones con el receptor Fc mas elevadas. En la técnica también se sabe como modificar
anticuerpos (especialmente anticuerpos que interactian con linfocitos T) mediante mutacién, desglicosilacion,
glicomadificacion o glicoingenieria de Fc para reducir interacciones del receptor Fc.

En los experimentos descritos en el presente documento con los inventores han encontrado que la anulacién y
modificaciones de anticuerpos de la subclase IgG1 no necesarios para el agente de la presente invencion. En
particular, los datos presentados en la presente solicitud de patente indican que la gente no presenta una supresion
de linfocitos CD4" sustancial ni de larga duracion ni inducen liberacién de citoquinas sustancial en comparacién con
los anticuerpos anti-CD3.

Por consiguiente, en un aspecto preferente, el agente es un anticuerpo IgG1 sin modificar, es decir un anticuerpo
que no incluye una mutacién de Fc, y que no ha sido objeto de desglicosilacion, glicomodificacion ni glicoingenieria
para reducir interacciones del receptor Fc, o un fragmento o un derivado del mismo.

Los anticuerpos que son mas adecuados para uso en la presente descripcidon son anticuerpos anti-CD4
humanizados, o fragmentos o derivados de los mismos, que son capaces de activar linfocitos T reguladores de
CD4*CD25". Algunos ejemplos de anticuerpos que son capaces de activar linfocitos T reguladores de CD4*CD25"
se analizan en Becker ef al., (European Journal of Immunology (2007), Vol. 37: paginas 1217-1223).

Por lo general, el anticuerpo usado en la descripcion comprende adicionalmente una region constante humana (Fc).
Esta region constante sé preseleccionar entre dominios constantes de cualquier clase de inmunoglobulinas, que
incluyen IgM, IgG, IgD, IgA e IgE, y cualquier isotipo, incluyendo 1gG1, IgG2, IgG3 e IgG4. Algunas regiones
constantes preferentes se seleccionan entre dominios constantes de IgG, en particular IgG1.

La presente descripcion también incluye cualquier fragmento del anticuerpo que comprende las regiones V del
mismo. Este comprende en particular Fab, Fab’, F(ab)’2, Fv y fragmentos de scFv.

En un aspecto particularmente preferente de la presente descripcién, el anticuerpo es un anticuerpo anti-CD4
humanizado o fragmenté o derivado del mismo derivado del anticuerpo B-F5 anti-CD4 monoclonal de ratén. Un
ejemplo de un anticuerpo de este tipo es el anticuerpo BT061. El anticuerpo BT061, fragmentos y derivados del
mismo.

El anticuerpo BT061 (hB-F5) humanizado se deriva de mAb B-F5 de ratén, y tiene dominios V definidos por las
siguientes secuencias de polipéptidos:

- dominio \Y de cadena H: EEQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFSFSDCRMYWLRQA
PGKGLEWIGVISVKSENYGANYAESVRGRFTISRDDSKNTVYLQMNSLKTEDTAVY YCSAS YYRYDVGAWFAY-
WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 1)

- dominio V de cadena L:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSTSGYSYIYWYQQ
KPGQPPKLLIYLASILESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQHSRELPWT
FG QGTKVEIK (SEQ ID NO: 2).

Algunos derivados de este anticuerpo también son adecuados para uso en la presente descripcion. Algunos
derivados incluyen aquellos que tienen dominios V definidos por las secuencias de polipéptidos que tienen al menos
un 80 %, preferentemente al menos un 90 %, lo mas preferentemente al menos un 95 % de identidad de secuencia
con SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID No: 2.

Los anticuerpos particularmente preferentes son los que comprenden las regiones que determinan la
complementariedad (CDR) del mAb B-F5 de ratdn, y retienen la capacidad de hB-F5 para activar linfocitos T
reguladores de CD4"CD25". La ubicacién de las CDR dentro de los dominios Vi y Vi se muestra en las Figuras 19y
20. Tales anticuerpos pueden tener opcionalmente variaciones en la secuencia de las CDR que no influyen
sustancialmente en la especificidad y/o afinidad de union.
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Por lo general, el anticuerpo hB-F5 usado adicionalmente comprende una regién constante humana (Fc). Como se
ha indicado anteriormente con esta regiéon constante se puede seleccionar entre dominios constantes de cualquier
clase de inmunoglobulinas, que incluyen IgM, 1gG, IgD, IgA e IgE, y cualquier isotipo, incluyendo IgG1, 1gG2, IgG3 e
IgG4. Algunas regiones constantes preferentes se seleccionan entre dominios constantes de IgG, en particular IgG1.

La presente descripcion también incluye cualquier fragmento de un anticuerpo BT061 que comprende las regiones V
del mismo. Este comprende en particular Fab, Fab’, F(ab)’z, Fv y fragmentos de scFv.

Un polinucledtido que codifica el dominio V de la cadena H o de la cadena L de un anticuerpo BT061 se puede
fusionar con un polinucledtido que codifica la region constante de una cadena H o L humana, con la finalidad de
expresar las cadenas H y L completas obtenidas de esta manera; también se puede afiadir una secuencia que
codifica un péptido de sefial que permite que la secrecion de la proteina.

La descripcidon también hace uso de casetes de expresidon donde un polinucleétido, como se ha descrito
anteriormente, se une a secuencias de control apropiadas permitiendo la regulacion de su transcripcion y traduccion
en una célula hospedadora elegida, y vectores recombinantes que comprenden un polinucleétido o un casete de
expresion de la descripcion.

Estas construcciones de ADN recombinante se pueden obtener e introducir en células hospedadoras con las
técnicas bien conocidas de ADN recombinante y de ingenieria genética.

La descripcion también hace uso de una célula hospedadora, transformada con un polinucleétido de la descripcion.

Algunas células hospedadoras utiles dentro del marco de la presente descripcion pueden ser células procariotas o
eucariotas. Entre las células eucariotas adecuadas, se podra mencionar, a modo de ejemplo, células de plantas,
células de levaduras, tales como Saccharomyces, células de insectos tales como Drosophila, o Spodoptera, y
células de mamifero tales como HelLa, CHO, 3T3, C127, BHK, COS, etc.

La construccion de lectores de expresion usados en la descripcion, y la transformacion de células hospedadora se
puede realizar con las técnicas convencionales de biologia molecular.

El anticuerpo BT061 (hB-F5) usado en la invencién se puede obtener mediante el cultivo de una célula hospedadora
que contiene un vector de expresiéon que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica dicho
anticuerpo, en condiciones adecuadas para la expresion del mismo, y mediante la recuperacion de dicho anticuerpo
del cultivo de la célula hospedadora.

Construccioén de B-F5 humanizado
Diserio de regiones Vi y Vk de humanizado B-F5

Las secuencias de ADN que codifican las regiones Vy y Vk de B-F5 de ratén se muestran respectivamente en la
Figura 3 y en la Figura 4 y con los identificadores de secuencia SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6. Las Vi y Vk
humanas donde se injertan las CDR de raton se seleccionaron mediante busqueda en base de datos para Vy
humano mas parecido a las Vy y Vk de B-F5 de ratén. La region V4 de un anticuerpo humano (M26; Numero de
Registro A36006) tenia la homologia mas elevada con la V4 de B-F5. La region Vk de otro anticuerpo humano (FK-
001; NAKATANI et al., Biotechnology, 7 (1989), 805-810)) tenia la homologia mas elevada con la Vk de B-F5.

Dos tipos de Vk que se diferenciaban entre ellas por que el resto 4 era Leucina o Metionina se construyeron y se
disefiaron y se denominaron L4L y L4M. Dos tipos de V4 que se diferenciaban entre ellas por que el resto del
aminoacido 37 era Leucina o Valina se construyeron y se disefiaron como H37L y H37V. El alineamiento de las
secuencias polipeptidicas de B-F5, FK-001, L4L, y L4M se muestran en la Figura 19. El alineamiento de las
secuencias polipeptidicas de B-F5, M26, H37L, y H37V se muestra en la Figura 20. Los restos de FR informados
anteriormente porque eran importantes para el empaquetamiento de las CDR (Chotia et al., Nature 342 (1989), 877;
Foote et al., J. Mol. Biol., 224 (1992), 487) se presentan en caja.

Mediante la combinacién de estas Vy y Vk, se disefiaron 4 versiones de regiones V.
Expresién de B-F5 humanizado

Las etapas posteriores para produccion de B-F5 humanizado fueron las mismas que las divulgadas en la Patente de
Estados Unidos n.° 5.886.152 para B-B10 humanizado.

En resumen, los plasmidos de expresion para la cadena H (regiéon humanizada de Vu fusionada a la region
constante de una cadena y-1 humana (TAKAHASHI et al., Cell, 29 (1982), 671-679)) y la cadena L (region
humanizada de Vy fusionada con la regién constante de la cadena K de FK-001) de B-F5 humanizado se
construyeron por separado. En estos plasmidos, la expresion del B-F5 humanizado se realiza mediante el
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promotor/potenciador del gen de la IgM monoclonal humana, FK-001. La Figura 5 y 6 respectivamente muestran los
fragmentos de los plasmidos que codifican las regiones Vy y Vk de BF-5 humanizado. Las secuencias que codifican
la regién V estan subrayadas y las secuencias polipeptidicas correspondientes se indican debajo de la secuencia de
nucleotidos. Ambos plasmidos y pSV2neo se introdujeron de forma simultanea en Sp2/0 de mieloma de ratén (ATCC
CRL-1581) usando Lipofectin™. Se seleccionaron transfectomas que producen IgG humana mediante ELISA, usando
un anticuerpo de IgG anti-humana (cadena y) y un anticuerpo de cadena Ig K anti-humano.

Caracterizacion de las diferentes versiones de B-F5 humanizado
Caélculo de la actividad de unién de CD4

Los sobrenadantes del cultivo de transfectomas que producen las cuatro versiones de hB-F5 se recogieron, y se
concentraron. Los diferentes anticuerpos se purificaron de los sobrenadantes del cultivo mediante cromatografia por
afinidad usando proteina A Sepharose y se evaluaron para su actividad de unién a CD4 midiendo, sus actividades
inhibitorias por medio de ELISA competitivo con respecto a la unién del mB-F5 biotinilado a CD4 soluble revestido en
placas de microtitulacion. El tiempo de incubacion es de 2 horas a 37 °C y durante una noche a 4 °C.

Las actividades de union relativas de hB-F5s (la actividad de union de mB-F5 se tomé como un 100 %) se muestran
en la Tabla A que sigue a continuacion:

Tabla A

Anticuerpo  |Temp (°C) |Actividad de union relativa ( % de mB-F5)
H37L/L4L 4 80

37 30
H37L/L4AM |4 80

37 30
H37V/IL4AL |4 10-20

37 10
H37V/ILAM |4 10-20

37 10

A partir de los resultados mostrados en la Tabla A, parece que el resto 37 de la Leucina, es fundamental para
mantener la actividad de unién a CD4 de hB-F5 porque la actividad de uniéon a CD4 se reduce varias veces mediante
conversion de *Leu en *Val. Por el contrario, se encuentra que el resto 4 de Vk no es demasiado importante para la
actividad de union a CD4. Dado que la diferencia estructural entre Leu y ¥\/al de Vi no se demuestra claramente
mediante modelado molecular, no se esperaba la superioridad de H37L con respecto a H37V en la actividad de
union a CD4.

Para evaluacion se eligieron H37L/L4L y H37L/L4M.
Investigacion de las actividades biolégicas in vitro de B-F5 humanizado

Las actividades bioldgicas in vitro del B-F5 de raton y de los B-F5 humanizados (H37L/L4M IgG1 y H37L/L4L IgG 1)
se evaluaron. Los B-F5 humanizados de tipo 1gG2 (H37L/L4M 1gG2 y H37L/L4L 1gG2) también se sometieron a
ensayo.

Las actividades bioldgicas in vitro de mB-F5 y los cuatro tipos de hB-F5 se evaluaron usando células mononucleares
de sangre periférica (PBMC) de donantes sanos. Las PBMC se activaron con ConA (2,5 pg/ml, 3 dias) o PPD (10
pg/ml, 4 dias) en presencia de murino o los hB-F5, y se controlaron para sus respuestas proliferativas mediante
incorporacién de 3H-timidina.

El murino y los hB-F5s podian inhibir de forma moderada la proliferacion inducida por ConA, pero las actividades
variaban de anticuerpo a anticuerpo y/o de donante a donante. También, murino y los hB-F5s eran capaces de
inhibir la proliferacion de PBMC especifica de Ag inducida por PPD.

