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DESCRIPCION

Utilizacion de la proteina de fusion TACI-Ig, tal como atacicept, para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de lupus eritematoso

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] En diversas realizaciones, la presente invencién se refiere a procedimientos y composiciones para el
tratamiento de enfermedades o trastornos autoinmunes del sistema inmunitario, que comprende administrar una
proteina de fusion TACI-Ig, tal como atacicept, utilizando un régimen de dosificacion particular que maximiza el
bloqueo de las funciones de los ligandos de la familia de TNF.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
La familia de ligando/receptor Blys

[0002] Los tres receptores, TACI (activador transmembrana o ligando de interaccion de ciclofilina modulador de
calcio), BCMA (antigeno de maduracién de las células B) y BAFF-R (receptor del factor activador de células B,
perteneciente a la familia de TNF), han sido identificados por tener afinidades Gnicas de unién para los dos factores
de crecimiento BLyS (estimulador de linfocitos B) y APRIL (un ligando inductor de la proliferacion) (Marsters et al
Curr Biol 2000; 10 (13): 785-788; Thompson et al Science 200 1; 293: 2108-2111). TACI y BCMA se unen ambos a
BLyS y APRIL, mientras que BAFF-R parece capaz de unirse solo a BLyS con alta afinidad (Masters et al Curr Biol
2000; 10 (13): 785-788; Thompson et al. Science 2001; 293: 2108-2111.). Como resultado, BLyS es capaz de
sefialar a través de los tres receptores, mientras que APRIL sélo parece capaz de sefializaciéon a través de TACI y
BCMA. Ademas, los complejos heterotrimeros circulantes de BLyS y APRIL (agrupaciones de tres proteinas, que
contienen una o dos copias de cada uno de BLyS y APRIL) se han identificado en muestras de suero tomadas de
pacientes con enfermedades reumaticas sistémicas basadas en el sistema inmunitario y se ha demostrado que
inducen la proliferacion de células B in vitro (Roschke et al J Immunol 2002; 169: 4314-4321). Entre las proteinas de
fusién de Ig para los tres receptores, solamente TACI-Fc5, tal como atacicept, fue capaz de bloquear la actividad
biologica de los complejos heterotriméricos (Roschke et al J Immunol 2002; 169: 4314-4321).

[0003] BLyS y APRIL son potentes estimuladores de la maduracion la proliferacién y la supervivencia de las células
B, (Gross et al Nature 2000; 404: 995-999 Gross et al Immunity 2001; 15 (2): 289-302 Groom et. al., J Clin Invest
2002; 109 (1): 59-68). BLyS y APRIL pueden ser necesarios para la persistencia de enfermedades autoinmunes,
especialmente aquellas que involucran células B. Los ratones transgénicos disefiados para expresar altos niveles de
BLyS exhiben trastornos de las células inmunitarias y muetran sintomas similares a los observados en pacientes con
lupus eritematoso sistémico (LES) (Cheson et al Revides guidelines for diagnosis and treatment. Blood. 1996; 87:
4.990-4.997. Cheema et al Arthritis Rheum 2001; 44 (6): 13 marzo 13-1 3, 19). Del mismo modo, se ha medido un
aumento de los niveles de BLyS y APRIL en las muestras de suero tomadas de pacientes con LES y otros pacientes
con diversas enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide (Roschke et al J Immunol 2002; 169: 43 14-
4321; Mariette X., Ann Rheum Dis 2003; 62 (2): 168-17 1; Hahne et al J Exp Med 1998; 188 (6): 1 185-1 190),
extendiéndose la asociacion de BLyS y/o APRIL y enfermedades mediadaas por células B de modelos animales a
los humanos.

Lupus eritematoso sistémico

[0004] EI lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune caracterizada clinicamente por una
evolucion creciente y menguante y por la participacién de mudltiples 6rganos, incluyendo la piel, los rifiones y el
sistema nervioso central (Kammer GM y Tsokos GC Eds (1999) Lupus: Molecular and Cellular Pathogenesis 1st Ed,
Human Press, N. J.; Lahita RG Ed (1999) Systemic Lupus Erythromatosus 32 edicién, Academic Press,
Amsterdam). La prevalencia global del LES es de aproximadamente uno de cada 2.000, y aproximadamente uno de
cada 700 mujeres caucasicas desarrolla LES durante su vida. (Lahita RG (1999) Curr Opin Rheumatol Sep; 11 (5):
352-6). Sélo en los Estados Unidos, mas de medio millon de personas tienen lupus eritematoso sistémico y la
mayoria son mujeres en edad fértil (Hardin JA (2003) J. Exp Med. 185: 1101-1111).

[0005] No hay un criterio Unico para diagnosticar el LES. El Colegio Americano de Reumatologia ha elaborado 11
criterios para el diagnéstico de LES, que abarcan todo el espectro clinico de LES en los aspectos de las pruebas de
la piel, sistémicas y de laboratorio. Estos criterios incluyen eritema malar, erupcion discoide, sensibilidad a la luz del
sol, Ulceras orales, artritis, serositis, rifion y la inflamacion del sistema nervioso central, alteraciones de la sangre, y
la presencia de anticuerpos antinucleares. Un paciente debe cumplir cuatro de estos criterios con el fin de ser
clasificado como un paciente con LES. (Tan et al (1982) Arthritis Rheumatol. 25: 1271-1277). El LES generalmente
se confirma mediante pruebas, incluyendo, pero no limitado a, analisis de sangre para detectar anticuerpos anti-
nucleares; andlisis de sangre y de orina para evaluar la funcién renal; pruebas complementarias para detectar la
presencia de niveles bajos de complemento que a menudo estan asociados con LES;una velocidad de
sedimentacion globular (VSG) o la proteina C reactiva (CRP) para medir los niveles de inflamacién; los rayos X para
evaluar el dafio pulmonar y electrocardiogramas para evaluar el dafio al corazén.
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[0006] La terapia estandar para LES es la administracion del glucocorticoide esteroide, un inhibidor de respuesta
inmunitaria general. Se puede utilizar para aliviar los sintomas; sin embargo, no existe cura disponible actualmente
para el LES. Se administra generalmente prednisona p.o. en dosis baja a un nivel de menos de 0,5 mg/kg/dia. Por
desgracia, esta terapia no es suficiente para mantener a los pacientes en remision y el estallido de la enfermedad es
frecuente. Los estallidos pueden ser controlados con glucocorticoides de dosis alta a través de pulsos intravenosos a
30 mg de metilprednisolona/kg/dia durante 3 dias consecutivos. Sin embargo, el tratamiento con esteroides a dosis
altas puede presentar efectos secundarios graves para los pacientes.

[0007] Estos tratamientos estandar son generalmente no especificos, se asocian frecuentemente con efectos
secundarios graves y no afectan significativamente a la progresién de la enfermedad o la transicion a
complicaciones renales mortales (nefritis lipica o LN). En consecuencia, existe una gran necesidad en la técnica de
desarrollar nuevos procedimientos para el tratamiento del LES.

[0008] ElI documento US 2007/0071760 describe procedimientos para el tratamiento de tumores malignos de células
B utilizando una molécula de fusion TACI-Ig.

[0009] Stohl y Looney, Clinical Immunology (2006), vol. 121 (1), paginas 1-12, describen la terapia de deplecion de
células B en enfermedades reumaticas sistémicas.

[0010] Bell E., Immunology Today, Vol. 21 (6), 1 junio de 2000, pagina 253, describe homoélogos de TNF-R en la
enfermedad autoinmune.

[0011] La presente descripcion se refiere a procedimientos de tratamiento de enfermedades autoinmunes. De forma
ilustrativa, los procedimientos descritos en el presente documento incluyen la administracion a un paciente de una
composicion que comprende un dominio constante de inmunoglobulina humana y dominio extracelular de TACI o un
fragmento del mismo que se une a BLyS y/o APRIL.

[0012] La descripcion comprende procedimientos de tratamiento de enfermedades autoinmunes, incluyendo el LES,
utilizando una molécula que comprende una fusion del dominio extracelular de TACI o cualquier fragmento del
mismo que retiene la capacidad de unirse a BLyS y/o APRIL, tal como atacicept.

[0013] La descripcion comprende procedimientos de tratamiento de LES que comprenden la administracion a un
paciente en necesidad del mismo de una cantidad eficaz de una molécula de fusion que comprende una cadena
constante de inmunoglobulinae humana y dominio extracelular de TACI o un fragmento de dominio extracelular de
TACI que se une a BLyS y/o APRIL. En una realizacion, el fragmento del dominio extracelular de TACI comprende
uno o dos motivos de repeticion de cisteina. En otra realizacion, el fragmento es un fragmento que comprende los
aminoacidos 30-110 del dominio extracelular de TACI. En aln otra realizacion, el fragmento es un fragmento que
comprende los aminoacidos 1-154 del dominio extracelular de TACI (SEQ ID NO: 1).

[0014] La descripcién comprende procedimientos de tratamiento de LES mediante la administracién a un paciente
una composicion que comprende un polipéptido de fusion, TACI-Fc5, que comprende un dominio constante de
inmunoglobulina humana, Fc5, que tiene la secuencia expuesta como la SEQ ID NO: 2 y un dominio extracelular de
TACI que tiene la secuencia expuesta como la SEQ ID NO: 1.

