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DESCRIPCION
Biomarcadores de citocinas como biomarcadores predictivos de la respuesta clinica para acetato de glatiramero.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad autoinmunitaria debilitante crénica del sistema nervioso central
(SNC) con curso recidivante-remitente (RR) o bien progresivo que da lugar a discapacidad y deterioro neuroldgicos.
En el momento del diagnéstico inicial, la EMRR es la forma mas comin de la enfermedad (1) que se caracteriza por
episodios agudos impredecibles de disfuncién neurolégica (recidivas), seguido de recuperacién variable y periodos
de estabilidad clinica. La gran mayoria de pacientes con EMRR desarrollan finalmente la enfermedad progresiva
secundaria (PS) con o sin recidivas superpuestas. Alrededor de un 15 % de los pacientes desarrollan un deterioro
continuo de su funcién neuroldgica desde el comienzo; esta forma se llama EM progresiva primaria (PP). Los
pacientes que han experimentado un acontecimiento clinico Unico (sindrome clinico aislado o "SCA") y muestran
extensién de las lesiones en resonancia magnética nuclear (RMN) posterior de acuerdo con los criterios de
McDonald también se considera que tienen EM recidivante. (2)

Con una prevalencia que varia considerablemente alrededor del mundo, la EM es la causa mas comun de
discapacidad neurologica cronica en adultos jovenes. (3, 4) Anderson et al. estimaron que en 1990 habia
aproximadamente 350.000 pacientes diagnosticados por un médico con EM en los Estados Unidos
(aproximadamente 140 por 100.000 habitantes). (5)

Se estima que aproximadamente 2,5 millones de personas estan afectadas a nivel mundial. (6) En general, ha
habido una tendencia hacia una incidencia y prevalencia en incremento de la EM a nivel mundial, pero las razones
para esta tendencia no se comprenden completamente. (5)

Los enfoques terapéuticos actuales consisten en i) tratamiento sintomatico ii) tratamiento de recidivas agudas con
corticoesteroides y iii) tratamiento dirigido a modificar el curso de la enfermedad. Los tratamientos aprobados
actualmente se centran en los procesos inflamatorios de la enfermedad. Se considera que la mayoria de ellos actlia
como inmunomoduladores, pero sus mecanismos de accion no se han aclarado completamente. También se usan
inmunodepresores 0 agentes citotoxicos en algunos pacientes tras el fracaso de los tratamientos convencionales. Se
han aprobado y clinicamente verificado varios medicamentos como eficaces para el tratamiento de la EM-RR,;
incluyendo BETASERON®, AVONEX® y REBIF®, que son derivados de la citocina interferon beta (IFNB), cuyo
mecanismo de accion en la EM se atribuye generalmente a sus efectos inmunomoduladores, antagonizando
reacciones proinflamatorias e induciendo células supresoras. (7) Otros farmacos aprobados para el tratamiento de la
EM incluyen mitoxantrona y natalizumab.

Acetato de glatiramero

El acetato de glatiramero (AG) es la sustancia activa de Copaxone®, un producto comercializado indicado para la
reduccion de la frecuencia de las recidivas en pacientes con EMRR. Su eficacia en la reduccion de la tasa de
recidivas y acumulacion de discapacidad en la EM-RR es comparable con la de otros tratamientos
inmunomoduladores disponibles. (8, 9, 10) El acetato de glatiramero consiste en las sales de acetato de polipéptidos
sintéticos que contienen cuatro aminoacidos naturales: acido L-glutamico, L-alanina, L-tirosina y L-lisina. El peso
molecular promedio del acetato de glatirdAmero es de entre 5000 y 9000 Daltons. A una dosis estandar diaria de
20 mg, el AG generalmente se tolera bien, sin embargo, la respuesta al farmaco es variable. En diversos ensayos
clinicos, el AG redujo las tasas de recidivas y la evolucion de la discapacidad en pacientes con EM-RR. El efecto
terapéutico del AG se apoya en los resultados de los hallazgos de resonancia magnética nuclear (RMN) de diversos
centros clinicos (11), sin embargo, no existen biomarcadores predictivos validados de la respuesta al tratamiento con
AG.

Un posible modo inicial de accién del AG se asocia con la union a moléculas del MHC y la consecuente competicion
con diversos antigenos de mielina para su presentacion a los linfocitos T. (12) Un aspecto adicional de su modo de
accion es la potente induccion de células de tipo linfocito T cooperador 2 (Th2), que presuntamente pueden migrar al
cerebro y dar lugar a la supresion inespecifica in situ. (13) Se ha demostrado que el tratamiento con AG en la EM da
como resultado la induccion de linfocitos T especificos para AG con fenotipo Th2 predominante, tanto en respuesta
al AG como a antigenos de mielina de reaccion cruzada. (13, 14) Ademas, la capacidad de las células infiltrantes
especificas para AG para expresar citocinas antiinflamatorias, tales como IL-10, y el factor de crecimiento y
transformacion beta (TGF-B) junto con el factor neurotréfico derivado del cerebro (FNDC) parecen correlacionarse
con la actividad terapéutica del AG en EAE. (15, 16, 17)

La experiencia clinica con AG consiste en la informacion obtenida de ensayos clinicos completados y en curso y en
la experiencia de poscomercializacién. El programa clinico incluye tres estudios con enmascaramiento doble
controlados con placebo en sujetos con EMRR tratados con 20 mg/dia de AG. (18, 19, 20) Se observé una
reduccion significativa en el nUmero de recidivas en comparacion con el placebo. En el estudio controlado mas
grande, la tasa de recidivas se redujo en un 32 % de 1,98 con placebo a 1,34 con 20 mg de AG. 20 mg de AG
también han demostrado efectos beneficiosos frente al placebo en parametros de RMN pertinentes para la EMRR.
Se demostré un efecto significativo en la mediana del nimero acumulativo de lesiones potenciadas por Gd durante
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9 meses de tratamiento (11 lesiones en el grupo de 20 mg en comparacién con 17 lesiones con placebo).