El tipo IgG1 de hB-F5 inhibia la proliferacion inducida por PPD de forma mas eficaz (una inhibicién tan elevada como
un 70 %) que mB-F5. Parecia que el tipo IgG1 era mas eficaz que el tipo IgG2 de que la actividad inhibitoria era casi
la misma que la de mB-F5. Para el tipo IgG1, H37L/L4M era mas eficaz que H37L/L4L. El tipo IgG2 de H37L/L4M y
H37L/L4L tenia casi las mismas actividades inhibitorias. En resumen, las actividades inhibitorias de los B-F5s con
respecto a la proliferaciéon de PBMC inducida por PPD fue la que sigue a continuacion: H37L/L4M IgG1 > H37L/L4L
IgG1 > H37L/L4M IgG2 = H37L/L4L IgG2 = mB-F5.
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Considerando la eficacia de la actividad bioldgica in vitro y el menor nimero de aminoacidos de ratén, H37L/L4M
IgG1 se eligio para evaluacion adicional, y es este anticuerpo el que se denomina BT061 y se usa para demostrar la
presente invencion en los Ejemplos proporcionados en la presente solicitud.

Composiciones y usos

Como se ha mencionado, la composiciéon farmacéutica y medicamentos usados en la presente descripcion, son
capaces preferentemente de tratar una enfermedad autoinmune en pacientes que se benefician de dosis mas
elevadas. Tales pacientes incluyen, pero no se limitan a, casos graves con una larga historia de la enfermedad.

En un aspecto, la presente descripcién también proporciona el uso de un anticuerpo anti-CD4 humanizado o
fragmento o derivado del mismo en la preparacion de un medicamento eficaz frente a una enfermedad autoinmune,
donde el anticuerpo humanizado es capaz de activar linfocitos T reguladores de CD4'CD25", y donde el
medicamento comprende el anticuerpo en una concentracion de 10 a 150 mg/ml, preferentemente de 15 a 75 mg/ml,
lo mas preferentemente de 20 a 60 mg/ml.

La descripcion también proporciona el uso de un anticuerpo anti-CD4 humanizado o fragmento o derivado del mismo
en la preparaciéon de un medicamento eficaz frente a una enfermedad autoinmune, donde el anticuerpo humanizado
es capaz de activar linfocitos T reguladores de CD4'CD25", y donde el medicamento se administra a un sujeto en
una sola dosis o una pluralidad de dosis en una cantidad del anticuerpo de 10 a 200 mg por dosis.

La presente descripcion también proporciona una composicion farmacéutica para tratar una enfermedad autoinmune
que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un agente capaz de activar linfocitos T reguladores de
CD4*CD25", donde la composicion se debe administrar a un sujeto en una dosis del agente de 10 mg a 100 mg, de
10 mg a 80mg, de 15mg a 80 mg, de 20 mg a 75 mg, preferentemente mas de 20mg a 60mg y lo mas
preferentemente de 25 mg a 60 mg.

En un aspecto de la descripcion con el sujeto debe recibir una pluralidad de dosis. En estas situaciones, es
adecuado que la dosificacion durante un periodo de 10 dias sea superior a 25 mg pero inferior o igual a 200 mg, mas
preferentemente entre 28 mg y 100 mg, y lo mas preferentemente entre 30 mg y 100 mg. Ademas, la dosificacion
durante un periodo de 5 dias es preferentemente superior a 15mg pero inferior o igual a 100 mg, mas
preferentemente entre 18 mg y 100 mg y lo mas preferentemente entre 20 mg y 100 mg. En este aspecto de la
invencion, es particularmente preferente que las dosificaciones se administren por via subcutanea.

La dosis también se puede calcular sobre la base del area de superficie corporal (BSA) del sujeto. El area de
superficie corporal (BSA) se puede calcular de acuerdo con cualquier método conocido. Algunos ejemplos de
métodos de calculo de BSA son los que siguen a continuacion:

Férmula de Mosteller: (BSA (m?) = ([Altura (cm) x Peso (kg))/ 3600)”

(Mosteller RD: Simplified Calculation of Body Surface Area. N En gl J Med 1987 Oct 22; 317 (17): 1098).

Férmula de DuBois y DuBois: BSA (m?) = 0,20247 x Altura (m)*"* x Peso (kg)**

(DuBois D; DuBois EF: A formula to estimate the approximate surface area if height and weight be known. Arch
Int Med 1916 17: 863-71.

Férmula de Haycock: BSA (m?) = 0,024265 x Altura (cm)®*%* x Peso (kg)***"®

(Haycock G.B., Schwartz G.J.,Wisotsky D.H. Geometric method for measuring body surface area: A height weight
formula validated in infants, children and adults. The Journal of Pedlatrlcs 1978 93 1:62-66).

Férmula de Gehan y George: BSA (m?) = 0,0235 x Altura (cm)®*??*® x Peso (kg)**'**®

(Gehan EA, George SL, Estimation of human body surface area from height and weight. Cancer Chemother Rep
1970 54: 225-35).

Férmula de Boyd formula: BSA (m?) = 0,0003207 x Altura(cm)®* x Peso (gramos)\®72% - (0:0188 x LOG(gramos))

De acuerdo con la descripcion, la dosis del agente para el sujeto es de 5 a 60 mg/m de area de superficie corporal
del paciente, preferentemente de 6 a 50 mg/m?, y lo mas preferentemente de 8 a 40 mg/m?.

Ademas, la dosis se puede calcular basandose en el peso corporal del sujeto. De acuerdo con la descripcion, la
dosis del agente para el sujeto es de 0,1 a 2 mg/kg, preferentemente de 0,15 a 1,5 mg/kg, y lo mas preferentemente
de 0,2 a 1 mg/kg.

En estos aspectos de la descripcion donde la dosis se basa en el area de superficie corporal o el peso corporal del
sujeto, es preferente que las d03|s durante un periodo de 10 dias estén entre 10 mg/m? y 120 mg/m?, mas
preferentemente entre 16 mg/m? y 120 mg/m?, o entre 0,2 mg/kg y 4 mg/kg, mas preferentemente entre 0,4 mg/kg y
4 mg/kg. Es particularmente preferente que las dosificaciones se administran por via subcutanea.

En la invenciodn, la pluralidad de dosis se administran de forma semanal.

La duracién del tratamiento no esta especialmente limitada, y por lo general, en el tratamiento de enfermedades
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autoinmunes, el tratamiento evoluciona de forma indefinida, o hasta que los sintomas se reducen hasta un nivel
gestionale por el paciente. Por lo general, la dosis se administra al sujeto durante al menos 1 mes.

La descripcion también proporciona un kit para un uso como se ha definido anteriormente, donde el kit comprende
una pluralidad de dosificaciones de medicamento como se ha definido anteriormente para administracion simultanea,
secuenciado separada a un sujeto.

También se proporciona un método de tratamiento de una enfermedad autoinmune, método que comprende la
administracion de una composicion farmacéutica como se ha definido anteriormente a un sujeto.

También se proporciona un método de tratamiento de una enfermedad autoinmune, método que comprende la
administracion de un medicamento a un sujeto, donde el medicamento comprende un agente capaz de activar
linfocitos T reguladores de CD4°CD25", y donde el medicamento se administra al sujeto en una cantidad como se ha
descrito anteriormente.

Es preferente que el agente sea un anticuerpo anti-CD4 humanizado o fragmento o derivado del mismo derivado del
anticuerpo B-F5 anti-CD4 monoclonal de ratén.

Como se ha mencionado, la composiciéon farmacéutica y medicamentos usados en la presente descripcion, son
preferentemente capaces de tratar una enfermedad autoinmune en pacientes que se benefician de dosis mas
elevadas. Tales pacientes incluyen, pero no se limitan a, casos graves con una historia larga de la enfermedad.

Preferentemente, la enfermedad autoinmune se selecciona entre psoriasis, artritis reumatoide, esclerosis muiltiple,
diabetes de tipo 1, enfermedades inflamatorias del intestino, enfermedad de Crohn, tiroiditis de Hashimoto, tiroiditis
autoinmune, miastenia gravis autoinmune, lupus sistémico eritematoso, colitis ulcerosa, dermatitis atopica,
miocarditis y enfermedades relacionadas con trasplantes tales como injerto contra hospedador o reacciones de
hospedador contra injerto, o problemas generales de tolerancia a érganos.

En un aspecto de la invencién particularmente preferente, las composiciones farmacéuticas son para tratar la
enfermedad autoinmune psoriasis. En particular, tales composiciones farmacéuticas se deben administrar por via
subcutanea en las dosificaciones especificadas en el presente documento.

La psoriasis es un trastorno que causa lesiones psoriaticas o placas en la piel del afectado. El Area de Psoriasis y la
puntuacién del indice de Gravedad (PASI) se usan normalmente para evaluar y registrar el nivel de psoriasis
presentado por los afectados. La puntuacién de PASI implica la evaluacién de eritema (E), infiliracion (1), y
descamacion (D), e implicacion del area de superficie corporal (A) con respecto 4 regiones corporales (cabeza (h),
tronco (t), extremidades superiores (u) e inferiores (I)). La Tabla B que sigue a continuacion muestra cémo funciona
el sistema de puntuacion .

TABLA B - Sistema de puntuacién de PASI

(por veaion sorporal) | Vaor dado {por region corpora Valor dado
Sin sintomas 0 <10 % 1
Ligero 1 10-29 % 2
Moderado 2 30-49 % 3
Notable 3 50-69 % 4
Muy notable 4 70-89 % 5
90-100 % 6

Dado que la cabeza, extremidades superiores, tronco y extremidades inferiores corresponden a aproximadamente
un 10, 20, 30, y un 40 % del area de superficie corporal, respectivamente, la puntuacién de PASI se calcula con la
férmula:

PASL=0,1(E; + Ij + DAy + 0,2(E, + I, + DA, + 0,3(E, + I, + DA, + 04 (B + I; + DyjAy

La puntuacion de PASI varia de 0-72. Una puntuacion de 0 significa que no hay psoriasis, mientras que una
puntuacion de 72 representa la psoriasis mas grave.

En una realizaciéon preferente de este aspecto, la composicion farmacéutica de la presente invencién es capaz de

tratar la psoriasis proporcionando una mejoria de al menos un 40 %, y preferentemente al menos un 50 %, en la
puntuacion de PASI del paciente. Preferentemente, el sujeto tiene una puntuacion de PASI de al menos 10 antes del
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tratamiento. Estos efectos se pueden observar al menos 56 dias después de la administracién, mas preferentemente
al menos 75 dias después de la administracién. En particular, estos efectos se pueden observar en al menos un
80 % de los pacientes tratados.

En un aspecto mas de la presente invencioén, las composiciones farmacéuticas son para el tratamiento de artritis
reumatoide.

La artritis reumatoide es una enfermedad autoimmune que causa inflamacion crénica de las articulaciones y tejidos
circundantes, y también puede afectar a otros tejidos y 6rganos corporales.

La mejoria en la artritis reumatoide presentada por un paciente tratado normalmente se evalla usando el conjunto
basico de parametros del Colegio Americano de Reumatologia (ACR) (Felson et al., Arthritis & Rheumatism, 1995,
38 (6), 727-735). Este sistema define un valor de ACR 20 como una mejoria de un 20 % en recuentos de
articulaciones sensibles e hinchadas y una mejoria de un 20 % en 3 de las 5 medidas del conjunto basico de ACR:
evaluaciones globales del paciente y del médico, dolor, discapacidad, y un reactivo de fase aguda, tal como proteina
C-reactiva (CRP).

En particular, las composiciones farmacéuticas para tratar artritis reumatoide se deben administrar por via
subcutanea en las dosificaciones especificadas en el presente documento.

El tratamiento de la artritis actual incluye farmacos de primera linea para controlar el dolor y la inflamacion
clasificados como farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), por ejemplo, aspirina, ibuprofeno, naproxeno,
etc. El tratamiento secundario de la artritis incluye corticosteroides (por ejemplo, prednisona y dexametasona),
farmacos antirreumaticos de accion lenta (FARAL) o farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad
(FARME), por ejemplo, metotrexato, penicilinamina, ciclofosfamida, sales de oro, azotipoprina, leflunomida, etc.

Los corticosteroides, las versiones sintéticas de la hormona cortisona del organismo, se usan para inhibir la
evolucion de RA (por ejemplo, prednisona y dexametasona).

También se ha desarrollado otro grupo de farmacos denominados modificadores la respuesta biolégica (BRM) para
tratamiento de RA incluyendo antagonistas para TNF-alfa (adalimumab, infliximab, etanorcept) que funcionan a
través de unién a su receptor o uniéndose directamente a la proteina de TNF-alfa.

En una realizacion de este aspecto de la invencion, las composiciones se deben administrar en combinacién con
farmacos usados de forma simultanea para tratar la artritis reumatoide. En particular, las composiciones se deben
administrar con uno de los farmacos mencionados anteriormente, preferentemente metotrexato.

Algunos farmacos conocidos, tales como metotrexato, y la composicion farmacéutica de la presente invencion se
pueden administrar de forma simultanea, de forma secuencial o por separado.

La invencion se describira ahora adicionalmente en relacion a las siguientes realizaciones especificas.
Ejemplos

EJEMPLO 1 - Investigacion de las capacidades de inmunomodulaciéon de BT061 con respecto a la proliferacion de
linfocitos T

Meétodo

Se prepararon cultivos de sangre completa con sangre periférica recién extraida. En resumen, usando agujas de
19G, se extrajo sangre de tres voluntarios sanos que se recogio en jeringas heparinizadas. La sangre se pipeted en
placas de cultivo de 96 pocillos no mas tarde de 60 min después de la donacién.