[0015] La descripcién comprende procedimientos de tratamiento de LES mediante la administracion a un paciente
de una composiciébn que comprende un polipéptido de fusibn que comprende un dominio constante de
inmunoglobulina humana con la secuencia expuesta como la SEQ ID NO: 2 y un polipéptido que se une a BLyS y/o
APRIL y que es al menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 60%, al menos aproximadamente
65%, al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, al
menos aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95% o al menos
aproximadamente 99% idéntica a SEQ ID NO: 1.

[0016] Otras enfermedades autoinmunes pueden ser tratadas mediante los procedimientos de la invenciéon mediante
la administracion a un paciente de un polipéptido de fusion que comprende una cadena constante de
inmunoglobulina humana y dominio extracelular de TACI o un fragmento de dominio extracelular de TACI que se une
a BLyS y/o APRIL. Tales enfermedades autoinmunes incluyen, pero no se limitan a artritis reumatoide (AR),
enfermedad de Graves, diabetes tipo | y tipo I, esclerosis mdltiple, sindrome de Sjogren, esclerodermia,
glomerulonefritis, rechazo de trasplantes, por ejemplo, rechazo de aloinjertos y xenoinjertos de 6rganos y tejidos y
enfermedad de injerto contra huésped.

[0017] En una realizacion, los procedimientos de la presente invencién comprenden la administracion de una
molécula de fusién atacicept a un paciente con LES en cantidades de aproximadamente 0,01 mg/kg del peso
corporal del paciente a aproximadamente 25 mg/kg del peso corporal del paciente. La molécula atacicept puede
administrarse repetidamente a intervalos predeterminados. De forma ilustrativa, la molécula se puede administrar
varias veces durante intervalos de dosificacion predeterminados. Por ejemplo, la dosificacion puede ser de una dosis
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relativamente baja de farmaco a intervalo de cada semana o cada tres semanas. Un tratamiento inicial con un
polipéptido de fusion Atacicept puede ser seguido por la administracién del polipéptido en una base bisemanal (cada
dos semanas) o trisemanal (cada tres semanas) durante al menos 2 o 3 semanas mas adicionales,
respectivamente. Por ejemplo, el polipéptido puede ser administrado en una base bisemanal durante 2 a 30
semanas adicionales. Alternativamente, el polipéptido puede ser administrado en una base semanal o diaria.

[0018] De acuerdo con los procedimientos de la presente invencion, el polipéptido atacicept pueden administrarse a
un paciente con LES por via subcutanea, por via oral, o por via intravenosa y en combinacién con otros
medicamentos. Tales medicamentos incluyen, pero no se limitan a: los AINE (farmacos anti-inflamatorios no
esteroideos) tanto de venta libre como aquellos que requieren una receta, tales como diclofenaco sddico, diflunisal
indometacina y nabumetona; antimalaricos, tales como sulfato de hidroxicloroquina y cloroquina; corticosteroides,
tales como prednisona, hidrocortisona y metilprednisolona; e inmunosupresores, tales como azatioprina,
ciclofosfamida, metotrexato, ciclosporina y micofenolato de mofetilo, y IglV, DHEA y talidomida.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0019]

La figura 1 representa graficamente la concentracion de atacicept libre frente al tiempo en dias para la
administracion subcutanea, una medicién farmacocinética clave. Cada linea de la grafica es una dosis, tal como se
muestra en la leyenda.

La figura 2 representa graficamente la concentracion de complejo atacicept:BLyS frente al tiempo en dias para la
administracion subcutanea, una medicidon farmacocinética clave. Cada linea de la grafica es una dosis, tal como se
muestra en la leyenda de la Figura 1.

Las Figuras 3A y 3B representan graficamente los efectos bioldgicos de la administracion subcutanea en varios
niveles de inmunoglobulina y niveles de células B.

La figura 4 muestra la diferencia en la biodisponibilidad tal como se muestra por las mediciones de Atacicept libre
para la administracion subcutanea e intravenosa de atacicept.

La figura 5 representa graficamente la actividad biolégica relativamente similar observada con los dos
procedimientos de administracion, tal como se representa por la concentracion de IgM frente al tiempo. Ver la
leyenda en la Figura 4.

La Figura 6 muestra graficamente la similitud entre los procedimientos de administracién subcutanea e intravenosa,
tal como se representa por atacicept libre frente al tiempo libre.

La figura 7 muestra las curvas de unién a diana relativamente similares observadas con los dos procedimientos de
administracion, tal como se representa por el complejo de Atacicept:BLyS frente al tiempo. Ver la leyenda en la
Figura 4.

La figura 8 muestra graficamente como mudltiples dosis producen una actividad superior biologica, tal como se
representa por la concentraciéon de IgM frente al tiempo.

La figura 9 muestra graficamente cémo la unién a la diana es mayor con dosis mdltiples, tal como se representa por
el complejo Atacicept:BLyS frente al tiempo. Ver la leyenda en la Figura 8.

La Figura 10 representa graficamente la concentracion de atacicept libre representa frente al tiempo en dias para la
administracion intravenosa, una medicién farmacocinética clave. Cada linea de la grafica es una dosis, tal como se
muestra en la leyenda.

La figura 11 representa graficamente la concentraciéon del complejo atacicept:BLyS frente al tiempo en dias para la
administracion intravenosa, una medicion farmacocinética clave. Cada linea de la grafica es una dosis, tal como se
muestra en la leyenda de la Figura 10.

La Figura 12 es una representacion grafica de las mediciones de biomarcadores usando la administracion
intravenosa, especificamente niveles de inmunoglobulina y niveles de células B.

Las figuras 13A y B son representaciones graficas de la concentracion de atacicept compuesto (definido como
complejo de atacicept libre + complejo atacicept-BLyS) frente al tiempo para la administracion subcutanea (Estudio
1). (A) Cohortes de dosis individuales; (B) Cohortes de dosis multiples. Se presentan los promedios + DE. Las
multiples dosis se administraron en los dias 0, 7, 14, y 21. Los puntos durante la dosificacién no estan conectados
para indicar la concentracion. Los picos no fueron capturados entre las dosis.

Las figuras 14A y B son representaciones graficas de la concentracion de atacicept compuesto (definido como
complejo de atacicept libre + complejo atacicept-BLyS) frente al tiempo para la administraciéon subcutanea (Estudio
2). (A) Cohortes de dosis individuales; (B) Cohortes de dosis multiples. Se presentan los promedios + DE. Las dosis
multiples dosis se administraron en los dias 0y 21.

Las Figuras 15A, B, y C son perfiles resumen de inmunoglobulina en el Estudio 1 (administracién subcutanea) por
cohorte (% de la linea base, promedio + DE). (A) IgM; (B) IgA, (C) IgG. Estas figuras extienden los datos
presentados en la Figura 3A 'y 3B.

Las Figuras 16A, B, y C son perfiles resumen de inmunoglobulina en el Estudio 2 (administracion intravenosa) por
cohorte (% de la linea base, promedio + DE). (A) IgM; (B) IgA, (C) IgG. Estas figuras extienden los datos
presentados en la Figura 12.

Las fguras 17A, B, y C representan graficamente la relacion entre la dosis subcutanea de atacicept (Estudio 1) y la
respuesta de inmunoglobulina maxima observado (en % de disminucién desde el valor de la linea base). Las barras
representan el promedio + DE. (A) IgM; (B) IgA, (C) IgG.

Las figuras 18A, B, y C representan graficamente la relacion entre la dosis intravenosa de atacicept (Estudio 2) y la
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respuesta de inmunoglobulina maxima observada (en % de disminucién desde el valor de la linea base). Las barras
representan el promedio + DE. (A) IgM; (B) IgA, (C) IgG.

Las Figuras 19A y B muestran los perfiles de IgM (promedio + DE) en las mismas cohortes de dosis individuales de
los estudios por via subcutanea e intravenosa. (A) 3 mg/kg; (B) 9 mg/kg.

Las Figuras 20A y B muestran perfiles de complejo Atacicept:BLyS (promedio + DE) en las mismas cohortes de
dosis individuales de los estudios por via subcutanea e intravenosa. (A) 3 mg/kg; (B) 9 mg/kg.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0020] En diversas realizaciones, la presente invencion se refiere a procedimientos de tratamiento de una
enfermedad autoinmune en un paciente mediante la inhibicién de la interaccion de BlyS y/o APRIL con sus
receptores. El paciente puede ser un mamifero, por ejemplo un ser humano. En una realizacion, los procedimientos
utilizan un inhibidor que comprende: 1) un polipéptido que comprende un dominio que es al menos parcialmente
idéntico al dominio extracelular de TACI o un fragmento del mismo que se une a BLyS y/o APRIL; y 2) una cadena
constante de inmunoglobulina humana. En una realizacion, los procedimientos de la invencion utilizan una molécula
de fusion que comprende una cadena constante de inmunoglobulina humana y cualquier polipéptido con al menos
aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 65%, al menos
aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, al menos
aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95% o al menos
aproximadamente 99% de identidad de secuencia con el dominio extracelular de TACI. Las patentes de Estados
Unidos Nos. 5.969.102, 6.316.222 y 6.500.428 y las solicitudes de patente US 091569.245 y 091627,206
(ensefianzas de las cuales se incorporan en este documento en su totalidad por referencia) describen secuencias
para el dominio extracelular de TACI, asi como fragmentos especificos del dominio extracelular de TACI que
interaccionan con ligandos de TACI, incluyendo BlyS y APRIL. Un fragmento ilustrativo del dominio extracelular de
TACI comprende uno o dos motivos de repeticion de cisteina. Otro fragmento ilustrativo es un fragmento que
comprende los aminoacidos 30-110 del dominio extracelular de TACI o fragmentos del mismo. Sin embargo, otro
fragmento ilustrativo es un fragmento que comprende los aminoacidos 1-154 del dominio extracelular de TACI (SEQ
ID NO: 1) o fragmentos del mismo.