El programa clinico con AG también incluye un estudio con enmascaramiento doble en sujetos con EM croénica-
progresiva, (21) un estudio con enmascaramiento doble controlado con placebo en pacientes con enfermedad
progresiva primaria, (22) un estudio con enmascaramiento doble controlado con placebo en pacientes con SCA (23)
y numerosos estudios en abierto y de uso compasivo, la mayoria en EMRR. Se ha revisado extensamente el uso
clinico del AG y ha sido publicado en la literatura actual (24, 25, 26, 27).

Una importante herramienta para la gestion terapéutica de aquellos con EM recidivante es la capacidad de
determinar la probabilidad de éxito del tratamiento. La identificacién de aquellas personas que responden al AG ha
sido elusiva. A medida que se incrementan las opciones terapéuticas para la EM, la importancia de poder determinar
quién responde favorablemente al tratamiento y, especificamente, al AG, se ha vuelto de importancia en incremento.

Valenzuela RM et al (Neurology 2010 74 9 (Suppl 2) A166 and Multiple Sclerosis 2007 13 754-762) divulgan el
andlisis de patrones de expresién de citocinas en CMSP en respuesta al acetato de glatirdmero.

Farina C et al. (J Neurol 2002 249 1587-1592) describen un ensayo de citocinas para definir una respuesta
inmunoldgica al acetato de glatirdmero.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona un procedimiento de prediccion del grado de respuesta clinico al tratamiento con
acetato de glatiramero en un sujeto humano aquejado de esclerosis multiple o un ataque clinico Unico consistente
con esclerosis miltiple, comprendiendo el procedimiento evaluar la concentracion de IL-17, en el sobrenadante de
las CMSP procedentes de la sangre del sujeto, e identificar al sujeto como un paciente que responde al acetato de
glatirimero mediante las etapas que comprenden,

(i) purificar las CMSP de la sangre del sujeto y después crioconservar las CMSP;

(i) descongelar y después cultivar las CMSP crioconservadas durante la noche en medio de cultivo enriquecido
con suero humano al 5 %;

(iif) estimular 40.000 de dichas CMSP cultivadas con 1 mg/ml de PMA y 5 mg/ml de ionomicina en un volumen final
de 200 microlitros durante 6 horas; e

(iv) identificar al sujeto humano como un paciente que responde al acetato de glatiramero si la concentracion de IL-
17 del sobrenadante de las CMSP tras la etapa (iii) es mayor que o igual a 120 pg/ml, prediciendo asi el grado
de respuesta clinico al acetato de glatiramero.

La presente invencion también proporciona una composicién farmacéutica que comprende acetato de glatiramero y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable, para su uso en el tratamiento de un sujeto humano aquejado de
esclerosis multiple o un ataque clinico Unico consistente con esclerosis multiple, en la que el sujeto humano es un
paciente sin tratamiento previo o se le ha administrado previamente un farmaco para la esclerosis mdltiple distinto de
acetato de glatiramero, y en la que se identifica al sujeto como un paciente que responde al acetato de glatiramero
basandose en la concentracion de IL-17 en el sobrenadante de las CMSP procedentes de la sangre del sujeto,
lograndose esta identificacion mediante las etapas que comprenden,

(i) purificar las CMSP de la sangre del sujeto y después crioconservar las CMSP;

(i) descongelar y después cultivar las CMSP crioconservadas durante la noche en medio de cultivo enriquecido
con suero humano al 5 %;

(iii) estimular 40.000 de dichas CMSP cultivadas con 1 mg/ml de PMA y 5 mg/ml de ionomicina en un volumen final
de 200 microlitros durante 6 horas; e

(iv) identificar al sujeto humano como un paciente que responde al acetato de glatiramero si la concentracién de IL-
17 del sobrenadante de las CMSP tras la etapa (iii) es mayor que o igual a 120 pg/ml.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1A: Linea temporal que muestra la puntuacion en la EAED de los pacientes que responden con tratamiento
con AG.

Figura 1B: Linea temporal que muestra la puntuacion en la EAED de los pacientes que no responden con
tratamiento con AG.

Figura 2A: Niveles de citocinas secretadas por las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de pacientes
que responden en el punto de referencia y tras 2 meses de tratamiento con AG.

Figura 2B: Niveles de citocinas secretadas por las CMSP de pacientes que no responden en el punto de referencia 'y
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tras 2 meses de tratamiento con AG.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Esta divulgacion proporciona un procedimiento para tratar a un sujeto humano aquejado de esclerosis mdltiple o un
ataque clinico Unico consistente con esclerosis multiple con una composicion farmacéutica que comprende acetato
de glatiramero y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, que comprende las etapas de determinar si el sujeto
humano es un paciente que responde al acetato de glatiramero evaluando la concentracién de IL-17, en la sangre
del sujeto humano, y administrar la composicion farmacéutica que comprende acetato de glatiramero y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable al sujeto humano Unicamente si se identifica al sujeto humano como un paciente que
responde al acetato de glatiramero.

En un modo de realizacion, la administracion de la composicion farmacéutica que comprende acetato de glatiramero
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable comprende administrar al sujeto humano tres inyecciones subcutaneas
de la composicion farmacéutica durante un periodo de siete dias con al menos un dia entre cada inyeccion
subcutanea.

En un modo de realizacién, la composicion farmacéutica es una dosis unitaria de una solucion acuosa de 0,5 ml que
comprende 20 mg de acetato de glatirdmero.

En un modo de realizacion, también se determina la concentracion de TNF-qa, la concentracién de IL-2 y la
concentracion de IFN-y, o la combinacién de las mismas.