El anticuerpo usado en la invencion (BT061, lote 40588, o lote 70A0013B) se afiadi6é a los cultivos antes de la
estimulacion de los leucocitos a 5 concentraciones diferentes (véase "Sustancias de ensayo" a continuacion). Se
permiti6 que las células interactuaran con el anticuerpo durante 90 min a 37 °C, CO, al 5% en atmdsfera
humidificada, y a continuacion se afiadieron cuatro estimulantes diferentes a cultivos separados:

(a
(b
(c
(d

anticuerpos anti-CD3 (R&D Systems; 50 ng/ml)

fitohemaglutinina (PHA, Biochrom KG; 3 pa/ml) junto con anticuerpos anti-CD28 (Becton-Dickinson; 1 ug/ml);
lipopolisacarido (LPS, subtipo 055:B15 de Sigma Aldrich; 1 pug/ml);

SE-B (Bernhard-Nocht-Institut; 25 ng/ml) junto con anticuerpos anti-CD28 (Becton-Dickinson; 1 pug/ml).

—_ — — —

Todos los cultivos de sangre completa se incubaron durante 24 horas a 37 °C, CO; al 5 % (atmosfera humidificada).
A continuacion, los sobrenadantes del cultivo se recogieron para la determinacion de los criterios de valoracion de
citoquinas, excepto para cultivos estimulados con PHA/antiCD28, que se incubaron durante 42 horas para obtener
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una estimulacion suficiente de las células Th2.
Los resultados se exponen en la Figura 1.
Resultados

BT061 no presentaba un efecto significativo en las actividades principales de los monocitos/macréfagos ni en
actividades de Th1 asi como de Th2 en cultivos de sangre completa de voluntarios sanos. Habia un
efectodependiente de la concentracion en células Treg (demostrado como un aumento de la liberacion de TGF-
beta).

En particular, los resultados confirman que hay:

* Ninguna modulacién de la citoquina inflamatoria IL-2 a concentraciones de hasta 50 pg/ml que corresponde a la
aplicacion de la dosis elevada de hasta 150 mg en pacientes

* Ninguna induccidon de la citoquina inflamatoria IFN-gamma a concentraciones de hasta 50 pyg/ml que
corresponde a la aplicacion de la dosis elevada de hasta 150 mg en pacientes

* Ninguna modulacién de las citoquinas Th1/Th2 a concentraciones de hasta 50 pyg/ml que corresponde a la
aplicacion de la dosis elevada en pacientes

* Solamente una regulacion positiva de IL-6 muy esporadica con un aumento minimo, cuyas implicaciones se
analizan de forma controvertida

*  Aumento de la liberacion de TGF-beta (células Treg)

* Ningun efecto significativo en las actividades reguladoras principales de monocitos/macréfagos ni en las
actividades de Th1y Th2.

EJEMPLO 2 - Ensayo de BT061 para su influencia en PBMC humanas cultivadas cebadas para una respuesta anti-
toxoide del tétanos y ensayo de citoquina

Meétodo
Ensayo de proliferacion

Las PBMC aisladas recién preparadas se cultivaron en placas de microtitulaciéon de fondo plano de 96 pocillos en un
volumen de 200 pl/pocillo (4 x 10° células/pocillo). El articulo del ensayo (AK BT061 Anti CD4) se uso en las
concentraciones de 20 pg/ml, 4 ug /ml y 0,8 ug/ml (adicionalmente 40 pg/ml dentro del ensayo previo); el toxoide del
tétanos se uso6 en concentraciones de 25 ug/ml, 5 ug/ml y 1 ug/ml. Para el control negativo, se tomé el medio de
cultivo celular. Todos los cultivos se prepararon por triplicado.

Para la estimulacion de ConA, se usé una concentracion de 2,5 pg/ml y un volumen de 200 pl/pocillo. La PBMC se
ajusto a una densidad de 1 x 10%/ml y se distribuyé en un volumen de 100 pl por pocillo.

Al final del periodo de cultivo, la proliferacién celular se detectdé mediante la adiciéon de 0,4 uCi de *H-timidina por
pocillos durante dieciseis horas. Al final del periodo de cultivo, las células se separaron de la superficie usando una
solucion de EDTA y se cosecharon en filtros de fibra de vidrio usando un cosechador de células Scatron. La cantidad
de radiactividad incorporada en el ADN en cada pocillo se midié en un contador de centelleo y que es proporcional al
numero de células en proliferacién, que a su vez es una funcién del nimero de leucocitos que se estimularon para
entrar en la fase S del ciclo celular. Los parametros de lectura fueron los recuentos por minuto (cpm) y el indice de
estimulacion (Sl) para cada concentracion definida como cpmcompuesto / CPMblanco-

Ensayos con citoquinas
Todas las citoquinas se cuantificaron en los sobrenadantes del cultivo usando kits de ELISA comerciales, de acuerdo

con las respectivas instrucciones del fabricante. Los reactivos usados se exponen en la Tabla 1 que sigue a
continuacion:

Tabla 1
sustancia fuente codigo lote
Conjunto de OptEIA de IFN-y Humano  BD Biosciences 555142 MF31099
Conjunto de ELISA de IL-1 Humano Bender BMS243/2MST  n.d.
Conjunto de OptEIA de IL-4 Humano BD Biosciences 555194 MF10142
Conjunto de OptEIA de IL-5 Humano BD Biosciences = 555202 MF31662
Conjunto de OptEIA de IL-6 Humano BD Biosciences 555220 MF25815
Conjunto de OptEIA de IL-10 Humano BD Biosciences 555157 MF24968
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sustancia fuente codigo lote
Conjunto de OptEIA de TGF-B Humano BD Biosciences 559119 47704
Conjunto de OptEIA de TNF-a Humano BD Biosciences 555212 MF31447

* material adicional, requerido para ELISA el de Interleuquina-1

Los niveles de interleuquina (IL)-1 en sobrenadantes del cultivo se determinaron usando el kit de ensayo del
Conjunto A de ELISA de IL-1 humano (Bender) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El intervalo del
ensayo, determinado previamente con el patron suministrado con el kit, se especificé de 1,3 a 130 pg/ml para
muestras sin diluir.

Los niveles de IL-4, 5, 6 y 10 en sobrenadantes del cultivo asi como factor de crecimiento transformante (TGF) 1y
factor de necrosis tumoral (TNF) a se determinaron usando el tipo de ensayo OptEIA (BD biosciences) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. El intervalo del ensayo, determinado previamente con los patrones
suministrados con los kits se especifico de 3,8 a 330 pg/ml para IFN-y, de 6,3 a 616 pg/ml (para IL-4, 5, 10 y TNF),
pidiendo muestras sin diluir y de 7,6 a 660 pg/ml para IL-6 usando diluciones de las muestras dos veces.

Dos (para cultivos de monocitos) u ocho (para cultivos de PBMC) determinaciones de citoquina con ELISA, cada una
a partir de microcultivos independientes se incluyeron en el calculo de la media y de la desviaciéon estandar. Los
titulos por encima del rango superior del ensayo (por ejemplo, 616 pg/ml en el caso de TNF) se ajustaron a este
valor para el calculo. El intervalo inferior del ensayo se restd de cada valor medio antes del calculo.

Resultados

BT061 (también denominado B-F5 humanizado, o simplemente hB-F5) es capaz de suprimir la proliferacion de
linfocitos T especifica del toxoide del tétanos de una manera dependiente de la dosis; no se produjo efecto en el
numero total de linfocitos T. Se ha demostrado la supresion general de la liberacién de citoquinas.

La Tabla 2 que sigue a continuacién muestran la influencia del mAb BT061 anti CD4 en un ensayo de proliferacion
de linfocitos T especifico del toxoide del tétanos, medido por triplicado.

Se presentan la media y SD de la incorporacién de ®*H-Tdr, medido por triplicado asi como el indice de estimulacion
(SI, definido como cpmcompuesto / CPMini) para cada concentracion y el nivel de significancia en el ensayo de t de dos
aspectos para muestras no relacionadas con respecto al control de medio (n.s.: no significativo; *: p < 0,05; **:
p <0,01; ***: p <0,001).

Tabla 2
anti CD4 (BT061) Toxoide del Tétanos
20 pg/mi 25 pg/ml 5 pg/mi 1 yg/ml il
Media (cpm) 5123 2426 2589 456
SD (cpm) 597 989 1069 363
Media (SI) 11,23 5,32 5,67 1,00
SD (SI) 10,24 6,40 6,85 1,59
ensayo de t (compuesto con respecto a nil)
p= 0,000 *** 0,032 * 0,031*
4 ug/ml 25 pg/ml 5 pg/mi 1 yg/ml il
Media (cpm) 6591 5005 2957 358
SD (cpm) 468 518 1333 57
Media (SI) 18,39 13,97 8,25 1,00
SD (SI) 4,21 3,65 5,02 0,32
ensayo de t (compuesto con respecto a nil)
p= 0,000 *** 0,000 *** 0,028 *
0,8 ug/ml 25 pg/ml 5 ug/mi 1 ug/ml il
Media (cpm) 8787 6748 3902 414
SD (cpm) 1886 763 218 12
Media (SI) 21,24 16,31 9,43 1,00
SD (SI) 5,18 2,32 0,80 0,06
ensayo de t (compuesto con respecto a nil)
P= 0,002 0,000 0,000
nil 25 pg/ml 5 pg/mi 1 yg/ml il
Media (cpm) 13783 10244 6970 650
SD (cpm) 1826 758 1351 95
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anti CD4 (BT061)

Toxoide del Tétanos

Media (SI) 21,22 15,77 10,73 1,00
SD (SI) 5,91 3,47 3,65 0,29
ensayo de t (compuesto con respecto a nil)

p= 0,000 *** 0,000 *** 0,001 **
Viab-ctr ConA nil

Media (cpm) 94473 404

SD (cpm) 4200 239

Media (SI) 233,94 1,00

SD (SI) 148,86 1,18

ensayo de t (compuesto con respecto a nil)

p= 0,000 ***
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Tabla 4

Esta tabla muestra la influencia del mAb BT061 anti CD4 en la produccion de cultivos de monocitos estimulados
con citoquinas inflamatorias LPS. Se proporcionan media y SD de dos micro cultivos individuales.

IL-1 pg/ml IL-6 pg/ml TNF a pg/ml
BT061 LPS 1 pg/ml  |nil LPS 1 pg /ml nil LPS 1 pg/ml nil
pg/ml media SD media SD media SD media SD media SD media SD
20,0 40 147 00 253 24 121 12,2 609 0,0 0,3 04
4,0 39 8,1 00 256 14,9 135 8,9 597 12,7 00 O
0,8 34 148 0,2 03 257 16,6 128 5,9 605 5,7 0,0 O
0,0 56 2,2 00 233 16,6 117 14,1 600 3,2 0,6 0,8

Los datos en las Tablas 2-4 demuestran lo siguiente:

» Se ha demostrado una supresién dependiente de la dosis de la proliferacion de linfocitos T inducida por toxoide
del tétanos (respuesta de reclutamiento) incluso a dosis elevadas de BT061, lo que muestra que BT061 no
anula todas las respuestas inmunes. Las dosis usada se aplican a una aplicacién de dosis elevada
correspondiente de hasta 60 mg en pacientes.

*  Supresion general de liberacion de citoquinas (reduccion de IFN-gamma, IL-5 y TNF-alfa dependiente de la
dosis, sin cambios en IL-1, IL-4, IL-6, IL-10) y sin influir en el equilibrio de Th1/Th2.

*  Un aumento de la liberacion de TGF-beta.

EJEMPLO 3 - Un ensayo de citometria de flujo para ADCC (Citotoxicidad mediada por células, dependiente de
anticuerpo) inducida por BT061 (mAb anti CD4)

Las células diana HuT 78 se etiquetaron con BT061 (hB-F5) y se incubaron con células PBMC como efectores. Las
células muertas se pudieron detectar debido a la absorcién en el ADN del colorante yoduro de propidio después de
un periodo de incubacién de 30 minutos. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

20

Tabla 5

Concentracién Intensidad de fluorescencia Intensidad de fluorescencia Muerte celular especifica
[ug/ml] media de Tecelac/ATG) (controlmedia de control negativo (ADCC) [ %]

positivo)
75 31,78 11,96 19,82
37,05 25,09 12,70 12,39
18,75 22,25 10,59 11,66
9,38 14,95 10,63 4,32
Concentracién Intensidad de fluorescencia Intensidad de fluorescencia Muerte celular especifica
[ug/ml] media de hB-F5 media de control negativo (ADCC) [ %]
70,85 10,96 13,41 -2,45
35,43 11,06 14,05 -2,99
17,71 11,68 12,16 -0,48
8,86 10,54 10,23 0,31

Los datos de la tabla demuestran que no se produjo induccién de ADCC con BT061 (hB-F5) incluso concentraciones
elevadas.

EJEMPLO 4 - Apoptosis

En un ensayo de citometria de flujo para Apoptosis inducida por BT061 (mAb anti CD4), las PBMC de sangre
completa se incubaron con BT061 o el control positivo.