[0021] Otras moléculas de fusion Utiles para los procedimientos de la invencién incluyen: un polipéptido de fusion
entre una cadena constante de inmunoglobulina humana y el dominio extracelular de TACI completo o su ort6logo o
un polipéptido de fusién entre una cadena constante de inmunoglobulina humana y cualquier fragmento del dominio
extracelular de TACI que puede unirse a ligandos de BLyS y APRIL. Cualquiera de las moléculas de fusion utilizadas
en los procedimientos de la invencidn puede referirse como una molécula de fusién TACI-Ig.

[0022] TACI-Fc5 es una de las moléculas de fusién TACI-Ig Utiles para los procedimientos de la invencion. TACI-Fc5
es un polipéptido de fusion recombinante que comprende la porcién extracelular de union a ligando del receptor
TACI desde aproximadamente el aminoacido 1 a aproximadamente el aminoacido 154 (SEQ ID NO: 1) y la porcion
Fc modificada de la IgG humana, Fc5 (SEQ ID NO: 2). Otras moléculas TACI-Ig (tiles para los procedimientos de la
presente invencion incluyen una molécula de fusion que comprende el polipéptido con la SEQ ID NO: 2 y un
polipéptido que puede unirse a BlyS y que es al menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 60%, al
menos aproximadamente 65%, al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, al menos
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al menos
aproximadamente 95% o al menos aproximadamente 99% idéntica a SEQ ID NO: 1.

[0023] Las realizaciones de la presente invencion comprenden procedimientos de utilizacion de una molécula de
fusién TACI-Ig para el tratamiento de LES. Otras enfermedades autoinmunes que pueden ser tratadas con los
procedimientos de la invencién incluyen artritis reumatoide (RA), enfermedad de Graves, diabetes tipo | y tipo I,
esclerosis multiple, sindrome de Sjogren, esclerodermia, glomerulonefritis, rechazo de trasplantes, por ejemplo,
rechao de aloinjertos y xenoinjertos de érganos y tejidos, enfermedad de injerto contra huésped o cualquier otra
enfermedad autoinmune que puede tratarse mediante la disminucién de la cantidad de células B maduras
circulantes y células secretoras de inmunoglobulina e inmunoglobulinas solubles asociadas con tales enfermedades.

[0024] Las realizaciones comprenden también procedimientos de tratamiento mediante la administracion a un
paciente de una molécula de fusion que comprende un dominio constante de inmunoglobulina humana y un
polipéptido que comprende cualquier fragmento del dominio extracelular de TACI que se puede unir a BlyS y/o
APRIL.

[0025] Una molécula de fusion TACI-Ilg se puede administrar a un paciente de acuerdo con cualquier via de
administracion adecuada, incluyendo, pero sin limitarse a, via oral, intravenosa o subcutanea.

[0026] Las formulaciones TACI-Ig utiles para los procedimientos de la invencién pueden ser preparadas y
almacenadas como una solucion congelada, estéril, isotonica. Tales formulaciones pueden incluir otros principios
activos y excipientes, tales como, por ejemplo, cloruro de sodio, tampén fosfato e hidroxido de sodio o acido o-
fosférico (pH 6,0). Las formulaciones TACI-Ilg se pueden administrar a un paciente en combinacién con otros
medicamentos. Tales medicamentos incluyen, pero no se limitan a, los AINE (farmacos anti-inflamatorios no
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esteroideos) tanto de venta libre como aquellos que requieren una receta, tales como diclofenaco sédico, diflunisal
indometacina y nabumetona; antimalaricos, tales como sulfato de hidroxicloroquina y cloroquina; corticosteroides,
tales como prednisona, hidrocortisona y metilprednisolona; e inmunosupresores, tales como azatioprina,
ciclofosfamida, metotrexato, ciclosporina y micofenolato de mofetilo, e IglV, DHEA y talidomida.

[0027] Los procedimientos de la invencién se pueden usar en combinacién con otros procedimientos de tratamiento
de enfermedades autoinmunes. Dichos otros procedimientos de tratamiento incluyen, pero no se limitan a, cirugia,
acupuntura, terapia fisica y terapia génica. Las formulaciones TACI-lg pueden administrarse antes, simultaneamente
0 posteriormente a otros procedimientos de tratamiento.

[0028] Se ha demostrado que TACI-Fc5 inhibe la activacién por BLyS de la proliferacion de células B in vitro. El
tratamiento de ratones con TACI-Fc5 da lugar a un bloque parcial en el desarrollo de células B que tiene un efecto
minimo en precursores de células B en la médula ésea y otros linajes celulares, incluyendo células T de sangre
periférica, monocitos y neutrofilos. Los ratones transgénicos modificados para sobreexpresar una forma soluble del
receptor de TACI en la sangre producen menos células B maduras y muestran una reduccion de los niveles de
anticuerpos circulantes. Los ratones transgénicos con TACI-Fc5 tenian un ndmero normal de células en el timo,
médula 6sea y ganglios linfaticos mesentéricos. No hubo diferencias significativas en las poblaciones de células T en
el timo, ganglios linfaticos y el bazo. (. Gross et al Inmunidad 2001; 15 (2): 289-302.)

[0029] Ademas, TACI-Ig puede inhibir la produccion de anticuerpos especificos de antigeno en una respuesta
inmunitaria en ratones si se administra durante la respuesta primaria o la respuesta secundaria a un antigeno. En
estos estudios, no se observd ningun efecto sobre la respuesta de células T a una estimulaciéon antigénica ex
vivo. En un modelo animal de lupus eritematoso sistémico, el tratamiento con proteinas de fusién TACI-Ig era eficaz
para limitar el inicio y la progresién de la enfermedad. (Gross et al Nature 2000; 404: 995-999). Del mismo modo, en
un modelo de raton de artritis inducida por colageno, TACI-Ig fue capaz de inhibir el desarrollo de anticuerpos
especificos de colageno y reducir tanto la incidencia de la inflamacion como la tasa de aparicion de la
enfermedad. (Gross et al Immunity 2001; 15 (2): 289-302).

[0030] Una composicion que comprende una molécula de fusién TACI-Ilg se puede administrar a un paciente una
vez o0 se puede administrar a un paciente repetidamente durante un periodo de tiempo. Por ejemplo, un paciente
puede recibir una inyeccién subcutanea de las moléculas de TACI-Ig después de lo cual se puede controlar su
estado. A los pacientes que demuestran la mejora o al menos estabilizacién de su estado se pueden administrar una
molécula de fusion TACI-Ig repetidamente durante un periodo adicional de tiempo. El periodo de tiempo adicional
puede ser de aproximadamente 2 a aproximadamente 52 semanas. Por ejemplo, a un paciente se pueden
administrar tres dosis de molécula de fusion TACI-lg durante un intervalo de cuatro semanas. Alternativamente, a un
paciente se puede administrar siete dosis de una molécula de fusibn TACI-Ig durante un intervalo de doce
semanas. La administracion de moléculas de TACI-Ig a un paciente puede ser diaria, dos veces al dia, semanal,
quincenal, trisemanal, mensual, bimensual, etc.

[0031] Una molécula de fusién TACI-Ig se administra a un paciente en una cantidad que es eficaz para el
tratamiento de la afeccion del paciente. En una realizacion, el término "tratar" en relacion una enfermedad o trastorno
determinados, incluye, pero no se limita a, inhibir la enfermedad o trastorno, por ejemplo, detener el desarrollo de la
enfermedad o trastorno; aliviar la enfermedad o trastorno, por ejemplo, provocar la regresion de la enfermedad o
trastorno; o aliviar una afeccién causada por o como resultado de la enfermedad o trastorno, por ejemplo, aliviar,
prevenir o tratar los sintomas de la enfermedad o trastorno. En otra realizacion, la cantidad puede variar de
aproximadamente 0,01 mg por 1 kg de peso corporal del paciente a aproximadamente 20 mg por 1 kg de peso
corporal del paciente.

[0032] Una molécula de fusién TACI-Ig se puede suministrar en cualquier forma adecuada. En una realizacion, la
molécula se administra mediante inyeccidn peritoneal. En otra realizacion, la inyeccion peritoneal es a través de
inyeccion subcutanea. En otra realizacion, la inyeccidon peritoneal se administra en la pared abdominal
anterior. Cuando se requiere mas de una inyeccién para administrar una dosis, las inyecciones se pueden
administrar a unos pocos centimetros de distancia y relativamente cerca en el tiempo, por ejemplo tan cerca como
sea razonablemente posible. Para la administracion repetida del farmaco, el sitio de administraciéon en la pared
abdominal anterior se puede girar o alternar. La zonas de ejemplo para inyeccién subcutanea en la pared abdominal
anterior incluyen area externa superior derecha, area externa inferior izquierda, area externa inferior derecha, area
externa superior izquierda, area inferior mediana, asi como los muslos derecho e izquierdo y Ilos
brazos. Alternativamente, una molécula de fusion TACI-lg de la presente invencién puede suministrarse a través de
inyecciones intravenosas o por via oral en forma de comprimidos, comprimidos oblongos, composiciones liquidas o
geles, etc.