En un modo de realizacion, la concentracién de IL-17, o, si se determina adicionalmente, la concentracién de TNF-a,
la concentracién de IL-2 y la concentracion de IFN-y, o la combinacion de las mismas, se observa en el
pretratamiento.

En un modo de realizacion, la concentracion de IL-17, o, si se determina adicionalmente, la concentracion de TNF-q,
la concentracion de IL-2 y la concentracion de INF-y, o la combinacion de las mismas, se observa a los 2 meses tras
la primera administracion de acetato de glatirAmero.

Si se identifica al sujeto humano como un paciente que responde al acetato de glatiramero, luego se administra al
sujeto humano la composicién farmacéutica que comprende acetato de glatiramero y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable como monoterapia.

Si se identifica al sujeto humano como un paciente que responde al acetato de glatiramero, luego se administra al
sujeto humano una composicién farmacéutica que comprende acetato de glatirdmero y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, y luego también se administra al sujeto humano otro farmaco para la esclerosis
multiple que no sea acetato de glatiramero. En un modo de realizacién adicional, el farmaco para la esclerosis
multiple se selecciona de interferon, mitoxantrona y natalizumab.

Si no se identifica al sujeto humano como un paciente que responde al acetato de glatirdmero, luego se administra al
sujeto humano un farmaco para la esclerosis miltiple que no sea acetato de glatiramero.

Si no se identifica al sujeto humano como un paciente que responde al acetato de glatiramero, luego se administra al
sujeto humano un farmaco para la esclerosis multiple que no sea acetato de glatiramero, y luego no se administra al
sujeto humano acetato de glatiramero.

En un modo de realizacion, el farmaco para la esclerosis multiple se selecciona de interferén, mitoxantrona y
natalizumab.

En un modo de realizacion, el biomarcador es la concentracion de IL-17(A). Una concentracion de IL-17(A) mayor
que o igual a 120 pg/ml se asocia con un sujeto humano identificado como un paciente que responde al acetato de
glatiramero.

Si se determina adicionalmente la concentracion de TNF-a, una concentracion de TNF-a mayor que o igual a
20000 pg/ml se asocia con un sujeto humano identificado como un paciente que responde al acetato de glatiramero.

Si se determina adicionalmente la concentracion de IFN-y, una concentracion de IFN-y mayor que o igual a
6000 pg/ml se asocia con un sujeto humano identificado como un paciente que responde al acetato de glatiramero.

Si se determina adicionalmente la concentracion de IL-2, una concentracion de IL-2 mayor que o igual a 30000 pg/ml
se asocia con un sujeto humano identificado como un paciente que responde al acetato de glatiramero.

En un modo de realizacion, el sujeto humano es un paciente sin tratamiento previo.

En un modo de realizacién, se ha administrado previamente al sujeto humano un farmaco para la esclerosis mdltiple
distinto de acetato de glatiramero. En un modo de realizacion adicional, el farmaco para la esclerosis mdltiple
administrado previamente se selecciona de interferén, mitoxantrona y natalizumab.
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La presente invencién proporciona un procedimiento de prediccién del grado de respuesta clinico al tratamiento con
acetato de glatiramero en un sujeto humano aquejado de esclerosis multiple o un ataque clinico Unico consistente
con esclerosis multiple, comprendiendo el procedimiento evaluar la concentracion de IL-17, como se describe
anteriormente.

En un modo de realizacion, el tratamiento con acetato de glatiramero comprende administrar al sujeto humano tres
inyecciones subcutaneas de una composicién farmacéutica que comprende acetato de glatiramero y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable durante un periodo de siete dias con al menos un dia entre cada inyeccion
subcutanea. En un modo de realizacion adicional, la composicion farmacéutica es una dosis unitaria de una solucién
acuosa de 0,5 ml que comprende 20 mg de acetato de glatiramero.

En un modo de realizacion, la concentracién de IL-17, o, si se determina adicionalmente, la concentracién de TNF-a,
la concentracién de IL-2 y la concentracion de IFN-y, o la combinacion de las mismas, es una concentracion en el
sobrenadante de las CMSP.

En un modo de realizacion, la concentracion de IL-17, o, si se determina adicionalmente, la concentracion de TNF-q,
la concentracién de IL-2 y la concentracion de IFN-y, o la combinacion de las mismas, se observa en el
pretratamiento.

En un modo de realizacion, la concentracién de IL-17, o, si se determina adicionalmente, la concentracién de TNF-a,
la concentracion de IL-2 y la concentracion de INF-y, o la combinacion de las mismas, se observa a los 2 meses tras
la primera administracion de acetato de glatiramero.

Si se identifica al sujeto humano como un paciente que responde al acetato de glatiramero, luego se administra al
sujeto humano la composicién farmacéutica que comprende acetato de glatiramero y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable como monoterapia.

Si se identifica al sujeto humano como un paciente que responde al acetato de glatirdAmero, luego se administra al
sujeto humano una composicién farmacéutica que comprende acetato de glatiramero y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, y luego también se administra al sujeto humano otro farmaco para la esclerosis
multiple que no sea acetato de glatiramero. En un modo de realizaciéon adicional, el farmaco para la esclerosis
multiple se selecciona de interferén, mitoxantrona y natalizumab.

Si no se identifica al sujeto humano como un paciente que responde al acetato de glatirdmero, luego se administra al
sujeto humano un farmaco para la esclerosis multiple que no sea acetato de glatiramero.

Si no se identifica al sujeto humano como un paciente que responde al acetato de glatiramero, luego se administra al
sujeto humano un farmaco para la esclerosis mdltiple que no sea acetato de glatiramero, y luego no se administra al
sujeto humano acetato de glatiramero.

En un modo de realizacion, el farmaco para la esclerosis multiple se selecciona de interferdn, mitoxantrona y
natalizumab.