Después de un periodo de incubacién de 7 dias, la deteccion de células apoptoéticas se realizé mediante tincion de
células apoptéticas con Anexina-V-Fluoresceina. Los resultados se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6
Experimentos de estimulacion de 7 d Estimulo
Control positivo (ATG/Tecelac) | BT061

Concentracion del anticuerpo [ug/ml] | Aumento de la proporcién de células apoptéticas [ %]
400 0,8 -6,9

200 13,6 -6,4

100 19,5 -0,7

50 17,3 -0,4

25 18,3 -0,5

12,50 8,2 -0,1

Los datos demuestran que no se produjo induccién de apoptosis incluso a concentraciones elevadas de BT061.
EJEMPLO 5 - Unién de complemento

En un ensayo de citometria de flujo para unién del factor de complemento, las C1gPBMC se aislaron y se incubaron
con BT061 (mAb anti CD4), seguido de un periodo de incubacién con C1q recombinante purificado.

ATG (Tecelac) sirvié como el control positivo .

La deteccion se realizd con un anticuerpo de deteccién etiquetado con FITC con respecto a C1q. Los resultados se
muestran en la Tabla 7 que sigue a continuacion.

Tabla 7
Concentracion del anticuerpo [ug/ml]| mAb BT061 anti CD4 | Control Positivo
Intensidad media de fluorescencia
150 199 782
75,0 200 766
37,5 205 732
18,8 217 672
9,4 210 541
4,7 198 491
2,3 199 371
1,2 193 302

Los datos muestran que no se puede observar unién de complemento, incluso a concentraciones elevadas.
EJEMPLO 6 - Seguridad y tolerabilidad el aumento de las dosis de BT061

Se realiz6 un estudio para controlar la seguridad y la tolerabilidad de BT061 usando aumento de dosis del anticuerpo
en voluntarios masculinos y femeninos sanos entre las edades de = 18 a < 75 afios.

Treinta voluntarios recibieron BT061 mediante administracion intravenosa en 10 grupos de dosificacion, con 3
voluntarios por grupo. Ademas, 15 voluntarios recibieron BT061 mediante administracion subcutanea en 5 grupos de
dosificacion también con 3 voluntarios por grupo. La administracion de BT061 por via intravenosa se ilustra en la
Tabla 8 que sigue a continuacion:

TABLA 8 - Dosis intravenosa de BT061

Administracion de BT061
Dosis total de mab Volumen de BT061 - Volumen de BT061 - Volumen de BT061 -
BT061 12,5 mg 25 mg 50 mg
3,5 ug 0,28 ul
20 ug 1,6 ul - -
100 pg 8 ul - -
500 pg 40 pl - -
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Administracion de BT061
Dosis total de mab Volumen de BT061 - Volumen de BT061 - Volumen de BT061 -

BT061 12,5 mg 25 mg 50 mg
2,5mg 0,2 ml - -

5mg 0,4 ml - -

10 mg 0,8 ml - -

20 mg - 0,8 ml -

40 mg - - 0,8 ml

60 mg 0,8 ml - 1ml

Cada dosis se diluye con inyeccion de cloruro sodico al 0,9 % hasta un volumen total de 20 ml. La dosis se
administra como una infusion intravenosa continua durante 2 horas.

La administracion de BT061 por via subcutanea se ilustra en la Tabla 9 que sigue a continuacion:

TABLA 9 - Dosis subcutanea de BT061

Administracion de BT061
Dosis total de mab Volumen de BT061 - Volumen de BT061 - Volumen de BT061 -

BT061 12,5 mg 25 mg 50 mg

5mg 0,4 ml - -

10 mg 0,8 ml - -

20 mg - 0,8 ml -

40 mg - - 0,8 ml

60 mg - - 1ml+0,2ml

Cada dosis se inyecta como una sola inyeccion de bolo.
Los voluntarios se evaluaron durante un periodo de 3 meses después de la inyeccion.

Para aplicacion subcutanea, se tomaron muestras de plasma antes de la administracion y a las 3, 6, 12, 24, 36, 48,
56, 72, 88, 96, 120, 144 y 168 horas después de la administracion y en el dia 75.

Para aplicacion intravenosa, se tomaron muestras de plasma antes de la administracién y a los 30 minutos, 1, 2, 3,
6, 12, 24, 36, 48, 72, 96, 120, 144 y 168 horas después de la administracion.

Las muestras de plasma se analizaron usando metodologia de ELISA convencional para establecer niveles de
citoquinas. Las citoquinas relevantes analizadas incluian: IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-2.

Las muestras de plasma también se analizaron usando métodos convencionales de citometria de flujo para medir el
numero de linfocitos CD4".

Resultados
Se encontré que las dosis intravenosas y subcutaneas a 60 mg por lo general se toleraron bien.
Niveles de citoquina

La induccion de la liberacién de citoquina es una complicacién inmediata comiUn que se produce con el uso de
anticuerpos terapéuticos que interactuan con linfocitos T, tales como ATG, OKT3, CAMPATH-1H y mAb anti-CD3
humanizados (TRX4, Visilizumab y Teplizumab). Los sintomas incluyen principalmente fiebre moderada, dolores de
cabeza y manifestaciones gastrointestinales autolimitantes. Los efectos secundarios correlacionados con la
induccion de citoquinas después de la administracion del anticuerpo requieren la aplicacion de farmacos adicionales
tales como el antihistaminico clorhidrato de difenhidramina y/o el agente antiinflamatorio ibuprofeno.

Con el uso de OKT3 (muromonab-CD3), un anticuerpo monoclonal terapéutico especifico de CD3 murino, incluso se

produjeron muertes informadas, y graves efectos secundarios que limitar el uso clinico de este anticuerpo
principalmente en pacientes inmunosuprimidos.
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Aunque algunos anticuerpos monoclonales especificos para CD3 que no se unen a FcR humanizado que se usan en
la actualidad en instalaciones clinicas para el tratamiento de enfermedades autoinmunes (Teplizumab y TRX4)
presentan reduccién de los efectos secundarios inducidos por la activacion de linfocitos T y/o por la activacion del
receptor Fc que expresa células después de la primera dosis, en comparacién con anticuerpos especificos para CD3
que se unen a FcR tales como OKT3, todavia se observa un cierto grado de activacion de linfocitos T y todavia se
observa la activacién del receptor Fc que expresa células que conduce a la liberacion de citoquinas conectadas por
lo general con efectos secundarios dependientes de citoquina.

En el presente estudio se encontrd, de forma sorprendente, que la induccién de citoquina observada en voluntarios
sanos después de aplicacion de BT061 intravenosa o subcutanea era baja y transitoria en comparacion con los
anticuerpos anti-CD3. Por lo general, la induccion de citoquina aumenta con el aumento de la dosificacion. Sin
embargo, incluso las dosis mas elevadas de 40 a 60 mg de citoquina, la induccién es mucho menor que la
observada con otros anticuerpos monoclonales que interactian con linfocitos T (Figura 7A'y B).

Las concentraciones maximas medias para las citoquinas observadas en cualquier punto temporal en 96 horas
después de la administracion usando las dosis mas elevadas (de 40 mg a 60 mg de BT061) se muestran en las
Figuras 7 y 8.

La concentraciéon maxima media para cada citoquina se calcula como sigue a continuacion: la media de las
concentraciones de citoquina mas elevadas observadas después de administracién del anticuerpo.

Las Figuras 7A y B muestran la liberacion de TNFa e IL-6 observada en voluntarios sanos después de
administracién intravenosa o subcutanea de BT061 en comparacién con las liberadas después de administracion de
los anticuerpos monoclonales anti-CD3, Teplizumab y TRX4. Los valores normales de estas citoquinas se tomaron
de Straub et al,, (2007, Arthr. & Rheumat.). La Figura 8 muestra los niveles en plasma de IL-2 e IFN-y después de
administracion por via intravenosa o subcutanea de BT061. Los niveles maximos medios se calcularon a partir del
grupo de dosis de 40 y 60 mg medido a los 4 dias después de la inyeccion del anticuerpo. El limite superior de la
normalidad (ULN) se calcula basandose en los niveles de citoquina medidos en 39 sujetos sanos, donde ULN = valor
medio + 2 x desviacion estandar.

En comparacién con Teplizumab y TRX4 (resultados tomados de Herold et al., 2002, New Engl. J. Med, y
Keymeulen et al., 2005 New Engl. J. Med, respectivamente) BT061 inducia solamente liberacion de citoquinas
minima y transitoria. Los niveles de TNF-a e IL-6 aumentaron ligeramente. La Figura 7 muestra que los valores
maximos medios de niveles de citoquinas IL-6 y TNFa detectados en plasma después de la aplicacion de BT061 (40
y 60 mg) eran menores que los observados después del tratamiento con los anticuerpos terapéuticos , Teplizumab y
TRX4, especificos para CD3.

Ademas, al contrario que los mAb anti-CD3, BT061 no condujo a aumentos sustancialmente elevados de los niveles
de IFN-y e IL-2 (Figura 8) tal como se informa para la aplicacion de TRX4 (Keymeulen et al. 2005).

Linfocitos CD4"

Ademas, el ensayo también incluia un estudio de los numeros de linfocitos CD4-positivos en muestras de plasma
recogidas.

Los resultados de la administracion intravenosa se muestran a continuacion en las Tablas 9, 10 y 11. La Tabla 12

muestra los resultados del ensayo con administracion subcutanea. Los resultados se muestran de forma grafica en
las Figuras 9y 10.
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TABLA 10 Recuentos de linfocitos CD4" en voluntarios sanos individuales después de administracion
intravenosa de 2,5 mg a 20 mg de BT061

TIEMPO DOSIS
2,5mg 5mg 5mg 5mg 10 mg 10 mg 10 mg 20 mg

Dosis previa 1080 1116 623 1160 840 835 1281 700
3h 488 313 108 111 104 143 132 63
6h 514 445 164 246 122 82 120 110
12h 699 763 346 573 297 285 366 199
24 h 726 617 282 539 470 496 772 351
36 h 985 1102 505 721 414 985 1417 677
48 h 738 807 390 687 388 794 942 493
72 h 711 736 419 700 440 830 919 504
96 h 680 791 395 806 516 641 918 538
120 h 649 669 438 750 543 674 1002 558
144 h 662 723 407 676 448 549 942 579
168 h 579 777 309 652 473 525 876 510
dia 14 726 692 354 475 357 701 908 484
dia 21 601 811 480 514 481 654 978 618
dia 28 874 681 339 602 414 755 887 496
dia 42 923 843 300 694 507 614 889 639
dia 56 847 450 571 551 805 1006 420
dia 75 1239 365 627 685 853 1080 537

dia 90 721

Recuento celular
minimo (72 h hasta el 579 669 300 475 357 525 876 420
dia 75)

Reduccion “gg’jﬂ;)‘)’e 469 | 40,1 518 | 59,1 575 | 37,1 31,6 | 40,0

En particular, la Figura 9 muestra los recuentos de linfocitos CD4 (células por ml de plasma) en voluntarios tratados
con la dosis intravenosa individual de BT061. Los puntos de datos representan los valores medios de los 3 pacientes
en cada grupo de dosis. Las lineas punteadas indican el limite superior de la normalidad (ULN) y el limite inferior de
la normalidad (LLN). EI ULN y el LLN (valor medio + (o -) la desviacion estandar) se calcularon, basandose en
recuentos celulares de voluntarios sanos, como 443 linfocitos CD4 por ml (limite inferior de la normalidad; LLN) y
1324 linfocitos CD4 por ml (limite superior de la normalidad; ULN).

La Figura 10 muestra los recuentos de linfocitos CD4 (células por ml de plasma) en voluntarios tratados con la dosis
subcutanea individual de BT061. Al igual que con la Figura 9, los puntos de datos representan los valores medios de
los 3 pacientes en cada grupo de dosis. Las lineas punteadas indican el limite superior de la normalidad (ULN) y el
limite inferior de la normalidad (LLN).

TABLA 11 Recuentos de linfocitos CD4" en voluntarios sanos individuales después de administracion
intravenosa de 20 mg a 60 mg de BT061

TIEMPO DOSIS
20 mg 20 mg 40 mg 40 mg 40 mg 60 mg 60 mg 60 mg
Dosis previa 843 1233 1152 789 976 900 989 2539
3h 69 186 72 137 48 63 55 71
20 mg 20 mg 40 mg 40 mg 40 mg 60 mg 60 mg 60 mg
6h 83 245 87 147 69 81 78 109
12 h 214 469 262 221 212 360 276 182
24 h 266 490 208 222 292 315 285 313
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TIEMPO DOSIS
20 mg 20 mg 40 mg 40 mg 40 mg 60 mg 60 mg 60 mg
36 h 562 1019 489 475 707 561 569
48 h 359 792 460 455 703 413 500 565
72 h 392 909 591 545 625 709 688 806
96 h 468 755 567 545 733 717 737 774
120 h 391 795 578 517 636 718 685 646
144 h 347 897 548 523 760 714 732 606
168 h 331 853 630 577 720 656 822 662
dia 14 334 899 683 495 675 851 546 423
dia 21 396 1077 744 487 711 627 639 867
dia 28 579 1030 637 458 582 466 757 1376
dia 42 346 847 439 472 619 1179 814 1607
dia 56 337 947 556 557 570 686 686 1298
dia 75 597 824 986 440 813 648 748 1199
dia 90
Re(‘;‘;el:‘fagf;”;f;i";i;‘;')“° 331 755 439 440 570 466 546 423
Rﬁ:;‘:;'t‘c’,'; “ggfﬂ;:e 60,7 38,8 61,9 44,2 M6 48,2 44,8 83,3
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Muchos anticuerpos monoclonales especificos para CD4 conocidos en la técnica (tales como los que se revisan en
Strand ef al., 2007) consiguen inmunosupresion a través de supresion de linfocitos CD4 positivos. El inconveniente
de estos anticuerpos es que los individuos tratados llegan a estar inmunocomprometidos, y son susceptibles a otras
infecciones.