[0033] Las células B se cree actualmente que desempefian un papel importante en la patogénesis del LES a través
de mecanismos dependientes e independientes de anticuerpos. Ademas de la produccion de anticuerpos, las células
B citoquinas secretea numerosas citoquinas, actian como células presentadoras de antigeno y sirven una variedad
de funciones efectoras. Por lo tanto, las células B han surgido como dianas racionales para el desarrollo de
farmacos en el LES (Browning JL, Nat Rev Drug Discov 2006; 5: 564-76).
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[0034] Se han propuesto varias estrategias dirigidas a células B como posibles tratamientos para LES. Algunas de
estas estrategias estan disefiadas para eliminar las células B a través del uso de anticuerpos monoclonales dirigidos
por células B (mAb) (Leandro MJ, Edwards JC, Cambridge Gl Ehrenstein MR, Isenberg DA. Arthritis Rheum
2002;46:2673-3; Looney RJ, Anolik JH, Campbell D1 Felgar RE, Young F, Arend LJ, et al., Arthritis Rheum
2004;50:2580-9; Leandro MJ, Cambridge G, Edwards JC, Ehrenstein MR, lIsenberg DA., Rheumatology
2005;44:1542-5; Dorner T, Kaufman J, Wegener WA, Teoh N, Goldenberg DM, Burmester GR., Arthritis Res Ther
2006;8:R74). Aunque otras interfieren con la estimulacion de células B (Baker KP, Edwards BM, Main SH, Choi GH,
Wager RE, Halpern WG, et al. Arthritis Rheum 2003;48:3253-65; Wallace DJ, Lisse J, Stohl W, McKay J, Boling El
Merrill JT, et al., American College of Rheumatology Annual Scientific Meeting, 2006; Gross JA, Dillon SR, Mudri S,
Johnston J, Littau A, Roque R, et al., Immunity 2001; 15:289-302) o buscan reconocer selectivamente las células B
productoras de autoanticuerpos (Alarcon-Segovia D, Tumlin JA, Furie RA, McKay JD, Cardiel, MH, Strand V, et al.,
Arthritis Rheum 2003;48:442-54; Luger D, Dayan M, Zinger H, Liu JP, Mozes E. J Clin Immunol 2004;24:579-90;
Mauermann N, Sthoeger Z, Zinger H, Mozes E., Clin Exp Immunol 2004;137:513-20).

[0035] Los intentos por inhibir la estimulacién de células B se han centrado principalmente en las interacciones
receptor-ligando que implican moléculas llamadas estimulador de linfocitos B (BLyS) y un ligando inductor de la
proliferacién (APRIL). BLyS y APRIL son miembros de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF) de citoquinas
gue son criticas para la supervivencia de las células B y el desarrollo después de la salida de la médula 6sea. BLyS
y APRIL se unen a receptores comunes y distintos. Ambas moléculas se unen a activador transmembrana y ligando
de interaccion de ciclofilina modulador de calcio (CAML) (TACI) y el antigeno de maduracion de células B (BCMA),
mientras que BLyS también se une al factor activador de células B que pertenece al receptor de la familia de TNF
(BAFF-R) y APRIL interactda con proteoglicanos.

[0036] La evidencia creciente en modelos animales y en los seres humanos apoya un papel importante para BLyS y
APRIL en el desarrollo de las enfermedades autoinmunes. Los ratones transgénicos que sobreexpresan BLyS
muestran una expansion de células B e hipergammaglobulinemia policlonal (Gross JA, Johnston J, Mudri S,
Enselman R, Dillon S, Madden K, et al., Nature 2000: 404: 995-9; Mackay F, Woodcock SA , Lawton P, Ambrose C,
Baetscher M, Schneider P, et al, J Exp Med 1999; 190: 1697-710; Khare SD, Sarosi I, Xia XZ, McCabe S, Miner K,
Solovyev |, et al, Proc Natl Acad Sci 2000; 97: 3370-5). Algunos de estos ratones desarrollan un fenotipo similar al
lupus que consiste en anticuerpos anti-ADN de doble cadena (dsDNA), la deposicidon de inmunoglobulinas en los
rifones y el desarrollo acelerado de la enfermedad glomerular y los niveles de BLyS se encuentran elevados en
ratones NZBINZW F1 (BIW) y MRL-Ipr/lpr propensos a lupus (Stohl W, Xu D, Kim KS, Koss MN, Jorgensen TN,
Deocharan B, et al, Arthritis Rheum 2005; 52: 2080-91). Los estudios en humanos también sugieren un papel de
BLyS y APRIL en las enfermedades autoinmunes sistémicas. Los pacientes con SLE tienen niveles séricos
aumentados de BLyS que se correlacionan positivamente con los niveles de anticuerpos anti-dsDNA (Zhang J,
Roschke V, Baker K, Wang Z, Alarcon GS, Fessler BJ, et al, JImmunol 2001,166: 6-10. ; Cheema GS, Roschke V,
Hilbert DM, Stohl W., Arthritis Rheum 2001; 44: 1313-1319; Stohl W, Metyas S, Tan SM, Cheema GS, Oamar B, Xu
D, et al, Arthritis Rheum 2003;. 48: 3475-86). Los niveles séricos de APRIL son elevados en pacientes con LES en
comparacion con los individuos sanos y en pacientes con artritis reumatoide (Koyama T, Tsukamoto H, Miyagi Y,
Himeji D, Otsuka J, Miyagawa H, et al Ann Rheum Dis 2005; 64: 1065- 7). BLyS y APRIL se han detectado en el
fluido sinovial de pacientes con artritis inflamatoria (Tan SM, Xu D, Roschke V, Perry JW, Arkfeld DG, Ehresmann
GR, et al, Arthritis Rheum 2003; 48: 982-92). Estas observaciones convincentes en ratones y seres humanos han
dado lugar al desarrollo de varios antagonistas de BLyS.Uno de estos agentes es una proteina de fusién
recombinante que comprende el dominio extracelular del receptor TACI unido a un dominio Fc de IgGl humana
(atacicept, anteriormente denominado TACI-Ig). El Atacicept bloguea la estimulacion de células B por BLyS y
APRIL. Varias lineas de investigacion proporcionan apoyo a la expectativa de que atacicept tendra efectos potentes
in vivo. En primer lugar, los ratones transgénicos que expresan atacicept tienen pocas células B maduras y las
concentraciones de inmunoglobulinas reducidas y el tratamiento con atacicept retrasa el inicio y reduce la gravedad
de la artritis en un modelo de ratén de artritis inducida por colageno. La produccién de anticuerpos anti-colageno
también se suprime (Gross JA, Dillon SR, Mudri S, Johnston J, Littau A, Roque R, et al., Supra). En tercer lugar, el
tratamiento de ratones hembra B/W propensos a lupus con atacicept retrasa el desarrollo de proteinuria y aumenta
la supervivencia (Gross JA, Johnston J, Mudri S, Enselman R, Dillon S, Madden K, et al., Supra). Finalmente, en una
comparacion directa de la eficacia de atacicept murino y BAFF-R-Ig (un inhibidor solo de BLyS) en ratones BIW
hembra propensos a lupus, solamente atacicept redujo los niveles séricos de IgM, disminuy6 la frecuencia de células
plasmaticas en el bazo e inhibio la respuesta de IgM a un antigeno dependiente de las células T, lo que sugiere un
papel para APRIL en estos procesos (Ramanujam M, Wang X, Huang W, Liu Z, Schiffer L, Tao H, et al., J Clin
Invest. 2006; 116: 724-34). A la luz de estos datos preclinicos alentadores, los presentes solicitantes examinaron el
efecto biolégico, la farmacocinética, la farmacodinamica y la seguridad de Atacicept en ensayos clinicos en
pacientes con LES.

[0037] En los ensayos en fase | exploratorios descritos en los Ejemplos 1 y 2 a continuacion, atacicept fue bien
tolerado a nivel local y sistémicamente en pacientes con LES. Se han observado claros signos de actividad bioldgica
de Atacicept en esta indicacion prospectiva, muy en linea con su mecanismo de accion (MOA).
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[0038] De acuerdo con los conceptos actuales en relacién con el mecanismo de accion (MOA) para atacicept y sin
estar ligado por la teoria, la inhibicion de BLyS y APRIL da lugar a efectos sobre las células B, incluyendo la
secrecion de anticuerpos no especificos y especificos, que en Ultima instancia afectan a diversos biomarcadores
relacionados con LES y marcadores de eficacia clinica. Como es tipico para los estudios de fase I, la atencion en el
andlisis actual se centra en las primeras etapas de la cascada de MoA y especificamente sobre las respuestas que
comienzan con los biomarcadores tempranos de la inhibicion de BLyS y APRIL (tal como el complejo atacicept-
BLyS), y efectos bioldgicos (tales como los niveles de Ig).

[0039] Atacicept mostré PK multi-fasica, no lineal, caracterizada por un aumento de mas de un incremento
proporcional a la dosis en la exposicidn a farmaco libre y un aumento saturado (menos que proporcional a la dosis)
en la exposicidon a complejo atacicept-BLyS. Este tipo de comportamiento se espera y se ha descrito en pacientes
con RA. Es compatible con la hipétesis de que la PK de atacicept estd mediada por sus ligandos. En general, la PK
de atacicept, aunque no lineal, era consistente y predecible a través de las dosis, entre las dosis individuales y
multiples. Los tres marcadores de PK de Atacicept se comportan de manera muy similar en los pacientes con LES y
RA, lo que indica que el tipo de enfermedad autoinmune no es un determinante importante de la PK de Atacicept.