En un modo de realizacion, el biomarcador es la concentracién de IL-17(A). Una concentracion de IL-17 o una
concentracion de IL-17(A) mayor que o igual a 120 pg/ml se asocia con un sujeto humano identificado como un
paciente que responde al acetato de glatirdmero.

Si se determina la concentracion de TNF-a, una concentracién de TNF-a mayor que o igual a 20000 pg/ml se asocia
con un sujeto humano identificado como un paciente que responde al acetato de glatiramero.

Si se determina la concentracion de IFN-y, una concentracion de IFN-y mayor que o igual a 6000 pg/ml se asocia
con un sujeto humano identificado como un paciente que responde al acetato de glatiramero.

Si se determina la concentracion de IL-2, una concentracion de IL-2 mayor que o igual a 30000 pg/ml se asocia con
un sujeto humano identificado como un paciente que responde al acetato de glatiramero.

En un modo de realizacion, el sujeto humano es un paciente sin tratamiento previo.

En un modo de realizacion, se ha administrado previamente al sujeto humano un farmaco para la esclerosis multiple
distinto de acetato de glatiramero. En un modo de realizacion adicional, el farmaco para la esclerosis mdultiple
administrado previamente se selecciona de interferén, mitoxantrona y natalizumab.

También se describe un procedimiento para tratar a un sujeto humano aquejado de esclerosis multiple o un ataque
clinico Unico consistente con esclerosis multiple que comprende las etapas de administrar al sujeto humano una
cantidad terapéutica de una composicion farmacéutica que comprende acetato de glatiramero y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, determinar si el sujeto humano es un paciente que responde al acetato de glatiramero
evaluando la concentracion de IL-17 como se describe anteriormente y opcionalmente la concentracion de TNF-a, la
concentracion de IL-2 y la concentracion de IFN-y, o una combinacién de las mismas, en la sangre del sujeto
humano, y continuar la administracién de la composicién farmacéutica si se identifica al sujeto humano como un
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paciente que responde al acetato de glatiramero o modificar la administracién de la composicidon farmacéutica para
el sujeto humano si no se identifica al sujeto humano como un paciente que responde al acetato de glatiramero.

En un modo de realizacion, la administracién al sujeto humano de una cantidad terapéutica de una compaosicion
farmacéutica que comprende acetato de glatiramero y un vehiculo farmacéuticamente aceptable comprende
administrar al sujeto humano tres inyecciones subcutaneas de la composicion farmacéutica durante un periodo de
siete dias con al menos un dia entre cada inyeccién subcutanea.

En un modo de realizacién, la composicion farmacéutica es una dosis unitaria de una solucién acuosa de 0,5 ml que
comprende 20 mg de acetato de glatiramero.

En un modo de realizacion, la concentracién de IL-17, o, si se determina adicionalmente, la concentracién de TNF-a,
la concentracién de IL-2 y la concentracién de IFN-y, o la combinacién de las mismas, es una concentracion en el
sobrenadante de las CMSP.

En un modo de realizacién, la concentracion de IL-17, o, si se determina adicionalmente, la concentracion de TNF-a,
la concentracion de IL-2 y la concentracion de IFN-y, o la combinacién de las mismas, se observa en el
pretratamiento.

En un modo de realizacion, la concentracién de IL-17, o, si se determina adicionalmente, la concentracién de TNF-q,
la concentracion de IL-2 y la concentracion de INF-y, o la combinacion de las mismas, se observa a los 2 meses tras
la primera administracion de acetato de glatiramero.

Si se identifica al sujeto humano como un paciente que responde al acetato de glatiramero, luego se administra al
sujeto humano la composicién farmacéutica que comprende acetato de glatiramero y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable como monoterapia.

Si se identifica al sujeto humano como un paciente que responde al acetato de glatirdmero, luego se administra al
sujeto humano una composicién farmacéutica que comprende acetato de glatirdmero y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, y luego también se administra al sujeto humano otro farmaco para la esclerosis
multiple que no sea acetato de glatiramero. En un modo de realizaciéon adicional, el farmaco para la esclerosis
multiple se selecciona de interferon, mitoxantrona y natalizumab.

Si no se identifica al sujeto humano como un paciente que responde al acetato de glatirdmero, luego se administra al
sujeto humano un farmaco para la esclerosis multiple que no sea acetato de glatiramero.

Si no se identifica al sujeto humano como un paciente que responde al acetato de glatiramero, luego se administra al
sujeto humano un farmaco para la esclerosis mdltiple que no sea acetato de glatiramero, y luego no se administra al
sujeto humano acetato de glatiramero.

En un modo de realizacion, el farmaco para la esclerosis multiple se selecciona de interferén, mitoxantrona y
natalizumab.

En un modo de realizacion, el biomarcador es la concentracién de IL-17(A). Una concentracion de IL-17 o una
concentracion de IL-17(A) mayor que o igual a 120 pg/ml se asocia con un sujeto humano identificado como un
paciente que responde al acetato de glatiramero.

Si se determina la concentracion de TNF-a, una concentracién de TNF-a mayor que o igual a 20000 pg/ml se asocia
con un sujeto humano identificado como un paciente que responde al acetato de glatiramero.

Si se determina la concentracidon de IFN-y, una concentracion de IFN-y mayor que o igual a 6000 pg/ml se asocia
con un sujeto humano identificado como un paciente que responde al acetato de glatiramero.

Si se determina la concentracion de IL-2, una concentracion de IL-2 mayor que o igual a 30000 pg/ml se asocia con
un sujeto humano identificado como un paciente que responde al acetato de glatiramero.

En un modo de realizacion, el sujeto humano es un paciente sin tratamiento previo.

En un modo de realizacién, se ha administrado previamente al sujeto humano un farmaco para la esclerosis mdltiple
distinto de acetato de glatiramero. En un modo de realizacion adicional, el farmaco para la esclerosis multiple
administrado previamente se selecciona de interferén, mitoxantrona y natalizumab.