Por el contrario con este estudio mostraba que BT061 indigné inducia supresion masiva de larga duracion de células
CD4-positivas. Sin embargo, un declive transitorio de linfocitos CD4-positivos se observd con una recuperacion a
valores normales en la sangre periférica a las 72 h después de la administracion del anticuerpo.

En el punto temporal de 72 h después de la aplicacion de BT061, los recuentos de linfocitos CD4 en cuatro
voluntarios de los grupos de dosis intravenosa presentaba niveles de linfocitos CD4 que eran mas bajos que estos
valores normales como sigue a continuacion: 1 voluntarios de la dosis intravenosa de 100 ug: 400 linfocitos CD4 por
l; 1 voluntarios del grupo de 5 mg: 419 linfocitos CD4 por pl; 1 voluntario del grupo de 10 mg: 440 linfocitos CD4 por
pl; y 1 voluntario del grupo de 20 mg: 392 linfocitos CD4 por pl.

Sin embargo, estos valores seran solamente ligeramente menores que los valores normales. Los recuentos de
linfocitos CD4 en los 26 voluntarios restantes de los grupos de dosis intravenosa estaban dentro de los valores
normales a las 72 horas después de la administracion de BT061.

En los grupos de dosis subcutanea, después de 72 h, solamente uno de 15 voluntarios presentaban valores de
recuentos de linfocitos CD4 por debajo de lo normal.

En conclusion, al contrario a la supresion de los mAb especificos para CD4, incluso a dosis elevadas, BT061
solamente inducia un declive transitorio de linfocitos CD4-positivos seguido de una recuperacion general. A partir del
declive transitorio y la recuperacion general rapida a valores normales, se concluye que se ha producido una
redistribucion transitoria de los linfocitos CD4-positivos, en lugar de supresion de estas células.

EJEMPLO 7 - Ensayos clinicos de BT061 en pacientes con psoriasis cronica de moderada a grave

La capacidad de hB-F5 BT061 para tratar una enfermedad autoinmune se esta sometiendo al ensayo en 56
pacientes que padecen psoriasis cronica de moderada a grave. El ensayo comprende un estudio de aumento de las
dosis individuales para evaluar la seguridad y la eficacia de hB-F5.

Las condiciones del ensayo son las que siguen a continuacion:

Los 56 pacientes se dividen en siete grupos de dosis, comprendiendo cada grupo ocho individuos. Cinco grupos
de dosis (grupos de dosis | a V) recibiran el anticuerpo o placebo mediante administracion intravenosa y dos
grupos de dosis (grupos de dosis VI y VII) recibiran el anticuerpo o placebo mediante administracion subcutanea.
Dos pacientes de cada grupo de dosis reciben un placebo, mientras que los seis pacientes restantes de cada
grupo de dosis reciben una dosis de BT061. En el grupo de dosis I, los seis pacientes reciben 0,5 mg de BT061
por via intravenosa. En los grupos de dosis Il a V, los seis pacientes reciben 2,5 mg, 5 mg, 10 mg, o 20 mg de
BT061, respectivamente. En los grupos de dosis VI y VII donde la administracion es subcutanea, los seis
pacientes reciben 12,5 mg o 25 mg de BT061, respectivamente.

Para administracion intravenosa, el anticuerpo/placebo se va a infundir en la vena del antebrazo de acuerdo con
procedimientos médicamente aceptados. En el presente caso, el volumen total se administra como una sola infusién
intravenosa continua durante un periodo de 2 horas mediante un perfusor (Fresenius Pilot C, Fresenius AG,
Alemania). Cada dosis del anticuerpo se diluye con una inyeccion de cloruro sédico al 0,9 % (B. Braun Melsungen
AG, Alemania) hasta un volumen total de 20 ml.

Para administracion subcutanea, el anticuerpo se debe administrar como una sola inyeccién subcutanea. EI mismo
procedimiento se aplica para el placebo.

El nivel de psoriasis presentado por cada paciente se registra usando el Area de Psoriasis y la puntuacion del indice
de Gravedad (PASI). Como se ha descrito anteriormente, las puntuaciones de PASI mas elevadas corresponden a
un nivel mas elevado de psoriasis. Los pacientes inscriptos en el ensayo tienen una psoriasis crénica de moderada a
grave, es decir, una puntuacion de PASI de 10 o superior.

La puntuacion de PASI del paciente se evalla antes del ensayo para proporcionar un valor de "medida inicial" el dia
0, y de forma repetida durante el ensayo los dias 5, 7, 14, 21, 28, 42, 56 y 75.

Grupo de Dosis |
Seis pacientes del grupo de dosis | recibieron una son la aplicacion intravenosa de 0,5 mg de BT061, mientras que

dos pacientes del grupo de dosis | recibieron el placebo. La dosis por peso y la dosis por area de superficie corporal
(BSA) para cada paciente se muestran en la Tabla 13. El area de superficie corporal se calculé de acuerdo con la
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férmula de Mosteller que se describe en el presente documento.

Las puntuaciones de PASI para los pacientes en el grupo de dosis | se muestran en la Tabla 13 junto con el
porcentaje de mejoria en la puntuacion de PASI a partir de la medida inicial.

Grupo de Dosis Il
Seis pacientes del grupo de dosis |l recibieron una sola inyeccién intravenosa de 2,5 mg de BT061 mientras que los
pacientes del grupo de dosis Il recibieron el placebo. La dosis por peso y la dosis por area de superficie corporal

(BSA) para cada paciente se muestran en la Tabla 14.

Las puntuaciones de PASI para los pacientes en el grupo de dosis Il se muestran en la Tabla 14 junto con el
porcentaje de mejoria en la puntuacion de PASI a partir de la medida inicial.

Grupo de Dosis Il
Seis pacientes del grupo de dosis Il recibieron una sola inyeccion intravenosa de 5,0 mg de BT061 mientras que los
pacientes del grupo de dosis Il recibieron el placebo. La dosis por peso y la dosis por area de superficie corporal

(BSA) para cada paciente se muestran en la Tabla 14B.

Las puntuaciones de PASI para los pacientes en el grupo de dosis Ill se muestran en la Tabla 14B junto con el
porcentaje de mejoria en la puntuacion de PASI a partir de la medida inicial.

Grupo de Dosis IV
Seis pacientes del grupo de dosis IV recibieron una sola inyeccioén intravenosa de 10,0 mg de BT061 mientras que
los pacientes del grupo de dosis IV recibieron el placebo. La dosis por peso y la dosis por area de superficie corporal

(BSA) para los pacientes se muestra en la Tabla 14C.

Las puntuaciones de PASI para los pacientes en el grupo de dosis IV se muestran en la Tabla 14C junto con el
porcentaje de mejoria en la puntuacion de PASI a partir de la medida inicial.

TABLA 13 - Puntuaciones de PASI para los pacientes en el grupo de dosis | (0,5 mg de dosis intravenosa) durante el
transcurso del ensayo

Paciente 1 2 3 4 5 6 7 8
Dosis Rel. [ug/kg)/ 52/ 4,6/ 4,7/
[mg/mg] 0.23 5,9/0,25 0.22 5,3/0,24 | 48/0,22 | 8,5/0,31 0.21 7,0/0,28
Puntuacion de PASI (cambio relativo / mejoria con respecto a la medida inicial)

Medida inicial 12,2 13,5 12,1 14,0 12,1 12,6 12,1 15,2

Dia 5 12,0 12,1 9,1 12,2 10,9 11,8 9,4 10,2
(2 %) (10 %) (25 %) (13 %) (10 %) (6 %) (22 %) (33 %)

Dia 7 12,0 10,7 7,7 11,6 11,2 10,7 9,3 9,0
(0 %) (21 %) (36 %) (17 %) (7 %) (15 %) (23 %) (41 %)

Dia 14 118 9,5 5,7 9,6 8,7 10,4 7.8 7.2
(3 %) (30 %) (53 %) (31 %) (28 %) (17 %) (36 %) (53 %)

Dia 21 11,6 10,0 5,1 7,2 8,0 8,0 6,0 6,5
(5 %) (26 %) (58 %) (49 %) (34 %) (37 %) (50 %) (57 %)

Dia 28 ) 10,4 4,8 8,4 8,2 6,5 6,4 6,4
(23 %) (60 %) (40 %) (32 %) (48 %) (47 %) (58 %)

Dia 42 11,4 11,2 5,1 8,4 7,9 6,1 5,5 5,5
(7 %) (17 %) (58 %) (40 %) (35 %) (52 %) (55 %) (55 %)

Dia 56 11,4 10,1 4,2 9,2 7,9 57 5,3 5,3
(7 %) (25 %) (65 %) (34 %) (35 %) (55 %) (56 %) (56 %)

Dia 75 11,6 7,7 5,1 9,8 9,6 5,1 5,4 7,8
(5 %) (43 %) (58 %) (30 %) (21 %) (60 %) (55 %) (49 %)
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TABLA 14A - Puntuaciones de PASI para los pacientes en el grupo de dosis Il (2,5 mg de dosis intravenosa) durante
el transcurso del ensayo

Paciente 1 2 3 4 5 6 7 8
D[[Or%S/I?L:]z ' 217"280’ 31,6/ 1,30 311"288’ 21%68’ 21?'149’ 30.4/149 | 26,5/1,17 | 28.4/1,19
Puntuacion de PASI (cambio relativo / mejoria con respecto a la medida inicial)

Medida inicial | 17,1 13.8 109 | 186 15,0 12,6 13.9 13,5
0ias | (aswy | (2w | @ | OO | aewy | 1290%) | wigey | e
Dia 7 (21§ W | 138 | 5 <+1§ % <174 ?) <1§3) <+1272’9m <+11%§A))
Dia 14 (32? ’02) (+1152’§A,) (si’%ﬁ) (12)’;,) (2111 ’02) (+13%§A:) (11; ’:/t) 8,0 (41%)
Dia 21 (493;7%) (1122 ’02) (6?1’%4) (212 ’02) (1172 ’:/t) (11 0 ’:/‘o) 7.9 (43%) | 7.1(47%)
Dia 28 (5%602) 9,4 (32 %) (816'% (52’?%) (115;,2) (:22’30) 8,2 (41%) | 6,5 (52 %)
Dia 42 (4%'{;’) 8,5 (38 %) (813'35) (22’024) (115*02) (11;’02) 7.8 (44 %) | 9,0 (33 %)
Dia 56 (GZ'EA)) (4863:%) (813%%) . (234;/3) 9.7 (23%) | 8.2 (41%) | 7.8 (42 %)
Dia 75 (665’(3&) 5.6 (59 %) (813’534) (5%%) (1245/07) (13’;,) (;%A)) 8,1(40%)

TABLA 14B - Puntuaciones de PASI para los pacientes en el grupo de dosis Il (5,0 mg de dosis intravenosa)
durante el transcurso del ensayo

Paciente 1 2 3 4 5 6 7 8
Dosis Rel. 70.4
[mgrkgl/ 2 ’73 57,5/12,40 | 43,9/ 59,5/ 52,4/ 56,8 / 71,4/ 66,2/
[mg/mz] ’
Puntuacion de PASI (cambio relativo / mejoria con respecto a la medida inicial)
Medida inicial 15,8 14,1 17,4 12,4 17,3 12,4 13,5 10,4
. 13,0 o 17,7 12,0 16,8 o
Dia 5 (18 %) 27,2 (+93 %) (+2 %) (3 %) (3 %) 10,6 (15 %) - -
. 14,3 o 15,6 o o 11,4 o o
Dia7 (9 %) 18,9 (+34 %) (10 %) 11,1 (10 %)|[17,6 (+2 %) (8 %) 11,0 (19 %)| 8,2 (21 %)
. 13,5 30,3 14,0 9,3 o o 9,4 o
Dia 14 (15 %) (+115%) | (20%)| (25 %) 14,4 (17 %)| 13,0 (+5 %) (30 %) 7,6 (27 %)
. 10,1 o 14,4 9,2 o 11,6 9,4
Dia 21 (36 %) 23,1 (+64 %) A7%)| (26 %) 14,7 (15 %) (6 %) (30 %) -
. 9,6 o 13,4 o o o 8,3 o
Dia 28 (39 %) 23,1 (+64 %) (23 %) 10,2 (18 %)|13,8 (20 %)| 11,2 (10 %) (39 %) 8,6 (17 %)
. 9,2 o 14,4 o o o 8,3 i
Dia 42 (42 %) 20,1 (+43 %) (17 %) 10,2 (18 %)|13,2 (24 %)| 12,6 (+2 %) (39 %)
. 10,0 o 15,8 o o 9,6
Dia 56 (37 %) 20,1 (+43 %) 9 %) - 13,2 (24 %)| 10,6 (15 %) (20 %) -
. 12,8 o 16,0 9,0 o o 13,4 o
Dia 75 (19 %) 22,5 (+60 %) (8 %) 27 %) 13,2 (24 %)| 13,2 (+6 %) (1 %) 9,6 (8 %)
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TABLA 14C - Puntuaciones de PASI para los pacientes en el grupo de dosis IV (10,0 mg de dosis intravenosa)
durante el transcurso del ensayo