[0040] La acumulacién continua de complejo Atacicept-BLyS con administracion de dosis mdltiples (hasta cuatro
dosis semanales para las cohortes 5 y 6, Estudio 1), junto con la acumulacion minima de atacicept libre,
proporcionan evidencias de la presencia de considerable carga inicial de BLyS y APRIL libres solubles, tanto
sistémicamente como en la periferia. Los elevados niveles de BLyS de la linea base medidos en estos estudios (en
comparacioén con sujetos normales de la literatura) hablan a favor de esta hipotesis.

[0041] También es muy probable que, una vez que el equilibrio antes de la dosis existente entre los ligandos
solubles y sus receptores se interrumpe mediante la administracion de atacicept, se inician los procesos de
redistribucién cinética de complejos entre el sistema de circulacion de la sangre, el sistema linfatico y los
compartimentos periféricos. Esta redistribucion implica tanto el farmaco y sus ligandos y, dado el tamafio de las
moléculas implicadas, es probable que tome al menos varias semanas hasta que se establezca un nuevo equilibrio.

[0042] Por otra parte, la acumulacion de complejo prolongado puede implicar importantes tasas de generacion
enddgena de los ligandos libres (de nuevo tanto en la circulacion de la sangre como en los tejidos periféricos). Los
datos publicados con respecto a la tasa de aumento de BLyS en suero después de la administracion de rituximab
(Cambridge et al, Arthritis Rheum 2006; 54: 723-732) parecen proporcionar evidencia adicional de que la produccion
de BLyS enddgena desempefia un papel importante en la inhibicién de BLyS y deben ser considerados. El tiempo
para alcanzar el estado de equilibrio (mas alla de un mes de dosificacion semanal) apoya esas hipoétesis.

[0043] La cinética saturable de atacicept se observd primero y describi6 con dosis de Atacicept individuales
aplicadas a voluntarios sanos y pacientes con RA en estudios de fase | previos e indica que la inhibicién de BLyS (y
APRIL) es saturable, es decir, el aumento de la exposicion a atacicept mas alla del punto de saturacion lograria
rendimientos decrecientes en términos de unién a BLyS (y finalmente APRIL). Este fendmeno se debe considerar y
explotar a la hora de seleccionar los regimenes de dosificacién terapéuticas.

[0044] Debe enfatizarse que la saturacion adecuada de la inhibicién d eBLyS (y APRIL) necesita que se mantenga
en el tiempo, y se debe lograr por un patron de exposicion a atacicept apropiado en el tiempo. Esto Ultimo requerira
un equilibrio dinamico entre los complejos procesos y ampliamente no caracterizados de la generacion y
redistribucién de BLyS y APRIL endbégenos y el perfil cinético creado de atacicept. Dicho equilibrio sélo puede
conseguirse por un disefio apropiado del régimen de dosificacion, no sélo en términos de niveles de dosis, sino
también de la frecuencia de dosificacion.

[0045] Una relacion bien definida entre dosis acumulativa de atacicept y la respuesta de anticuerpos Ig se ha
establecido por procedimientos no compartimentales; dicha relacion se detecté primero con dosis de Atacicept
individuales en voluntarios sanos y con dosis Unicas y multiples de Atacicept en pacientes con RA. En los estudios
actuales, los tres marcadores de Ig monitorizados mostraron disminuciones rapidas después de la primera dosis de
atacicept. Después de cuatro dosis semanales, los tres biomarcadores de la respuesta de anticuerpos disminuyeron
gradualmente y constantemente hacia el estado estacionario aparentemente sin llegar al mismo durante el periodo
de dosificacion.

[0046] La observacion de que la frecuencia de dosificacion parece jugar un papel al menos tan importante como el
nivel de dosis en la respuesta de los tres biomarcadores, primero realizada en el estudio con RA se confirma con los
datos de LES después de la administracién subcutanea (Estudio 1). En general, los biomarcadores se comportan de
manera muy similar a niveles de dosis similares, tanto en la poblaciéon con LES como con RA, subrayando la raiz
comun en el MoA de ambas indicaciones sobre la base de la inhibicion de BLyA (y APRIL).

[0047] Otro dato interesante surge de la comparacion de la PK y los resultados de actividad bioldgica entre los dos
estudios. Aungue ninguno de ellos ha sido disefiado para hacer frente a la cuestion de disponibilidad subcutanea,
una comparacion de las areas parciales y totales bajo las curvas de concentracion - tiempo (AUC) de atacicept libre
y compuesto después de las dosis subcutanea e intravenosa similares (cohorte 3, Estudio 1 frente cohorte 1 Estudio
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2, y cohorte 4, Estudio 1 frente a cohorte 2, Estudio 2) permite la derivacion de una estimacién aproximada de la
biodisponibilidad "promedio”. De las Tablas 2ab y 3ab estas estimaciones son de aproximadamente 35-40% tanto
para el farmaco libre como compuesto - un nimero que no esta fuera de las cifras aproximadas para las moléculas
con pesos moleculares grandes (Porter y Charman, J Pharm Sci 2000; 89: 297 -310).

[0048] Sin embargo, la inspeccién de los marcadores de actividad bioldgica revela que dosis similares producen una
actividad biolégica similar independientemente de la via de administracién, tal como se ilustra para la IgM en la
figura 19. A primera vista, la observacién de que exposiciones sistémicas 2,5 - 3 veces diferentes al farmaco pueden
dar lugar a efectos biologicos similares contradice los paradigmas establecidos; en el caso de Atacicept, sin
embargo, este fenémeno puede estar bien fundado.

[0049] La comprension actual de la absorcion de grandes moléculas de proteinas después de la administracion
subcutanea afirma que las proteinas drenan desde el sitio de inyeccion en la linfa periférica y los capilares
sanguineos y la absorcién en los vasos linfaticos aumenta con el tamafio molecular. Para farmacos con PM acordes
con el de atacicept se puede esperar que el 70 - 80% de la dosis subcutanea podria ir primero a la linfa
periférica. Sin embargo, la circulacion de la sangre y los sistemas linfaticos estan tan estrechamente
interrelacionados y conectados, que el intercambio de masa entre la sangre y los compartimentos de los ganglios
debe ser bastante rapido y sin obstaculos, incluso para moléculas grandes. Este Ultimo se confirma en el caso de
atacicept mediante el equilibrio comparativamente rapido (para un PM de 73,4 KDa) de los perfiles de PK
intravenosa y subcutanea.

[0050] Estas consideraciones conducen a al menos dos posibles explicaciones, relacionadas, y por lo tanto de
ninguna manera excluyentes mutuamente, del fenémeno observado. La explicacién "cinético” plantea la hipétesis de
que incluso con la administracion subcutanea, se transfiere la cantidad suficiente de farmaco en la circulacion de la
sangre para asegurar la inhibicion adecuada de BLyS y de este modo para iniciar la cascada de MoA en el
compartimento central. Es bien sabido que muchos efectos bioldgicos se retrasan con respecto a la cinética del
farmaco subyacente. Aunque en el caso del atacicept el retraso de PD no es excesivo (como se evidencia por la
disminucion rapida en los marcadores de Ig después de la primera dosis), parece ser suficiente para hacer que el
retraso de PK causada por la absorcién sea casi irrelevante. Esta hipotesis estda apoyada por perfiles de complejo
atacicept:BLyS casi idénticos en las mismas cohortes de dosis individuales de los estudios por via subcutanea e
intravenosa (Figura 20), donde la similitud se observa especialmente en los primeros 7 dias después de la
administracion.

[0051] La explicacion "farmacodinamica” es que tanto la circulacién de la sangre como los sistemas linfaticos son
"sitios de accion” para la inhibicion de BLyS (y APRIL) y por tanto representa dianas para atacicept. Con la via de
administracion intravenosa, el fArmaco se inyecta primero en el flujo de sangre, y desde alli se distribuye a la linfa 'y
otros tejidos periféricos (diana y no diana). Con la via de administracion subcutanea, el farmaco primero drena en el
compartimento linfatico y la corriente sanguinea en paralelo, y de ésta se distribuye a los otros tejidos periféricos
(diana y no diana). En ambos casos la penetracion del farmaco en ambos sitios de accién es inmediata y rapida y da
lugar a perfiles de actividad biolégica similares en cada uno de ellos.

[0052] Este caso interesante apoya la hipétesis de que la aplicacibn mecanica del paradigma que dicta que la
evaluacion de la exposicion a farmacos de proteinas administradas por via subcutanea se debe hacer a través del
parametro biodisponibilidad sistémico o "suero" puede ser inadecuado o incompleto, como mucho. La regla de
"cuanto mayor es la biodisponibilidad sistémica, mayor es el efecto” puede tener excepciones importantes en esta
clase de farmacos.

[0053] Esto ultimo tiene importantes implicaciones préacticas relacionadas con el desarrollo del régimen terapéutico
con Atacicept. Se hace evidente que la via intravenosa puede ser sélo un vehiculo de administracién de dosis
mayores del farmaco al paciente si son necesarias, dado que la magnitud de una dosis subcutanea puede estar
limitada por el volumen de inyeccion y la concentracion de la solucién de dosificacion.