Definiciones
Formas de esclerosis mdltiple:
Existen cinco fases de la enfermedad y/o tipos de EM claros:

1) esclerosis miltiple benigna; 2) esclerosis multiple recidivante-remitente (EMRR);
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3) esclerosis multiple progresiva secundaria (EMPS);
4) esclerosis multiple recidivante progresiva (EMRP); y
5) esclerosis multiple progresiva primaria (EMPP).

La esclerosis miltiple benigna es un diagndstico retrospectivo que se caracteriza por 1-2 exacerbaciones con
recuperacion completa, sin discapacidad duradera y sin evolucion de la enfermedad durante 10-15 afios tras la
aparicion inicial. Sin embargo, la esclerosis multiple benigna puede evolucionar a otras formas de esclerosis mltiple.

Los pacientes que padecen EMRR experimentan recidivas o exacerbaciones esporadicas, asi como periodos de
remision. Las lesiones y evidencia de la pérdida axonal pueden ser visibles o0 no en RMN para pacientes con EMRR.

La EMPS puede surgir a partir de la EMRR. Los pacientes aquejados de EMPS tienen recidivas, un grado de
disminuido de recuperacion durante las remisiones, remisiones menos frecuentes y deficiencias neurolégicas mas
pronunciadas que los pacientes con EMRR. Los ventriculos dilatados, que son marcadores para la atrofia del cuerpo
calloso, el centro de la linea media y la médula espinal, son visibles en RMN de pacientes con EMPS.

La EMPP se caracteriza por una evolucién constante de deficiencias neurologicas en incremento sin remisiones o
ataques claros. Las lesiones cerebrales, dafio difuso en la médula espinal y evidencia de pérdida axonal son
evidentes en RMN de pacientes con EMPP. La EMPP tiene periodos de exacerbaciones agudas mientras transcurre
con un curso de deficiencias neuroldgicas en incremento sin remisiones. Las lesiones son evidentes en RMN de
pacientes que padecen EMRP. (28)

Un sindrome clinico aislado o (SCA) es un ataque monosintomatico Unico compatible con la EM, tal como neuritis
Optica, sintomas en el tronco encefalico y mielitis parcial. Generalmente se considera que los pacientes con SCA
que experimentan un segundo ataque clinico tienen esclerosis mltiple clinicamente definida (EMCD). Mas de un 80
por ciento de los pacientes con un SCA y lesiones en RMN llegan a desarrollar EM, mientras que aproximadamente
un 20 por ciento tienen un proceso autolimitado. (29, 30) Los pacientes que experimentan un ataque clinico Unico
consistente con EM pueden tener al menos una lesion consistente con esclerosis multiple antes del desarrollo de
esclerosis multiple clinicamente definida.

La esclerosis multiple se puede presentar con neuritis 6ptica, vision borrosa, diplopia, movimiento ocular rapido
involuntario, ceguera, pérdida del equilibrio, temblores, ataxia, vértigo, torpeza de un miembro, falta de coordinacion,
debilidad de una o mas extremidades, tono muscular alterado, rigidez muscular, espasmos, hormigueo, parestesia,
sensacion de escozor, dolores musculares, dolor facial, neuralgia del trigémino, dolores punzantes agudos, dolor con
hormigueo y escozor, retardo del habla, farfullo de las palabras, cambios en el ritmo del habla, disfagia, fatiga,
problemas de vejiga (incluyendo urgencia, frecuencia, vaciado incompleto e incontinencia), problemas intestinales
(incluyendo estrefiimiento y pérdida del control intestinal), impotencia, excitacion sexual disminuida, pérdida de
sensibilidad, sensibilidad al calor, pérdida de memoria a corto plazo, pérdida de concentracion o pérdida de juicio o
razonamiento.

Forma recidivante de la esclerosis multiple:

El término EM recidivante incluye:
1) pacientes con EMRR,;
2) pacientes con EMPS y recidivas superpuestas; y

3) pacientes con SCA que muestran extension de las lesiones en RMN posterior de acuerdo con los criterios de
McDonald.

Como se usa en el presente documento, las formas recidivantes de esclerosis mdltiple incluyen: esclerosis multiple
recidivante-remitente  (EMRR), caracterizada por episodios agudos impredecibles de disfuncion neurolégica
(recidivas), seguido de recuperacion variable y periodos de estabilidad clinica;

EM progresiva secundaria (EMPS), en la que los pacientes que tienen EMRR desarrollan un deterioro continuo con
0 sin recidivas superpuestas; y

esclerosis multiple recidivante-progresiva primaria (EMRPP) o esclerosis miltiple recidivante-progresiva (EMRP),
una forma poco comun en la que los pacientes que desarrollan un deterioro progresivo desde el comienzo también
pueden desarrollar recidivas mas adelante.

Escala ampliada del estado de discapacidad (EAED) de Kurtzke:

La escala ampliada del estado de discapacidad (EAED) de Kurtzke es un procedimiento de cuantificacion de la
discapacidad en la esclerosis multiple. La EAED reemplaza las escalas del estado de discapacidad previas que
solian agrupar a las personas con EM en los soportes inferiores. La EAED cuantifica la discapacidad en ocho
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sistemas funcionales (SF) y permite a los neurélogos asignar una puntuacion en el sistema funcional (PSF) en cada
uno de estos. Los sistemas funcionales son: piramidal, cerebeloso, tronco encefalico, sensitivo, intestino y vejiga,
visual y cerebral (de acuerdo con www.mult-sclerosis.org/expandeddisabilitystatusscale).

Recidiva clinica:

Una recidiva clinica, que también se puede usar en el presente documento como "recidiva”, "recidiva confirmada” o
"recidiva clinicamente definida" se define como la aparicion de una o mas nuevas anomalias neurolégicas o la
reaparicion de una o mas anomalias neuroldgicas observadas previamente.