Paciente 1 2 3 4 5 6 7 8
DOS‘S[rEg}nEE‘]g"‘Q]’ 1730/ | 1429/ | 1028/ 1156/ | 1196 | 1088/ | 759 106,6/

Puntuacion de PASI (cambio relativo / mejoria con respecto a la medida inicial)

Medida inicial 14,6 11,0 21,6 22,0 19,0 11,6 14,0 12,4
, 12,8 11,0 \ 16,8 18,8 11,2 14,2 11,4
Dia 5 (12 %) %) | 2180 o4y 1% | G%) | +1%) | (8%)
, 12,8 11,0 \ 16,8 18,2 11,2 14,2 8,4
Dia 7 (12 %) %) | 2180 o4y %) | 3% | *+1% | 32%)
, 11,4 11,0 \ 18,1 16,7
Dia 14 @2%) | ©%) |[2COR gy | (12%)
Dia 21 11,4 11,0 225 19,0 17,3
22%) | ©0%) | (+4%) (14 %) (9 %)
, 11,4 8,9 \ 17,7
Dia 28 2% | (so | 200D | 204
, 11,0 9.4 22,6 18,8
Dia 42 25%) | (15%) | (+5%) (15 %)
, 11,4 9,8
Dia 56 @2%) | (11%)
Dia 75

Ademas, las puntuaciones de PASI con respecto al tiempo para pacientes individuales se muestran en forma de
grafico en las Figuras 11A a 11H y en las Figuras 12A a 12H. Los graficos mostrados en las Figuras 11A a 11 H
representan puntuaciones de PASI para pacientes del grupo de dosis |, mientras que los graficos mostrados en las
Figuras 12A a 12H representan puntuaciones de PASI para pacientes del grupo de dosis II.

Como se puede observar a partir de los resultados mostrados en las Tablas 13 y 14, 75 % de todos los pacientes del
grupo de dosis | y del grupo de dosis Il muestran una clara mejoria de sus puntuaciones de PASI, es decir, al menos
un 40 % de mejoria con respecto al valor de la medida inicial, después de una sola dosis. Se deberia indicar que un
25 % de los pacientes en el grupo de dosis | y el grupo de dosis Il recibieron un placebo.

De hecho, en ambos grupos de dosis, un 50 % de los pacientes mostraban al menos un 50 % de mejoria en sus
puntuaciones de PASI, con un paciente del grupo de dosis |l mostrando un 88 % de mejorar en la puntuacion de
PASI en el dia 56, (es decir, el paciente 3 en la Tabla 14). Ademas, el efecto terapéutico es incluso mas duradero a
estas dosis bajas, con las mejoras aun observandose en muchos pacientes al final del ensayo, 75 dias después de
la administracion.

Los pacientes en el grupo de dosis Il también muestran una mejoria en su puntuacion de PASI, con seis de ocho
pacientes mostrando una mejoria superior a un 20 % y dos de seis mostrando una mejoria superior a un 30 %
después del tratamiento. Sin embargo, la mejoria no era tan significativa como la observada en pacientes del grupo
de dosis | y el grupo de dosis Il que recibieron una dosis mas baja del anticuerpo. También se observa una cierta
eficacia en los pacientes del grupo de dosis IV. En los pacientes 1, 4, 5 y 8 en particular en este grupo de dosis
(como se muestra en la Tabla 14C) muestran una clara mejoria en sus puntuaciones de PASI, aunque es limitado en
comparacion con los pacientes de los grupos de dosis | a lll.

El nimero de pacientes que muestran una mejoria de al menos un 40 %, un 50 %, un 60 % y un 75 % en la
puntuacion de PASI se muestra en la Tabla 15.

TABLA 15 — Resumen de resultados de los Grupos de Dosis | a lll

Grupo de Dosis I* 0,5 mg
de BT-061

Grupo de Dosis II* 2,5 mg
de BT-061

Grupo de Dosis I11* 5,0 mg
de BT061

Mejoria = 40 %

6/8 pacientes

6/8 pacientes

1/8 pacientes

Mejoria = 50 %

4/8 pacientes

4/8 pacientes

0/8 pacientes

Mejoria = 60 %

1/8 pacientes

2/8 pacientes

0/8 pacientes
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Grupo de Dosis I* 0,5 mg Grupo de Dosis II* 2,5 mg Grupo de Dosis I11* 5,0 mg
de BT-061 de BT-061 de BT061
Mejoria =2 75 % 0/8 pacientes 1/8 pacientes 0,8 pacientes
* grupo por dosis: un 75 % de los pacientes recibieron BT061, un 25 % de los pacientes recibieron placebo

Las Figuras 13A y 13B proporcionan evidencia fotografica de la mejoria en el nivel de psoriasis antes y después del
tratamiento. La Figura 13A muestra una zona de psoriasis en la piel de un paciente en el grupo de dosis Il antes de
su administracion. La Figura 13B muestra la misma zona de psoriasis 28 dias después de la administracion. Las
zonas de mejoria estan marcadas en la Figura 13B con cajas de color negro.

A partir de estos resultados, se puede observar claramente que BT061 proporciona un tratamiento eficaz para la
psoriasis cronica moderada y grave.

Los resultados de este estudio, en combinacién con los que se han descrito anteriormente en el Ejemplo 6 que
muestran que las dosis elevadas del anticuerpo de la invencién por lo general se toleran bien en seres humanos,
demuestra la capacidad de las composiciones farmacéuticas de la invencién para proporcionar tratamiento eficaz de
enfermedades autoinmunes a las dosis que se describen en el presente documento.

EJEMPLO 8 - Ensayo clinico de BT061 en pacientes con artritis reumatoide

La capacidad de BT061 para tratar la artritis reumatoide se esta sometiendo ensayo en pacientes que padecen esta
enfermedad. El ensayo comprende un estudio de multiples dosis que implican a 96 pacientes, divididos en 12
grupos. En cada grupo, los pacientes reciben un placebo mientras que 6 pacientes reciben BT061. Los pacientes se
dosifican una vez a la semana durante un periodo de 6 manos.

Los pacientes se dividen en los que reciben el anticuerpo por via subcutanea en los que reciben el anticuerpo por via
intravenosa. Los grupos de dosis subcutanea son: 1,25 mg, 6,25 mg, 12,5 mg, 25 mg, 50 mg, 75 mg y 100 mg. Los
grupos de dosis intravenosa son: 0,5 mg, 2 mg, 6,25 mg, 12,5 mg y 25 mg.

En el grupo de dosis subcutanea de 1,25 mg, los pacientes se numeran como 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107 y
108. En el grupo de dosis subcutanea de 6,25 mg, los pacientes se numeran como 201-208. En el grupo de dosis
subcutanea de 12,5 mg, los pacientes se numeran como 301-308. En el grupo de dosis subcutanea de 25 mg, los
pacientes se numeran como 401-408. En el grupo de dosis subcutanea de 50 mg, los pacientes se numeran como
501-508. En el grupo de dosis intravenosa de 6,25 mg, los pacientes se numeran como 601-608.

El procedimiento de administracion intravenosa y subcutanea fue el mismo que se ha descrito en el Ejemplo 7 para
el ensayo de psoriasis.

El nivel de artritis reumatoide se registra de forma semanal mediante la evaluacion de los parametros de ACR y en
particular estudiando el numero de articulaciones sensibles e hinchadas y siguiendo los niveles de proteina C-
reactiva (CRP) y la tasa de sedimentacion de eritrocitos (ESR). Estos parametros se evaltan antes del ensayo para
proporcionar un valor de la "medida inicial" en el dia 0, y de forma repetida durante el periodo del ensayo y en lo
sucesivo a los 8, 22 y 43 dias después de acabar el periodo de administracion (es decir, seguimiento (FU) el dia 8,
FU el dia 22 y FU el dia 43).

Las Tablas que siguen a continuacion proporcionan los datos obtenidos a partir del ensayo. De forma especifica, las
Tablas 16 a 21 proporcionan el niumero de articulaciones e hinchadas durante el transcurso del ensayo.
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Tabla 16 - Recuentos de articulacion sensible e hinchada a partir del grupo de dosis subcutanea de 1,25 mg

Visitas
Q o~
So |, R A
oo |8 c 2§ (2§ |o&
@ |2 oSl Tl ol e o] o |58 (55 |55
€5 9= 8| g g g g g e |E® |E® |E®
$8fh3_. |2S8|-g |=8 |®g [N |Rg |8 |59 |56 |5R
8 oNE 22|e5 |25 |85 |85 |85 |25 (|9 |P= |[De=
oo <E Su|dnw |Adw (6w |Bn (dw |Bw |(vwd |vd |vd
101 sensible 34 34 32 - - 0
hinchada | 10 10 18 - - - - - - 0
102 sensible 25 26 22 16 16 24 24 30 28 29
hinchada | 12 13 9 10 9 15 12 9 18 15
103 sensible 11 12 12 9 8 7 7 30 28 3
hinchada 7 8 8 6 6 6 6 9 18 2
104 sensible 17 10 4 3 20 17 9 5 5 0
hinchada 8 6 0 0 0 8 2 0 0 0
105 sensible 24 23 22 23 35 32 35 32 34 33
hinchada | 14 14 14 17 18 18 19 19 20 20
106 sensible 20 21 20 13 8 9 13 12 11 11
hinchada 9 12 9 10 5 5 6 5 5 7
107 sensible 14 14 11 10 16 14 14 14 11 11
hinchada 8 9 8 8 5 5 5 6 6 6
sensible 11 12 10 10 7 4 8 8 2 13
108 hinchada | 10 11 7 11 10 9 11 7 6 8
Tabla 17 - Recuentos de articulacion sensible e hinchada a partir del grupo de dosis subcutanea de 6,25 mg
Visitas
N
I s - =
oG 0S| T N © 3 ‘0 © |lgo oo (o9
098 S8 2 g g g g g |EQ |ED2 |ES
2283 89|58 |08 |28 N8 (RS |85 |59 |55 |35R
920t |5%|s5 |5 |25 |25 |=§ |25 (D= (= Do
GRS Suionw | (6w 6w 6w |An |vwd |vwd |wo
201 sensible 16 17 15 14 12 15 13 11 9 9
hinchada 9 10 7 6 6 5 6 5 6 6
202 sensible 14 10 10 10 8 8 8 8 9 13
hinchada | 10 8 6 6 4 4 4 4 4 6
203 sensible 15 14 10 8 10 10 8 7 5 5
hinchada | 11 11 10 9 9 10 7 7 6 7
204 sensible 19 22 16 0 0 10 2 10 11 0
hinchada | 10 10 5 0 0 4 0 0 10 0
205 sensible 21 21 0 0 14 30 10 37 - 12
hinchada 9 9 0 0 14 16 6 25 - 8
206 sensible 16 16 15 13 13 17 19 - - 5
hinchada | 10 12 12 10 14 11 11 - - 4
207 sensible 17 28 28 11 9 15 17 14 18 22
hinchada | 11 12 13 7 10 11 8 10 11 10
208 sensible 13 12 9 8 9 11 10 - - 12
hinchada | 10 10 9 9 10 10 9 - - 8
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Tabla 18 - Recuentos de articulacion sensible e hinchada a partir del grupo de dosis subcutanea de 12,5 mg