[0054] La buena tolerabilidad, actividad biolégica marcada del tratamiento con Atacicept en linea con su MoA, y las
otras tendencias positivas observadas en los dos estudios de fase | de LES constituyen la justificacion de una mayor
investigacion del farmaco en pacientes con LES. De acuerdo con el paradigma de la ciencia del desarrollo de
farmacos modernos en cada etapa, la nueva informacion generada debe ser afiadida a la ya existente, mientras que
la base de conocimiento sobre los farmacos se actualiza, amplia y mejora para ser utilizada posteriormente para el
disefio informado del siguiente paso en un tipico ciclo de “aprender y confirmar”. De acuerdo a ese paradigma, se
elige observar y analizar una multitud de exposicion (atacicept libre y compuesto), unidn especifica(complejo
atacicept-BLyS), la actividad biolégica (recuentos de Igs y células del sistema inmunoldgico), y ciertos marcadores
relacionados con la enfermedad (anticuerpos anti-dsDNA) en los dos primeros estudios con un disefio muy complejo
(secuencial, escalada de dosis). El andlisis de la gran cantidad de datos generados de una manera rigurosa y la
extraccion de la informacion que contienen, permitira definir los rangos de dosis y regimenes para los ensayos
adicionales que seran necesarios para caracterizar el perfil de seguridad de Atacicept y para mejorar la comprension
de su MoA, confirmar indicaciones iniciales de eficacia clinica, y definir su uso clinico 6ptimo.
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Ejemplo 1 - Administracién subcutanea de Atacicept

[0055] Esta prueba de fase Ib, doble ciego, escalada de dosis con placebo controlado comprendia seis cohortes (n =
8 cada uno, excepto para la Cohorte 5, n = '7) de los pacientes tratados con atacicept o placebo en una relacién
3:1. Las cohortes 1-4 recibieron una dosis subcutanea individual de placebo, 0 0,3, 1, 3, 0 9 mg/kg de atacicept. Las
cohortes 5 y 6 recibieron cuatro dosis semanales de placebo, o 1 0 3 mg/kg de atacicept (véase la Tabla 1). Los
pacientes fueron seguidos durante 6 (cohortes 1-4) o 9 (cohortes 5 y 6) semanas. Las medidas resultantes fueron: (i)
la tolerabilidad sistémica y local de Atacicept; (ii) frecuencia de eventos adversos (AEs); (lii) farmacocinética y
farmacodinamica de atacicept, incluyendo efectos sobre subpoblaciones de linfocitos y los niveles de Ig; y (iv) las
medidas de la actividad del LES.

[0056] Se inscribieron los pacientes con LES leve a moderada. La actividad biolégica de atacicept se demostro
mediante reducciones dependientes de la dosis en los niveles de inmunoglobulina y en las células B maduras y
totales. Este efecto fue mas pronunciado en las cohortes de dosis de repeticion y se mantuvo durante todo el
periodo de seguimiento. No hubo cambios en el nimero de células T, células asesinas naturales, o0 monocitos. Se
produjeron reacciones secundarias leves en el lugar de administracién con mas frecuencia entre el grupo de
Atacicept que el grupo placebo. No hubo diferencias en la frecuencia o el tipo de eventos adversos y eventos
adversos no graves o0 graves en pacientes tratados con Atacicept.

[0057] La farmacocinética se evalu6 mediante la medicion de los niveles séricos de atacicept libre (Tabla 2a),
complejo atacicept/BLyS (Tabla 3a), y atacicept compuesto (definido como atacicept libre + complejo atacicept-
BLyS, Tabla 4a). Los niveles séricos de cada uno de éstos se cuantificaron usando un ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzimas. El suero se incub6 con un mAb de ratén conjugado con biotina especifico para atacicept
(deteccion de atacicept libre o total) (ZymoGenetics, Inc., Seattle, WA) o anticuerpos policlonales de cabra
conjugados con biotina especificos para cualquiera de BLyS o atacicept (deteccion de complejo de atacicept/BLyS)
(R & D Systems, Minneapolis, MN), inmovilizados sobre una microplaca recubierta con estreptavidina (Adaltis,
Montreal, Quebec). Los anticuerpos se incubaron junto con muestras de pacientes, patrones o muestras de control
diluidos 1:10 durante 1 hora. Después del lavado, un mAb de raton especifico de atacicept conjugado con
peroxidasa de rabano picante (HRP) (para medir atacicept libre o complejo atacicept-BLyS) o en el caso de ELISA
compuesto, se afladen mAbs contra atacicept y BLyS (ZymoGenetics, Inc.) y se incuban a temperatura ambiente
durante 1 hora. En los tres ensayos, se detectaron niveles séricos de Atacicept y se cuantificaron utilizando
procedimientos de quimioluminiscencia estandar, es decir, después del lavado se afiadio tetrametilbenzidina (TMB)
como sustrato de HRP (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). La reaccion se detuvo después de 20 minutos usando acido
sulfdrico 0,5 M y la absorbancia se registr6 a 450 nm. La concentracion de analito de una muestra de paciente se
volvié a calcular utilizando la curva estandar aplicando un algoritmo polinomial de segundo orden de ajuste. Todas
las muestras se midieron por triplicado. Se aceptaron los criterios de rendimiento de ensayo de una precision de
<15% de coeficiente de variacion (CV) para las muestras estandar y <20% para muestras de pacientes. Los limites
inferiores de cuantificacion (LLOQ) de los ensayos fueron 15,6 ng/ml para atacicept libre, 5 U/ml para complejo
atacicept-BLyS (1 U/ml correspondiente a 1,82 ng/ml atacicept-0,44 ng BLyS/ml en una relacion molar 3:1), y 25
ng/ml para los analitos compuestos. Las recuperaciones maximas promedio para probar la exactitud para
concentraciones bajas, medias y altas de analito en muestras de pacientes con RA correspondieron a tasas de
recuperacion de 82,5 a 97,0%, 93,9% y 102,0 a 125,8% en los tres ensayos, respectivamente. Los marcadores
séricos de PK se muestrearon de la siguiente manera: (i) para la dosis individual Cohortes 1-4 - en la linea base y a
las 4, 8, 12 horas en el dia de la administracion y a partir de entonces en los dias de estudio 2, 3, 4, 8, 15, 22, 29,y
43; (ii) para los brazos de dosis multiples en las cohortes 5y 6 - en la linea base y después de eso en los dias de
estudio 8, 15, 22, 29, 36, 43, 64. En todas las cohortes, las muestras de PK en los dias de dosificacion se
especificaron nominalmente como puntos minimos.

[0058] Se midieron concentraciones de BLyS no unido en suero al inicio del estudio. BLyS se midié por ELISA. Se
incubaron mAbs biotinilados especificos para BLyS junto con muestras de pacientes, patrones o muestras de control
(diluidas 1:10) durante 1 hora en microplacas precubiertas con estreptavidina. Después del lavado, se incubaron
mAbss anti-BLyS de ratén conjugados a HRP a temperatura ambiente durante 1 hora. Después del lavado, se
afadi6 TMB como sustrato de HRP. La reaccion se detuvo después de 20 minutos usando acido sulfdrico 0,5 My la
absorbancia se registré6 a 450 nm. La concentracion de analito de una muestra de paciente se volvié a calcular
utilizando la curva estandar aplicando un algoritmo polinomial de segundo orden de ajuste. Todas las muestras se
midieron por triplicado. Los criterios de rendimiento del ensayo de una precision de <20% CV fue una medida
aceptada en muestras de pacientes. EI LLOQ fue 1,56 ng BLyS/ml en suero. Las recuperaciones promedio maximas
de baja, media y alta concentracion de analitos en muestras de pacientes con RA correspondieron a tasas de
recuperacion de 101-113%.

[0059] Se evalud la farmacodinamica mediante la medicion de los niveles séricos de inmunoglobulinas (IgG, IgM,
IgA), complemento-3 (C3), y los anticuerpos anti-nucleares (ANA), y mediante la realizacion de analisis de citometria
de flujo de subconjuntos de linfocitos. Las inmunoglobulinas y C3 se midieron utilizando procedimientos
estandar. Los ANA se midieron utilizando el sistema de ensayo de multiples analitos Athena ANA (Zeus Scientific
Inc, Raritan, NJ, EE.UU.). IgG, IgM e IgA se evaluaron en la sangre como marcadores de actividad biologica. Los
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biomarcadores se midieron al inicio del estudio y a las 8 horas en el dia de la administracién (cohortes 1-4
solamente), y a partir de entonces en los Dias de Estudio 8, 15, 22, 29, 36, 43, y 64.

[0060] Se evalu6 un panel de tipos de células mononucleares de sangre periférica (subgrupos de células By T,
células asesinas naturales y monocitos [NK]) en muestras de sangre periférica tefiidas con anticuerpos usando
citometria de flujo de cuatro colores. El andlisis incluyd: células T totales (CD45+, CD3+), células T cooperadoras
(CD45+, CD3+, CB4+, CD8-), células T citotoxicas/supresoras (CD45+, CD3+, CD4-, CD8+), células B totales (CDI
9+), células B maduras (CDI9+, IgD+, CD27), monocitos (CD45+, CD3-, CD14+, CD56-), y células NK (CD45+, CD3-
, CD14-, CD56+). Una organizacion de investigacion por contrato (Esoterix, Groningen, Paises Bajos) llevo a cabo el
procesamiento de la muestra de sangre, la tincion de anticuerpos y la adquisicion, analisis y control de calidad de los
datos. Se realiz6 un andlisis posterior y de control de calidad sobre los subgrupos de células B. Para los subgrupos
de células B, la puerta de andlisis se amplié para incluir los linfocitos pequefios y grandes, siendo este Ultimo grupo
similar en tamafio a los monocitos.