Este cambio en el estado clinico debe durar al menos 48 horas y debe estar precedido inmediatamente por un
estado neurol6gico de mejora o estable relativamente de al menos 30 dias. Este criterio es diferente de la definicion
clinica de exacerbacion "de al menos 24 horas de duracion de los sintomas”, (31) como se detalla en la seccion
"evaluacion de las recidivas".

Unicamente se cuenta un acontecimiento como una recidiva cuando los sintomas del sujeto estan acompafiados de
cambios neuroldgicos objetivos observados, consistentes con:

a) un incremento de al menos 1,00 en la puntuacién en la EAED o un grado en la puntuacion de dos o méas de
los siete SF (32); o

b) dos grados en la puntuacion de uno de los SF en comparacion con la evaluacion previa.

No se debe estar sometiendo al sujeto a ningin cambio metabdlico agudo, tal como fiebre u otra anomalia médica.
Un cambio en la funcion del intestino/vejiga o en la funcion cognitiva no debe ser totalmente responsable de los
cambios en las puntuaciones en la EAED o SF.

Como se usa en el presente documento, "en la sangre del sujeto" estd representado por "suero" y también el
"sobrenadante" de las CMSP procedentes de la sangre del sujeto.

Como se usa en el presente documento, el "sobrenadante" hace referencia a sobrenadantes recogidos a partir de
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) purificadas a partir de muestras de sangre de sujetos, y
estimuladas como se describe en los procedimientos a continuacion en el presente documento. Se puede realizar la
estimulacion en CMSP recién aisladas o bien en células crioconservadas tras la descongelacion.

Como se usa en el presente documento, "concentracion observada a" un determinado punto temporal hace
referencia a una concentracion medida en el sobrenadante de las CMSP procedentes de la sangre del sujeto a ese
punto temporal determinado. Se puede medir la concentracion en células recién aisladas o en las células
crioconservadas tras la descongelacion.

Como se usa en el presente documento, "pretratamiento” hace referencia a cualquier punto temporal tras el
diagndstico con EM o SCA y antes del comienzo del tratamiento con una composicion que comprende AG.

Como se usa en el presente documento, un "farmaco para la esclerosis mdltiple" es un farmaco o un agente
destinado a tratar la EM clinicamente definida, SCA, cualquier forma de enfermedades desmielinizantes o
neurodegenerativas o sintomas de cualquiera de las enfermedades mencionadas anteriormente. Los "farmacos para
la esclerosis multiple" pueden incluir, pero no se limitan a anticuerpos, inmunodepresores, agentes antiinflamatorios,
inmunomoduladores, citocinas, agentes citotoxicos y esteroides y pueden incluir medicamentos aprobados,
farmacos en ensayo clinico o tratamientos alternativos, destinados a tratar la EM clinicamente definida, SCA o
cualquier forma de enfermedades desmielinizantes o neurodegenerativas. Los "farmacos para la esclerosis multiple"
incluyen, pero no se limitan a interferon y sus derivados (incluyendo BETASERON®, AVONEX® y REBIF®),
mitoxantrona y natalizumab. Los agentes aprobados o en ensayo para el tratamiento de otras enfermedades
autoinmunitarias, pero usados en un paciente con EM o SCA para tratar la EM o SCA, también se definen como
farmacos para la esclerosis mltiple.

Como se usa en el presente documento, un "paciente sin tratamiento previo” es un sujeto que no se ha tratado con
ningun farmaco para la esclerosis multiple como se define en el parrafo precedente.

Detalles experimentales

Ejemplo

Evaluacion de los niveles de citocinas en pacientes clasificados como pacientes que responden o pacientes
que no responden al AG.

Procedimientos

Sujetos y células:
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Se trataron pacientes con esclerosis multiple recidivante-remitente (n=12) con 20 mg de AG o bien 40 mg de AG
diariamente en el ensayo clinico FORTE de Teva (www.medicalnewstoday.com/articles/48863.php).

Se tomé sangre entera de pacientes en tres puntos temporales, incluyendo el punto de referencia (punto de
referencia, mes 2 y mes 6). Se crioconservaron las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) en el punto
de referencia, mes 2 y mes 6.

Se usaron la incidencia de las recidivas clinicas y la puntuacion en la escala ampliada del estado de discapacidad
(EAED) tras 12 meses de tratamiento para definir a los pacientes como pacientes que responden (sin recidiva clinica
durante el periodo de prueba) o pacientes que no responden (1 o mas recidivas clinicas como se define a
continuacién en el presente documento). A varios pacientes se les retird el farmaco dentro del afio el tratamiento
debido a respuestas adversas y no se incluyeron en este analisis.

Ensayo de citocinas multiplex

Se extrajo sangre de pacientes en el punto de referencia, a los 2 meses y 6 meses. Se purificaron células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) de la sangre usando un gradiente de Ficoll-Hypaque y se
crioconservaron. Se descongelaron las CMSP crioconservadas de cada punto temporal, se dejaron descansar
durante la noche en medio AIM V enriquecido con suero humano al 5% y se estimularon con PMA (1 mg/ml; SIGMA)
e ionomicina (5 mg/ml; SIGMA) durante 6 horas (40.000 CMSP en 200 microlitros de volumen final). Se retiraron los
sobrenadantes de células estimuladas y no estimuladas y se almacenaron a -20 °C hasta el ensayo con un kit 27-
plex humano (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Se adquirieron los datos usando un lector de matrices Bio-Plex y
se analizaron con el programa informatico Bio-Plex Manager 4 (Bio-Rad). Se dibujaron los graficos usando el
programa informatico Prism (GraphPad Software, Inc.). Se realizaron ambos 2-plex (IL-17 and IFNy) y se usaron
27 multiplex (incluyendo 27 citocinas humanas) en este andlisis de citocinas exhaustivo. Se individualizaron los
datos multiplex de estos dos ensayos en una base por paciente y se presentaron en la fig. 2.