Visitas

§_ ~ o &
2o |4 © © ©
o5 |8 c 28 |28 |g&
@ |2 oSl Tl ol e o] o |58 (55 |55
€3 92 8| g e g g g g |E® |E® |E®
89 E 3 88|+8 |08 |®s |§& |Rs |85 |52 |55 [5R
Sonts |2%|s§ (=5 |o§ |5 (=58 |25 |Bs [Ds Do
[ M o I - QR > ian (a7 (a7 (a7 (a7 (a7 [N =] [N =] [N =]
501 |sensible [ 18 | 18 [ 16 | 16 | 16 | 16 | 16 | 20 | 14 | 14

hinchada | 8 | 8 8 8 8 8 8 6 6 6

s0p |Sensible | 36 [ 36 | 34 | 35 | af - - - - 30

hinchada | 20 | 20 | 19 | 19 | 17 - - - - 18

203 |Sensible [ 20 [ 19 [ 19 [ 16 | 15 | 14 | 16 | 18 - 19

hinchada | 10 | 11 | 12 | 13 | 13 | 14 | 13 | 14 - 14

204 |sensible [ 10 |10 [0 [ 10 [ 10 [ 10 | 10 [ 10 | 10 8

hinchada | 6 | 6 6 6 6 6 6 6 6 4

205 |SoSDle [ 16 | 16 | 14 | 14 | 13 | 13 [ 13 | 12 | 10 | 10

hinchada | 8 | 8 8 8 6 6 6 6 4 4

20 |Sensible [ 27 [ 27 [ 18 | 18 | 12 | 23 | 28 - - 29

hinchada | 14 | 14 | 20 | 11 | 16 | 13 | 17 - - 24

w07 |Sensible | 25 | 28 | 23 | 47 | 47 | 17 | 17 | 15 | 13 | 11

hinchada | 8 | 8 8 8 8 8 8 6 6 4

s |senSiDle | 20 [ 20 | 18 8 8 8 8 8 8 4

hinchada | 12 | 12 | 8 6 6 5 6 6 6 4

Tabla 19 - Recuentos de articulacion sensible e hinchada a partir del grupo de dosis subcutanea de 25 mg

Visitas
g ~ | o | O
55 |9 g g e
19 |5 s Ss |8m |9@
22 | Sl ol a|ole|o|«|55 |55 |55
£7 |8 BE| 2| B |8 |08 |of |08 |EQ |E? |EQ
5§83 55|85 o8 |25 [R5 [R5 |88 (52 |55 |5
SeoEs |22|s5 |5 |25 |=5 |=5 |5 |B2 [Ps Do
ooNILE Suonw [onw (ow (on |own |aw (vwa (vwa (nao
401 sensible 16 17 19 22 13 13 12 11 9 6
hinchada | 10 11 8 9 12 11 8 5 8 5
402 sensible 23 21 10 10 10 9 8 7 6 7
hinchada 8 11 5 6 6 5 4 3 3 3
403 sensible 10 10 10 8 8 10 10 7 6 8
hinchada 8 8 8 6 5 5 5 5 5 5
404 sensible 17 16 15 15 13 14 14 16
hinchada 9 11 10 6 7 7 7 7
405 sensible 10 10 8 8 8 8 8 10 - 10
hinchada | 6 6 4 4 4 4 4 6 -
406 sensible 11 11 11 11 11 12 8 8 6 8
hinchada | 6 6 6 5 5 3 3 2
407 sensible 13 20 16 18 4 2 0 4 14
hinchada 7 10 6 8 0 0 0 0 8
408 sensible 11 11 8 8 7 5 4 4 - 8
hinchada 9 9 5 5 4 6 6 3 - 6
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Tabla 20 - Recuentos de articulacion sensible e hinchada a partir del grupo de dosis subcutanea de 50 mg

Visitas
o
S ~ o &
55 |4 -
L?O 2 c S« S« Sw
o ® |8 o - ~ o < © o |55 |55 |55
Lo |§ 0 9 ® ® ® ® @ @ [0 |20 |=n
co |= T T c € |t |oE€ |loS |o€& € o €~ € o
S0 33 89«8 |08 |8 |HE |8 (88 |59 (565 |5R
SToET |3%|35 (S5 |25 (=5 =& |25 (3= (3= |B:
e s3<E Sa|ow |[6n (6o (6o |ow |ow |oa |oo |wa
501 sensible 10 10 12 15 12 15 16 - - 15
hinchada | 10 10 10 10 10 13 13 - - 13
502 sensible 14 15 11 16 12 7 8
hinchada 5 9 10 10 7 4 5
503 sensible 13 13 11 7 7 6 6 5 5
hinchada 8 8 8 6 6 3 3 2 3
504 sensible 11 12 10 8 7 11 11 13
hinchada 8 8 8 6 7 7 7 8
sensible 12 13 8 2 1
505 —
hinchada 7 7 5 0 0
506 sc'enS|bIe 36 48 32
hinchada 8 8 4
507 sc'enS|bIe
hinchada
sensible
508 |—
hinchada
Tabla 21 - Recuentos de articulacion sensible e hinchada a partir del grupo de dosis intravenosa de 6,25 mg
Visitas
o
S ~ o &
63 |8 = | g | ¢
| : e c oOm (88 |9®
n= |2 L - o~ ™ < ) © S E S E S E
2208 3| g | g | 8| 8 [,8 |8 |EQ [E® |EQ
s S ElZ 88|~8 |08 |25 |5 [Rs |88 |32 |35 |5R
Sa8ET |Z%|s5 (=5 (=5 |s5 =5 (g5 |Bs |Bs (s
oot Su|logw |[on (6w (6w |[on |[on |vwd (vwd |vwo
601 sensible 23 20 24 39 33 26 31
hinchada | 13 15 15 25 26 20 21
602 sensible 41 43 33 15 12 30 17 19 14
hinchada | 13 12 8 10 10 6 5 5 7
603 sensible 26 22 28 22 24 24
hinchada | 10 4 8 4 4 6
604 sensible 28 26 31 27 14 10 11 7 9
hinchada 8 8 8 10 6 2 2 3 1
605 sensible 34 38 38 36
hinchada | 22 18 22 20
606 Sfansible 12 14
hinchada 8 9
607 sc'ensible 27 27
hinchada | 17 19
sensible
608 [—
hinchada
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La Figura 14 muestra el porcentaje de pacientes de los grupos de dosis que recibieron 1,25 mg. 6,25 mg, 12,5mg y
25 mg de BT061 por via subcutanea que consiguen una mejoria de al menos un 20 % de los parametros de ACR
relevantes durante el transcurso del ensayo, y el porcentaje de pacientes que consiguen al menos una respuesta de
ACR20 en la semana 7.

En particular, se puede observar que un 50 % de los pacientes en el grupo de dosis subcutanea de 25 mg (es decir 4
de los 8 pacientes donde 2 de los pacientes estan recibiendo un placebo) consiguié una mejoria de al menos un
20 % de los parametros de ACR relevantes en la semana 6. Estos niumeros aumentaron a 5 de los 8 pacientes en la
semana 7, es decir 5 de los 8 pacientes consiguieron al menos ACR20. Un paciente de este grupo de dosis
consiguié una mejoria de mas de un 50 % de los parametros de ACR relevantes en las semanas 5 y 6 (el conjunto
de todos los datos no se muestra).

También se obtuvieron resultados positivos con pacientes en otros grupos de dosis. Un paciente en el grupo de
dosis subcutanea de 6,25 mg consigui6é una mejoria de al menos un 50 % de los parametros de ACR relevantes en
la semana 4 mientras que otro consigui6é una mejoria de al menos un 70 % de los parametros de ACR relevantes en
la semana 3 (el conjunto de todos los datos no se muestra).

Las Figuras 15A y 15B muestran resultados para el nimero de articulaciones sensibles e hinchadas presentadas por
pacientes del grupo de dosis de BT061 por via subcutanea de 25 mg durante un periodo de seis semanas. Varios
pacientes presentan una reduccion del nimero de articulaciones sensibles e hinchadas durante un periodo del
tratamiento. Los resultados para un paciente que responde y un paciente que no responde de este grupo de dosis se
muestran en las Figuras 16A y 16B, respectivamente. El paciente que responde muestra una mejoria significativa del
numero de articulaciones sensibles e hinchadas y en los niveles de dolor.

Una reduccion en los nimeros de articulaciones sensibles e hinchadas también se observa en pacientes de los otros
grupos de dosis. Las Figuras 17A, 17B, 18A y 18B muestran el nimero de articulaciones sensibles en los grupos de
dosis de 1,25 mg por via subcutanea, 6,25 mg por via subcutanea, 50 mg por via subcutanea y 6,25 mg por via
intravenosa respectivamente, durante el transcurso del ensayo en las semanas que siguen a partir de ese momento.

Estos resultados demuestran la eficacia del anticuerpo de la presente invencién en el tratamiento de artritis
reumatoide dentro de los intervalos de dosis descritos en el presente documento.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Biotest AG
<120> Agente para tratar enfermedades
<130> 313680.WO/JND/CJS
<160> 18
<170> Patentln versién 3.3
<210> 1
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> dominio V de cadena H del anticuerpo hB-F5H37L humanizado

<400> 1
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Glu GTu GIn Leu val Glu ser Gly Gly Gly Leu val Lys Pro Gly Gly

Ser Leu Arg ggu Ser Cys Ala Ala ggr Gly Phe Ser Phe ggr Asp Cys

Arg Met ;gr Trp Leu Arg GIn ﬁaa Pro Gly Lys Gly kgu Glu Trp Ile

Gly val Ile Ser val Lys Ser Glu Asn Tyr Gly Ala Asn Tyr Ala Glu
50 55 60

Ser val Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr
65 70 75 80

val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ser Ala Ser Tyr Tyr Arg Tyr Asp val Ggly Ala Trp Phe Ala
100 105 110

Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 2

<211> 111

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> dominio V de cadena K del anticuerpo hB-F5L4M humanizado

400> 2

Asp Ile val Met Thr GIn Ser Pro Asp Sgr Leu Ala val ser Lgu Gly
1 5 1 1
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<210>
<211>
<212>

Glu Arg

Gly

Tyr

Leu
50

Lys

Arg Phe

65

ser Leu

Glu Leu

3
550
ADN

Thr
20

Ala

ser
35

Tyr

Leu Ile

ser Gly

GIn Ala

85

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Parte del plasmido que codifica el dominio V de cadena H del anticuerpo hB-F5 humanizado

<400>

<210>
<211>
<212>

3

gaggagctec
tggggtcagt
cactttgctg
ggggaggctt
gtttcagtga
ttggtgtgat
gcagattcac
tgaagaccga
gggcctggtt
gccaagcetty
4

498
ADN

agacaatgtc
gtcagggaga
tttcetttrg
ggtgaaaccc
ctgccggatyg
ttcagtcaaa
tatttcaaga
agacactgcc

tgcttactgy

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Parte del plasmido que codifica el dominio V de cadena K del anticuerpo hB-F5 humanizado

<400>

4

Ile

Ile

Tyr

Ser

Glu

Thr

ES 2569217713

Asn Cys

Tyr

Trp

Ala
55

Leu

Gly Ser

70

Asp val

Phe Gly

tgtctecttc
tgcegtattc
tctccaggtg
ggaggttctc
tactgggttc
tctgagaatt
gatgattcaa

gtttattatt

ggccaaggga

Gly

Ala

Gln

Ala
25

Ser

GIn Gln

ITe Leu

Thr Asp

val Tyr

90

Thr

ctcatcttce
acagcageat
tcctgtcaga
tgaggctctc
gccaggetec
atggagcaaa
aaaacacggt
gtagtgcctc

ctctggteac

38

Lys

Lys Pro

ser val Ser

Gly

GlIn

45

Glu Ser

60

Phe Thr

75

Tyr Cys

Lys val

tgcccgtget
tcacagactg
ggaacagctt
ctgtgcagec
agggaagggg
ttatgcagag
ctatctgcag
ctattatagg
tgtctcttca

Gly

Leu

GIn

Glu

val

Thr

His

Ile
110

gggccteeca
aggggtgtet
gtggagtctg
tcgggtttca
ctggagtgga
tctgtgagyg
atgaacagct
tacgacgtgg
ggtaagaatg

Ile Ser
8

Lys

Thr Ser
Pro Pro

Pro Asp

Ser Arg
95

60
120
180
240
300
360
420
480
540
550
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ggaggatcca
ttcaattata

acaggtgect
ggcgagaggg
tatatatatt
tccatcetag
actctcacca
agggaactte

Ttaaatttta

attatctget

tctgagacag

acggggacat
ccaccatcaa
ggtaccagca
aatctggggt
tcagcagect
cgtggacgrt

agcttctt

<210>5

<211> 372

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 5

caggaatacc
tcetgtgtca
ccagggaagg
aattatgcag
gtctatctye
tcctattata

actgtctctg

ttgtggagac
cctcgggtet
ggctggagtg
agtctgtgag
agatgagcag
ggtacgacgt

ca

<210> 6

<211> 383

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 6

gacattgtgc tgacacagtc

atctcatgca

caacagatcc

ggggtccctyg
cctgtggagy
acgttcggtg

gggccagcaa
caggacagcc
gcaggttcag
aggaggatgc

gaggcaccaa

atcttcccac catccagtga

<210>7

<211> 124

<212> PRT

<213> Mus musculus

ES 2569217713

gacttataat

cgtgtataag

cgtgatgacc
ctgcagggec
gaaaccagga
cectgaccga
gcaggctgaa
cggccaagyg

€gggggaggc
cagtttcagt

gattggtgtg
gggcagattce
attgagagag
9ggggcctgg

tccttecttec
aagtgtcagt
acccaaactc
tggcagtggy
tgcaacctat
gctggagatc

gca

actactagaa

tttatgtata

cagtctecag
agcaaaagtg
cagectecta
ttcagtggea
gatgtggcag
accaaggtgg

agcaaattta

atcattgtce

actccctyge
tcagtacatc
agctgetecat
gcgggtetgg
Tttattactg

aaatcaaacg

aatgacatat

attcctgact

tgtgtctcty
tggctacagt
ttaccttgca
gacagattte
tcagcacagt

tgagtagaat

ttggtgagyc
gactgccgga
atttcagtca
actatttcaa
gaagacacty

tttgcttact

ctggaaattce
tgtactggcet
aatctgagaa
gagatgattc
ccacttatta

ggggccaagg

tctgaaactc
tcgccagect
ttatggagca
aaaaagcagt
ttgtagtgcc
gactcetggte

ttagttgtat
acatctggct
ctcatctate
tctgggacag
tactgtcage

aaacgggctg

39

ctctggggea
acagttatat
ttgcatccat
acttcaccct
acagtaggga

atgctgcacc

gagggccacc
atattggtac
cctagaatct
caacatccat
acttccgtgg

aactgtatcc

60
120

180
240
300
360
420
480
498

60
120
180
240
300
360
372

60
120
180
240
300
360
383
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<400> 7