[0061] EI historial clinico se recogio a la inclusion y se realiz6 un examen fisico sobre una base semanal. Se
realizaron perfiles hematolégicos y de quimica sérica sobre una base semanal y se evaluaron utilizando los criterios
de toxicidad comudn del Instituto Nacional del Cancer.Las muestras de sangre para las evaluaciones
farmacocinéticas se recogieron sobre una base semanal para las cohortes de dosis repetidas y en el Dia 1 a las
horas 4 y 8, Dias 2, 3, 4 y 8 sobre una base semanal a partir de entonces para las cohortes de dosis individual. Las
muestras de sangre para las evaluaciones farmacodinamicas se extrajeron en una base semanal en las cohortes de
dosis de repeticién y en los Dias 2, 3, 8, y a continuaciéon sobre una base semanal en las cohortes de dosis
individual.

[0062] Se realiz6 un electrocardiograma después de D4 sobre una base bisemanal en las cohortes de dosis
individual y sobre una base semanal en pacientes que recibieron dosis repetidas del farmaco del estudio.

[0063] Aunque el estudio no fue disefiado para determinar el impacto del tratamiento sobre la actividad de la
enfermedad, se obtuvieron las siguientes mediciones de la actividad de la enfermedad para proporcionar datos
preliminares de eficacia. Se determinaron las puntuaciones SELENA SLEDAI en la linea base y en los dias 29 y 43
(cohortes 1-4) y en los dias 22 y 64 (cohortes 5 y 6). El anticuerpo anti-dsDNA y los niveles de C3 se midieron en la
linea base y en los dias 15, 29, y 43 (cohortes 1-4), y en los dias 15, 22, 29,43, y 64 (cohortes 5y 6).

[0064] Los procedimientos de andlisis de datos incluyeron someter los perfiles de concentracion-tiempo a analisis no
compartimental (NCA,; software WinNonLin, version 5.0.1). Todas las mediciones por debajo del LLOQ se ignoraron
para el NCA. Los datos de biomarcadores (IgM, IgG o IgA) se convirtieron en un formato de “cambio desde la linea
base” y a continuacion, los perfiles de biomarcadores individuales-tiempo se sometieron también a NCA. Las
medidas resultantes derivadas de NCA para la exposicion (PK) y la respuesta se analizaron posteriormente juntas
para explorar las relaciones exposicién-respuesta existentes.

[0065] Se demostré la evidencia de farmacocinética no lineal, de acuerdo con la farmacocinética de unién saturable
de interacciones ligando-receptor (figuras 1y 2). Los perfiles de concentracién-tiempo de Atacicept libre y compuesto
muestran una farmacocinética multifasica con absorcién bastante rapida, Tmax aproximadamente 24 horas después
de la primera dosis, y una fase de distribucién inicial que dura 7-14 dias. Se observé una baja acumulacion de
Atacicept libre en la cohorte de dosis de repeticion; la acumulaciéon de atacicept compuesto era marginalmente
superior y se encontré que el complejo Atacicept-BlyS se acumulaba a lo largo del periodo de dosificacion.

[0066] EI tratamiento con atacicept se asocié con un aumento inicial transitorio en células B maduras y totales,
seguido de una reduccion sostenida, relacionada con la dosis (Figura 3B). En la dosis individual de los grupos de 3
mg/kg y 9 mg/kg y en los grupos de dosis repetidas, se observé una reduccion de la linea base de aproximadamente
35% en las células B maduras en el Dia 29. En los grupos de dosis individual, esta reducciéon se mantuvo hasta el
dia 43; en los grupos de dosis de repeticion, se observd una reduccion de aproximadamente 60% en el dia 43 y se
mantuvo en 45-60% a lo largo de la ultima evaluacién en el dia 64. Los patrones observados para células B totales
fueron similares a los de las células B maduras. En el grupo de dosis individual de 3 mg/kg, se observé una
reduccion de la linea base de aproximadamente 30% en células B totales en el dia 29, que se mantuvo hasta el Dia
43. En los grupos de dosis de repeticion, se observaron reducciones de aproximadamente 40-50 % en el dia 43 y se
mantuvieron a 35-60% a lo largo de la Ultima evaluacion en el dia 64 (Figura 3B). No hubo cambios significativos en
el nimero de células T totales, cooperativas o citotoxicas, células NK, o monocitos.

[0067] Se observaron reducciones dependientes de la dosis en los niveles de inmunoglobulinas en los pacientes
tratados con Atacicept (Figura 3A y figura 3B, véase también la Tabla 5a). Este efecto fue mas notable en los grupos
de dosis de repeticion. Los niveles de IgM mostraron los mayores descensos con tratamiento, alcanzando casi el
50% en el dia 43 en el grupo de dosis de repeticion de 3 mg/kg. Los niveles de IgA disminuyeron en
aproximadamente un 33% en el grupo de dosis de repeticion de 3 mg/kg en el dia 29, y los niveles de IgG
disminuyeron en aproximadamente un 16% en el grupo de dosis de repeticion de 3 mg/kg en el Dia 36. Los puntos
mas bajos se produjeron entre los dias 15 y 29 en las cohortes de dosis individual y entre los dias 29 y 43 en las
cohortes de dosis de repeticion.
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[0068] A partir de entonces, los valores comenzaron a volver hacia la linea base. Los dltimos valores observados
fueron de aproximadamente 5-30% por debajo de la linea base en las cohortes de dosis individual (con la excepcion
del grupo de 0,3 mg/kg donde los valores de IgM estaban por encima de la linea base) y 8-65% por debajo de la
linea base en las cohortes de dosis de repeticion.

[0069] Estos resultados indican que la administracion mas frecuente de dosis mas pequefas de atacicept producen
mejor actividad biolégica que una dosificacidn menos frecuente con dosis mas altas (Figura 7 y Figura 8).

Ejemplo 2 - administracién intravenosa de Atacicept

[0070] Esta prueba de fase Ib, doble ciego, escalada de dosis con placebo controlado comprendia cuatro cohortes (n
= 6 cada uno) de los pacientes tratados por via intravenosa con atacicept o placebo en una proporcion 3:1. Las
cohortes 1-3 recibieron una dosis individual de placebo, 3, 9, o 18 mg/kg de atacicept. La cohorte 4 recibioé dos dosis
de placebo o0 9 mg/kg de atacicept, la segunda dosis a las tres semanas después de la dosis inicial (véase la Tabla
1). Las medidas del resultado incluyeron: (i) la tolerabilidad sistémica y local de atacicept intravenosa; (ii) frecuencia
de eventos adversos (AESs); (iii) la farmacocinética y la farmacodinamica de atacicept intravenosa, incluyendo los
efectos sobre subpoblaciones de linfocitos y los niveles de Ig;y (iv) las medidas de la actividad del LES. Se
evaluaron sujetos durante un periodo de 6 semanas (cohortes 1-3) 0 9 semanas (cohorte 4); los sujetos de las
cohortes 3 y 4 volvieron en los dias de estudio 84 y 120 para PK y toma de muestras de biomarcadores. Los
marcadores séricos de PK se muestrearon de la siguiente manera: (i) para la dosis individual Cohortes 1-3 — en la
linea base y a las 0,25, 0,5, 4 horas en el dia de la administracion y después de eso en los dias de estudio 2, 3, 4, 8,
15, 22, 29, y 43; (ii) para la cohorte 4 de dosis multiple — en la linea base y a las 0,25, 0,5, 4 horas en el dia de la
primera administracion y a partir de entonces en los dias de estudio 8, 22, 22 (antes de la segunda dosis y 0,25y 0,5
h después de la segunda dosis), 29, 36, 43, 64. Las cohortes 3 y 4 tienen mediciones de PK en los dias de estudio
85 y 120. En todas las cohortes, las muestras de PK en los dias de dosificacion se especificaron nominalmente
como puntos minimos. Las concentraciones de BLyS no unido se midieron en suero al inicio del estudio (linea
base). Se evaluaron IgG, IgM e IgA en la sangre como marcadores de actividad biol6gica. Los biomarcadores se
midieron en la linea base, y después en los dias de estudio 2, 3, 4, 8, 15 (cohortes 1-3 solamente), 22, 29, 36, 43,y
64 (Cohorte 4 solamente). Las cohortes 3 y 4 tienen también medidas de Ig en los dias de estudio 85 y 120.

[0071] Como con el Ejemplo 1, se inscribieron los pacientes con LES de leve a moderada y la farmacocinética se
evalué mediante la medicion de los niveles séricos de atacicept libre (Tabla 2b), complejo atacicept/BLyS (Tabla 3b),
y atacicept compuesto (definido como atacicept libre + complejo atacicept-BLyS, Tabla 4b)). La actividad biolégica
de atacicept se demostré6 mediante reducciones dependientes de la dosis en los niveles de inmunoglobulina y en las
células B maduras y total (véase la Figura 11, véase también la Figura 5b). Este efecto fue méas pronunciado en la
cohorte de dosis de repeticion y se mantuvo durante todo el periodo de seguimiento. No hubo cambios en el niUmero
de células T, células asesinas naturales, o0 monocitos. Se produjeron reacciones secundarias leves en el lugar de
administracion con mas frecuencia entre el Atacicept que el grupo con placebo. No hubo diferencias en la frecuencia
o el tipo de eventos adversos y eventos adversos no graves 0 serios en pacientes tratados con Atacicept. La
comparacion entre la administracion subcutanea (véase el Ejemplo 1) y las rutas de administracion intravenosa
revel6 una farmacocinética muy similare (PK no lineal mediada por ligandos) y una PK similar que era predecible y
consistente con dosis individuales y mdultiples (Figuras 9 y 10).