Evaluacién de las recidivas

Se definié una recidiva clinica como la aparicién de una o mas nuevas anomalias neuroldgicas o la reaparicion de
una o mas anomalias neuroldgicas observadas previamente.

Este cambio en el estado clinico duré al menos 48 horas y estuvo precedido inmediatamente por un estado
neuroldgico de mejora o estable relativamente de al menos 30 dias. El criterio usado en el estudio fue diferente de la
definicion clinica de exacerbacion "de al menos 24 horas de duracion de los sintomas". (31) Puesto que la definicion
de exacerbacion "en estudio" se debe apoyar en una evaluacién neuroldgica objetiva (véase el proximo péarrafo), una
deficiencia neurolégica debe continuar el tiempo suficiente para eliminar las seudoexacerbaciones.

Unicamente se contd un acontecimiento como una recidiva cuando los sintomas del sujeto estuvieron acompafiados
de cambios neurolégicos objetivos observados, consistentes con:

a) unincremento de al menos 1,00 en la puntuacion en la EAED o un grado en la puntuacién de dos o mas de los
siete SF (32); o

b) dos grados en la puntuacién de uno de los SF en comparacion con la evaluacion previa.

No se estaba sometiendo al sujeto a ninglin cambio metabdlico agudo, tal como fiebre u otra anomalia médica. Un
cambio en la funcién del intestino/vejiga o en la funcion cognitiva no fue totalmente responsable de los cambios en
las puntuaciones en la EAED o SF.

Evaluacién de los sujetos por el neurélogo examinador

Se realiz6 una evaluacién neurolégica completa en los meses -1 (cribado), 0 (punto de referencia), 3, 6, 9, 12 (final
de la fase con enmascaramiento doble), 18 y 24 (terminacion/interrupciéon temprana).

Determinacién de las recidivas por el neurélogo responsable

La decisién en cuanto a si el cambio neuroldgico se consideraba una recidiva confirmada fue tomada por el médico
responsable basandose en las puntuaciones reales (no convertidas) en la EAED/SF evaluadas por el neurélogo
examinador.

Las consultas de seguimiento para comprobar el curso de la recidiva se hicieron segun el criterio del médico
responsable, ademas de la evaluaciéon en la proxima visita programada, pero las evaluaciones neurolégicas se
realizaron por el neurélogo examinador.

Procedimientos de evaluacién de las recidivas

Se ordeno a los sujetos que llamaran por teléfono a su centro de estudio dentro de las 48 horas en caso de que
apareciera cualquier sintoma indicativo de una recidiva.
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El neurdlogo examinador evalu6 al sujeto dentro de los 7 dias de aparicion de los sintomas, en funcién de un
periodo sintomatico de = 48 horas. El neurélogo/médico responsable evalué al sujeto una vez que se produjo
cualquier sintoma indicativo de una recidiva.

En caso de una recidiva indicativa durante una visita programada o no programada, el neurélogo/médico
responsable derivo al sujeto al neurélogo/médico examinador.

Resultados

Estos hallazgos demuestran niveles incrementados de IL-17(A), TNF-alfa, IL-2 e IFN-gamma en el punto de
referencia y puntos temporales de 2 meses en aquellas personas que estuvieron sin recidivas clinicamente definidas
en el periodo de ensayo de un afio después del inicio del tratamiento. Por el contrario, se observaron niveles
sustancialmente mas bajos de estas mismas citocinas proinflamatorias en quienes tuvieron recidivas clinicamente
definidas durante el periodo de ensayo (véase la figura 1y la figura 2).

Analisis

Para este estudio, se obtuvieron las CMSP en el punto de referencia, 2 meses y 6 meses después del inicio del
tratamiento con acetato de glatirdmero. Los hallazgos demuestran niveles incrementados de IL-17(A), IL-2, TNFa y
IFNy en el punto de referencia y 2 meses tras el comienzo del tratamiento con AG en aquellas personas que
estuvieron sin recidivas clinicamente definidas en el periodo de ensayo de un afio después del inicio del tratamiento.
Por el contrario, se descubrieron niveles sustancialmente mas bajos de estas mismas citocinas proinflamatorias en
quienes tuvieron recidivas clinicamente definidas durante el periodo de ensayo como se muestra en la fig. 1.

Se han usado ensayos ex vivo para comprobar los efectos inmunolégicos del AG en pacientes con EM tratados con
AG. Por ejemplo, Hohlfeld et al. notificaron: (1) una reduccion significativa de la proliferacion de CMSP inducida por
AG; (2) una respuesta por ELISPOT de IL-4 positiva mediada predominantemente por células CD4 tras la
estimulacion con AG; y (3) una respuesta de IFN-gamma elevada parcialmente mediada por células CD8 tras la
estimulacion con altas concentraciones de AG, en pacientes no tratados frente a tratados con AG (33).