Gin Glu
1

Ser Leu

Arg Met

Gly val
50

ser val
65

val Tyr

Tyr Cys

Tyr Trp

<210> 8
<211> 111
<212> PRT

Tyr

Lys

‘Arg

Leu

ser

Gly
115

<213> Mus musculus

<400> 8
Asp Ile
1

Gln Arg

Gly Tyr

Lys Leu
50

Arg Phe
65

Pro val

Glu Leu

val

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Gly

Gln

Ala

100

Gln

Leu

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Glu

val

Ser

Leu

val

Arg

Met

85

ser

Gly

Thr

Ile

Ile

Tyr

Ser

Glu

85

Thr
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Glu Thr

Cys val

Arg GIn

Lys Ser
55

Phe Thr
70
ser Arg

Tyr Tyr

Thr Leu

Gln ser

ser Cys

Tyr Trp

Leu Ala

55

Gly Ser
70

Asp Ala

Phe Gly

Gly

Thr

Pro

40

Glu

Ile

Leu

Arg

val
120

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

40

Gly

ser
25

Pro
Asn
ser
Arg
Tyr
105

Thr

Ser

Ala

25

Gln

Ile

Thr

Thr

Gly

Gly Leu val
10

Gly Phe ser
Gly Lys Gly

Tyr Gly Ala
60

Arg Asp Asp
75

Glu Glu Asp
90

Asp val Gly

val ser Ala

ser Leu val
10

ser Lys Ser
Gln ITe Pro

Leu Glu Ser
60

Asp Phe Thr
75

Tyr Tyr Cys
90

Thr Lys Leu

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Thr

Ala

val

val

Gly

45

Leu

Gln

Glu

Pro Gly Asn
15

Ser Asp Cys
30

Glu Trp Ile
Tyr Ala Glu

Lys Ser Ser
80

Ala Thr Tyr

Trp Phe Ala
110

Ser Leu Gly
15

ser Thr Ser
30

GIn Pro Pro
val Pro Gly
Asn Ile His

80

His Ser Arg
95

ITe Lys
110
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<210>9

<211>23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

Asp Ile val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala ;gr ITe Asn Cys

<210>10

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 11

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Gly val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr I1e Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp val Ala val Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 12

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
1 5 10

<210> 13

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13
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Glu val GIn Leu val Glu ser Gly Gly Gly Leu val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30

<210> 14

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Irp val Arg Gln §1a Pro Gly Lys Gly igu Glu Trp val Gly

<210> 15

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn
1 5 10 15

Met Asnh ser Egu Lys Thr Glu Asp ggr Ala val Tyr Tyr ggs Thr Thr

<210> 16

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Irp Gly GIn Gly ghr Leu val Thr val ser Ser

<210> 17

<211> 124

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> dominio V de cadena H del anticuerpo hb-F5H37V humanizado

<400> 17
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Glu

ser

Arg

Gly

Ser

65

val

Tyr

<210> 18
<211> 111
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> dominio V de cadena K del anticuerpo hB-F5L4L humanizado

<400> 18

Glu

Leu

Met

val

50

val

Tyr

Cys

Gln

Arg

TYyr

35

Ile

Arg

Leu

Ser

Tyr

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Gly

GlIn

Ala
100

Trp

val

Ser

val

val

Arg

Met

85

ser

ES 2569217713

Glu

Cys

Arg

LYS

Phe

70

Asn

Tyr

Gln

Ser

Ala

Gin

ser

33

Thr

ser

Tyr

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Glu

Ile

Leu

Arg

Thr

43

Gly

ser

25

Pro

Asn

ser

Lys

Tyr
105

Leu

Gly
10

Gly
Gly
Tyr
Arg
Thr
90

Asp

val
120

Leu

Phe

Lys

Gly

Asp

73

Glu

val

Thr

val

ser

Gly

Ala

60

ASp

ASp

Gly

val

Lys

Phe

Leu

45

ASN

ser

Thr

Ala

Ser

Pro
Ser

30

Glu

TYr

Lys

Ala

Trp
110

ser

Gly
15

Asp
Trp
Ala
Asn
val
a5

Phe

Gly

Cys

Ile

Glu

Thr

80

Tyr

Ala



Asp

Glu

Gly

Lys

Arg

65

Ser

Glu

Ile

Arg

Tyr

Leu

50

Phe

Leu

Leu

val

Ala

Ser

35

Leu

ser

Gln

Pro

Leu

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Ala

Trp
100

Thr

Ile

Ile

Tyr

sSer

Glu

85

Thr

ES 2569217713

GlIn

Asn

Tyr

Leu

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

33

ser

val

Gly

Pro

Arg

TYyr

40

ser

Gly

Ala

GlIn

44

ASp

Ata

25

GIn

Ile

Thr

val

Gly

Ser

10

Ser

Glin

Leu

ASp

Tyr

90

Thr

Leu

Lys

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ala

ser

Pro

ser

60

Thr

Cys

val

val

val

Gly

45

Gly

Leu

GIn

Glu

ser

ser

30

GlIn

val

Thr

His

Ile
110

Leu

15

Thr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Ser

Pro

AsSp

ser

80

Arg
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento de una enfermedad autoinmune que comprende un
vehiculo farmacéuticamente aceptable y un anticuerpo anti-CD4 humanizado capaz de activar linfocitos T
reguladores de CD4"CD25", donde la composicion se debe administrar a un sujeto por via subcutanea en una dosis
del anticuerpo anti-CD4 humanizado de 20 mg a 100 mg, donde la dosis se debe administrar de forma semanal, y
donde el anticuerpo anti-CD4 humanizado comprende un dominio constante de IgG1 y tiene dominios V definidos
por las siguientes secuencias de polipéptidos:

- dominio V de cadena H:

EEQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFSFSDCRMYWLRQAPGKGLEWIGVISVKSENYG
ANYAESVRGRFTISRDDSKNTVYLOMNSLKTEDTAVYYCSASYYRYDVGAWFAYWGQ
GTLVTVSS (SEQID NO: 1)

- dominio V de cadena L:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSTSGYSYTYWYQQKPGOQPPKLLIYLASILESG
VPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQHSRELPWTFGQGTKVEIK (SEQ ID NO:

2).

2. Una composicion farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 donde el anticuerpo anti-CD4
humanizado se debe administrar a un sujeto en una dosis de 20 mg a 80 mg, y preferentemente de 20 mg a 60 mg.

3. Una composicién farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 donde el anticuerpo anti-CD4
humanizado se debe administrar a un sujeto en una dosis de 20 mg, 25 mg, 60 mg, 75 mg, 80 mg o 100 mg.

4. Una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento de una enfermedad autoinmune que comprende un
vehiculo farmacéuticamente aceptable y un anticuerpo anti-CD4 humanizado capaz de activar linfocitos T
reguladores de CD4"CD25", donde la composicién se debe administrar a un sujeto por via subcutanea en una dosis
del anticuerpo anti-CD4 humanlzado de 8 a 60 mg/m de area de superficie corporal del sujeto, donde la dosis se
debe administrar de forma semanal, y donde el anticuerpo anti-CD4 humanizado comprende un dominio constante
de IgG1 y tiene dominios V definidos por las siguientes secuencias de polipéptidos:

- dominio V de cadena H:

EEQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFSFSDCRMYWLRQAPGKGLEWIGVISVKSENYG
ANYAESVRGRFTISRDDSKNTVYLQMNSLKTEDTAVYYCSASYYRYDVGAWFAYWGQ
GTLVTVSS (SEQ ID NO: 1)

- dominio V de cadena L:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSTSGYSYIY WYQQKPGQPPKLLIYLASILESG
VPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQHSRELPWTFGQGTKVEIK (SEQ 1D NO:

2).

5. Una composicién farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 4 donde la composicién se debe
admlnlstrar a un sujeto en una dosis del anticuerpo anti-CD4 humanizado de 8 a 50 mg/m y preferentemente de 8 a
40 mg/m?.

6. Una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento de una enfermedad autoinmune que comprende un
vehiculo farmacéuticamente aceptable y un anticuerpo anti-CD4 humanizado capaz de activar linfocitos T
reguladores de CD4"CD25", donde la composicién se debe administrar a un sujeto por via subcutanea en una dosis
del anticuerpo anti-CD4 humanizado de 0,2 a 1,5 mg/kg, donde la dosis se debe administrar de forma semanal, y
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donde el anticuerpo anti-CD4 humanizado comprende un dominio constante de IgG1 y tiene dominios V definidos
por las siguientes secuencias de polipéptidos:

- dominio V de cadena H:

EEQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFSFSDCRMYWLRQAPGKGLEWIGVISVKSENYG
ANYAESVRGRFTISRDDSKNTVYLOMNSLKTEDTAVYYCSASYYRYDVGAWFAYWGQ
GTLVTVSS (SEQ ID NO: 1)

- dominio V de cadena L:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSTSGYSYTYWYQQKPGQPPKLLIYLASILESG
VPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQHSRELPWTFGQGTKVEIK (SEQ ID NO:
2).

7. Una composicién farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacién 6 donde la composicién se debe

administrar a un sujeto en una dosis del anticuerpo anti-CD4 humanizado de 0,2 a 1 mg/kg, y preferentemente en
una dosis de 1 mg/kg.

8. Una composicion farmacéutica para uso de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente donde la enfermedad
autoinmune se selecciona entre psoriasis, artritis reumatoide, esclerosis multiple, diabetes de tipo 1, enfermedades
inflamatorias del intestino, enfermedad de Crohn, tiroiditis autoinmune, miastenia gravis autoinmune, lupus sistémico
eritematoso y enfermedades relacionadas con trasplantes tales como injerto contra hospedador o problemas
generales de tolerancia a 6rganos.

9. Una composicion farmacéutica para uso de acuerdo con cualquier reivindicacién precedente donde la
composicion se proporciona en un volumen de dosificacion de 0,1 a 3 ml, preferentemente de 0,5a 1,5 ml.

10. Una composiciéon farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 8 donde la enfermedad autoinmune es
psoriasis o artritis reumatoide.

11. Uso de un anticuerpo anti-CD4 humanizado capaz de activar linfocitos T reguladores de CD4°CD25" para la
preparacion de una composicién farmacéutica para tratar una enfermedad autoinmune, donde el anticuerpo anti-CD4
humanizado comprende un dominio constante de IgG1 y tiene dominios V definidos por las siguientes secuencias de
polipéptidos:

- dominio V de cadena H:

EEQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFSFSDCRMYWLRQAPGKGLEWIGVISVKSENYG
ANYAESVRGRFTISRDDSKNTVYLOQMNSLKTEDTAVYYCSASYYRYDVGAWFAYWGQ
GTLVTVSS (SEQ ID NO: 1)

- dominio V de cadena L:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCRASKSVSTSGYSYIYWYQQKPGQPPKLLIYLASILESG
VPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQHSRELPWTFGQGTKVEIK (SEQ ID NO:
2),

y donde la composicién se debe administrar a un sujeto por via subcutanea en una dosis del anticuerpo anti-CD4
humanizado de: (i) de 20 mg a 100 mg; (i) de 8 a 60 mg/m? de area de superficie corporal del sujeto, o (iii) de 0,2
a 1,5 mg/kg, donde la dosis se debe administrar de forma semanal.

12. Uso de acuerdo con la reivindicaciéon 11, donde:
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(i) la enfermedad autoinmune se selecciona entre psoriasis, artritis reumatoide, esclerosis multiple, diabetes de
tipo 1, enfermedades inflamatorias del intestino, enfermedad de Crohn, tiroiditis autoinmune, miastenia gravis
autoinmune, lupus sistémico eritematoso y enfermedades relacionadas con trasplantes tales como injerto contra
hospedador o problemas generales de tolerancia a drganos, y es preferentemente psoriasis o artritis reumatoide;
y/o

(i) la composicion se proporciona en un volumen de dosificacion de 0,1 a 3 ml, preferentemente de 0,5 a 1,5 ml.
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Efecto de BT061 en cultives de sangre completa humana
sintesis de citoquinas desencadenada con diferentes estimulantes
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