En el presente estudio, se usé un ensayo ex vivo simple para medir la concentracion de citocinas en el sobrenadante
de las CMSP procedentes de la sangre de pacientes con EMRR. Los datos sugieren que patrones de citocinas
especificos pueden estar asociados con la identificacion de quienes responden al tratamiento con acetato de
glatiramero. La tendencia que se observa puede ser indicativa de patrones de citocinas que se podrian medir
facilmente y podrian contribuir a la determinacion del grado de respuesta al AG antes del tratamiento con AG, y a un
punto temporal temprano tras el comienzo de la administracion de AG.
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento de prediccion del grado de respuesta clinico al tratamiento con acetato de glatirdmero en un
sujeto humano aquejado de esclerosis multiple o un ataque clinico Gnico consistente con esclerosis miltiple,
comprendiendo el procedimiento evaluar la concentracién de IL-17 en el sobrenadante de las CMSP
procedentes de la sangre del sujeto, e identificar al sujeto humano como un paciente que responde al acetato
de glatiramero basandose en la concentraciéon de IL-17, identificandose este sujeto como un paciente que
responde al acetato de glatiramero mediante las etapas que comprenden,

(i) purificar las CMSP de la sangre del sujeto y después crioconservar las CMSP;

(i) descongelar y después cultivar las CMSP crioconservadas durante la noche en medio de cultivo
enriquecido con suero humano al 5 %;

(i) estimular 40.000 de dichas CMSP cultivadas con 1 mg/ml de PMA y 5 mg/ml de ionomicina en un
volumen final de 200 microlitros durante 6 horas; e

(v) identificar al sujeto humano como un paciente que responde al acetato de glatirimero si la concentracion
de IL-17 del sobrenadante de las CMSP tras la etapa (iii) es mayor que o igual a 120 pg/ml,

prediciendo asi el grado de respuesta clinico al acetato de glatirdmero.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el tratamiento con acetato de glatiramero comprende
administrar al sujeto humano tres inyecciones subcutaneas de una composicion farmacéutica que comprende
acetato de glatiramero y un vehiculo farmacéuticamente aceptable durante un periodo de siete dias con al
menos un dia entre cada inyeccion subcutanea.

Una composicion farmacéutica que comprende acetato de glatiramero y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable para su uso en el tratamiento de un sujeto humano aquejado de esclerosis multiple o un ataque
clinico Unico consistente con esclerosis multiple, en la que el sujeto humano es un paciente sin tratamiento
previo o se le ha administrado previamente un farmaco para la esclerosis multiple distinto de acetato de
glatiramero, y en la que se identifica al sujeto humano como un paciente que responde al acetato de
glatiramero basandose en la concentracion de IL-17 en el sobrenadante de las CMSP procedentes de la
sangre del sujeto, lograndose esta identificacion mediante las etapas que comprenden,

(i) purificar las CMSP de la sangre del sujeto y después crioconservar las CMSP;

(i) descongelar y después cultivar las CMSP crioconservadas durante la noche en medio de cultivo
enriguecido con suero humano al 5 %;

(i) estimular 40.000 de dichas CMSP cultivadas con 1 mg/ml de PMA y 5 mg/ml de ionomicina en un
volumen final de 200 microlitros durante 6 horas; e

(iv) identificar al sujeto humano como un paciente que responde al acetato de glatiramero si la concentracion
de IL-17 del sobrenadante de las CMSP tras la etapa (iii) es mayor que o igual a 120 pg/ml.

El procedimiento de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 o la composicion farmacéutica para su uso de la
reivindicacion 3, en el que la concentracion de IL-17 es la concentracion de IL-17(A).

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 0 4 o la composicién farmacéutica para su uso
de la reivindicacion 3 o la reivindicacién 4, que comprende adicionalmente evaluar la concentracion de TNF-q,
la concentracion de IL-2, la concentracion de IFN-y, o una combinacion de las mismas, en el sobrenadante de
las CMSP procedentes de la sangre del sujeto humano.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 o0 4-5 o la composicién farmacéutica para su uso
de una cualquiera de las reivindicaciones 3-5, que comprende adicionalmente evaluar la concentracién de
TNF-a, la concentracién de IL-2 y la concentracion de IFN-y en el sobrenadante de las CMSP procedentes de
la sangre del sujeto humano.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 0 4-6 o la composicién farmacéutica para su uso
de una cualquiera de las reivindicaciones 3-6, en el que el sujeto humano es un paciente sin tratamiento previo.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 0 4-6 o la composicién farmacéutica para su uso
de una cualquiera de las reivindicaciones 3-6, en el que se ha administrado previamente al sujeto humano un
farmaco para la esclerosis multiple distinto de acetato de glatiramero.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 o0 4-8 o la composicién farmacéutica para su uso
de una cualquiera de las reivindicaciones 3-8, en el que el sujeto humano esta aquejado de esclerosis miltiple.
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El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 0 4-9 o la composicién farmacéutica para su uso
de una cualquiera de las reivindicaciones 3-9, en el que se evalla la concentraciéon de IL-17 en el
pretratamiento.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 0 4-9 o la composicién farmacéutica para su uso
de una cualquiera de las reivindicaciones 3-9, en el que se evalla la concentracion de IL-17 a los 2 meses tras
la primera administracion de acetato de glatiramero.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 2 0 4-11 o la composicién farmacéutica para su uso
de una cualquiera de las reivindicaciones 3-11, en el que la composicidon farmacéutica es una dosis unitaria de
una solucién acuosa de 0,5 ml que comprende 20 mg de acetato de glatiramero.

La composicion farmacéutica para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 3-12, en la que la
composicion farmacéutica es para su uso en una pauta de tres inyecciones subcutaneas de acetato de
glatiramero durante un periodo de siete dias con al menos un dia entre cada inyeccion subcutanea.

La composicion farmacéutica para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 3-13, en la que el
tratamiento comprende la administracion de la composicién farmacéutica al sujeto humano como monoterapia.

La composicion farmacéutica para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 3-14, en la que el
tratamiento es eficaz para el sujeto humano que no tiene recidivas clinicamente definidas.
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Figura 1A
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Linea temporal que muestra la puntuacién en la EAED de los pacientes que responden con tratamiento con
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Figura 1B

Linea temporal que muestra la puntuacién en la EAED de los pacientes que no responden con tratamiento
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Figura 2A

Niveles de citocinas secretadas por las CMSP de pacientes que responden en el punto de referenciay tras
2 meses de tratamiento con AG
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Figura 2B

Niveles de citocinas secretadas por las CMSP de pacientes que no responden en el punto de referenciay
tras 2 meses de tratamiento con AG
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