[0072] A pesar de que no parece ser una ventaja para la administracion intravenosa (a pesar de una mayor
biodisponibilidad con esta via de administracion, véase la figura 4), estos resultados también apoyan la conclusion
de que una administracion mas frecuente de dosis mas pequefias de atacicept produce una mejor actividad bioldgica
de dosificacion menos frecuente con dosis mas altas (Figura 7 y Figura 8). Estos resultados también indican que a
pesar de la menor biodisponibilidad del farmaco mediante la administracion subcutanea, el perfil de union de los dos
procedimientos es muy comparable (véase la Figura 7).

Tabla 1. Brazos de dosificacién en los estudios de Fase | de LES con Atacicept.

Estudio 1 — Atacicept subcutaneo

Cohorte Dosis Administracion Numero de pacientes
1 1x 0,3 mg/kg Dosis individual 6 activos, 2 placebo
2 1 x 1 mg/kg Dosis individual 6 activos, 2 placebo
3 1 x 3 mg/kg Dosis individual 6 activos, 2 placebo
4 1 x 9 mg/kg Dosis individual 6 activos, 2 placebo
5 4 x 1 mg/kg 4 dosis semanales (CS) 6 activos, 2 placebo
6 4 x 3 mg/kg 4 dosis semanales (CS) 6 activos, 2 placebo
Estudio 2 — Atacicept intravenoso
Cohorte Dosis Administraciéon Numero de pacientes
1 1 x 3 mg/kg Dosis individual 5 activos, 1 placebo
2 1 x 9 mg/kg Dosis individual 5 activos, 1 placebo
3 1 x 18 mg/kg Dosis individual 5 activos, 1 placebo
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2 x 9 mg/kg

2 dosis 3 semanas de 5 activos, 1 placebo

diferencia

CS, cada semana

Tabla 2a. Parametros farmacocinéticos derivados de analisis no compartimental para atacicept libre, Estudio 1.

Estimados después de la primera dosis

Tu2 (horas)

Tmax (horas)

Cmax (ng/ml)

AUCINE (mg-h/l)

AUCss6 (mg-h/l)

Cohorte 1, 0,3

mg/kg

Promedio (DE) 401 (477) 28 (9,80) 185 (145) 30,4 (29,4) 17,6 (10,6)

Mediana 204 24 136 19,1 14,1

Cohorte 2, 1

mg/kg

Promedio (DE) 452 (219) 18,7 (8,26) 821 (525) 108 (38,4) 69,3 (29,1)

Mediana 433 24 666 120 67,9

Cohorte 3, 3

mg/kg

Promedio (DE) 651 (218) 28 (9,80) 2600 (745) 287 (55,6) 218 (47,2)

Mediana 572 24 2830 293 239

Cohorte 4, 9

mg/kg

Promedio (DE) 642 (218) 32 (12,4) 6190 (3200) 634 (141) 520 (157)

Mediana 653 24 5370 608 474
Estimados después de la Gltima dosis

Cohorte 5, 4 x 1

mg/kg

Promedio (DE) 690 (230) N.E. N.E. 147 (24,1) 56,9 (9,80)

Mediana 729 N.E. N.E. 149 59,3

Cohorte 6, 4 x 3

mg/kg

Promedio (DE) 472 (157) N.E. N.E. 209 (33,7) 96,5 (34,5)

Mediana 492 N.E. N.E. 202 85,8

AUCs36, area bajo la curva de concentraciéon-tiempo desde el tiempo O horas al tiempo 336 horas; AUCin, AUC
desde el tiempo 0 horas hasta el infinito; Cmax, la concentracion maxima; DE, desviacion estandar; Tz, semivida
terminal; Tmax, tiempo de la concentracion maxima.

La ultima dosis administrada a 504 h.

N = 6 pacientes con LES por cohorte.

N.E. - No estimado debido al esquema de muestreo después de la Ultima dosis.

Tabla 2b. Parametros farmacocinéticos derivados de analisis no compartimental para atacicept libre, Estudio 2.

Estimados después de la primera dosis

Ta2 (horas) Tmax (horas) Cmax_(ng/ml) AUCnE (mg-h/l) AUCs36 (Mmg-h/l)

Cohorte 1, 3

mg/kg

Promedio (DE) 743 (216) 0,500 (0) 39,7 (5,49) 912 (189) 815 (170)

Mediana 642 0,500 38,6 953 848

Cohorte 2, 9

mg/kg

Promedio (DE) 722 (146) 0,350 (0,137) 198 (248) 1040 (613) 1930 (565)

Mediana 765 0,250 91,7 1770 1680

Cohorte 3, 18

mg/kg

Promedio (DE) 796 (188) 0,400 (0,137) 289 (91,2) 5010 (743) 4840 (713)

Mediana 702 0,500 257 4880 4730

Cohorte 4, 2 x 9 mg/kg con tres semanas de diferencia

Promedio (DE) N.E. 1,15 (1,60) 140 (23,7) N.E. 275 (220)

Mediana N.E. 0,500 148 N.E. 2620
Estimados después de la Ultima dosis

Cohorte 2, 2 x 9 mg/kg con tres semanas de diferencia

Promedio (DE) 748 (92,2) 504,25 (0) 109 (22,6) 4320 (1020) 4110 (971)

Mediana 710 504,25 119 4700 4520

AUCs36, area bajo la curva de concentraciéon-tiempo desde el tiempo O horas al tiempo 336 horas; AUCinF, AUC
desde el tiempo 0 horas hasta el infinito; Cmax, la concentracion maxima; DE, desviacion estandar; Tz, semivida
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terminal; Tmax, tiempo de la concentracion maxima.

La dltima dosis administrada a 504 h.

N = 6 pacientes con LES por cohorte.

N.E. - No estimado debido al esquema de muestreo después de la Ultima dosis.

Tabla 3a. Parametros farmacocinéticos derivados de analisis no compartimental para atacicept compuesto, Estudio
1.

Estimados después de la primera dosis

Ta2 (horas) Tmax (horas) Cmax_(ng/ml) AUCNE (mg-h/l) AUCs36 (Mmg-h/l)
Cohorte 1, 0,3
mg/kg
Promedio (DE) 3710 (5450) 30 (14,7) 436 (300) 1360 (2120) 75,6 (36,5)
Mediana 1270 24 324 319 61,0
Cohorte 2, 1
mg/kg
Promedio (DE) 807 (515) 16 (8,80) 1160 (597) 610 (370) 168 (47,1)
Mediana 543 16 963 441 169
Cohorte 3, 3
mg/kg
Promedio (DE) 340 (2770) 32 (12,4) 3140 (935) 2470 (1620) 400 (69,3)
Mediana 2580 24 3130 2210 411
Cohorte 4, 9
mg/kg
Promedio (DE) 878 (256) 32 (12,4) 8890 (4860) 1770 (378) 865 (199)
Mediana 795 24 7150 1780 807

Estimados después de la dltima dosis

Cohorte 5, 4 x 1

mg/kg

Promedio (DE) 1410 (572) N.E. N.E. 1570 (834) 237 (50,4)
Mediana 1610 N.E. N.E. 1490 221
Cohorte 6, 4 x 3

mg/kg

Promedio (DE) 1500 (545) N.E. N.E. 2530 (1340) 386 (83,4)
Mediana 1520 N.E. N.E. 2070 389

AUCs36, area bajo la curva de concentraciéon-tiempo desde el tiempo O horas al tiempo 336 horas; AUCinF, AUC
desde el tiempo 0 horas hasta el infinito; Cmax, la concentracion maxima; DE, desviacion estandar; Tz, semivida
terminal; Tmax, tiempo de la concentracién maxima.

La Gltima dosis administrada a 504 h.

N = 6 pacientes con LES por cohorte.

N.E. - No estimado debido al esquema de muestreo después de la Ultima dosis.

Tabla 3b. Parametros farmacocinéticos derivados de analisis no compartimental para atacicept compuesto, Estudio
2.

Estimados después de la primera dosis

Ta2 (horas) Tmax (horas) Cmax_(ng/ml) AUCnE (mg-h/l) AUCss6 (Mmg-h/l)
Cohorte 1, 3
mg/kg
Promedio (DE) 2550 (1220) 0,350 (0,137) 57,3 (12,0) 2870 (531) 1180 (184)
Mediana 2050 0,250 55,9 2650 1200
Cohorte 2, 9
mg/kg
Promedio (DE) 1560 (842) 0,350 (0,137) 348 (362) 4590 (520) 3210 (650)
Mediana 1600 0,250 201 4430 2880
Cohorte 3, 18
mg/kg
Promedio (DE) 1080 (147) 0,250 (0) 411 (77,3) 7470 (1380) 5990 (863)
Mediana 1100 0,250 446 7710 6240
Cohorte 4, 2 x 9 mg/kg con tres semanas de diferencia
Promedio (DE) N.E. 1,05 (1,65) 361 (334) N.E. 4720 (2400)
Mediana N.E. 0,250 251 N.E. 4320

Estimados después de la dltima dosis

Cohorte 2, 2 x 9 mg/kg con tres semanas de diferencia
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Promedio (DE) 148 (750) 504,25 (0) 240 (69,4) 8490 (2010) 6390 (1200)
Mediana 1140 504,25 272 8130 6390

AUCass, area bajo la curva de concentracion-tiempo desde el tiempo O horas al tiempo 336 horas; AUCInF, AUC
desde el tiempo O horas hasta el infinito; Cmax, la concentracion maxima; DE, desviacion estandar; T2, semivida
terminal; Tmax, tiempo de la concentracién maxima.

La ultima dosis administrada a 504 h.

N = 6 pacientes con LES por cohorte.

N.E. - No estimado debido al esquema de muestreo después de la Ultima dosis.

Tabla 4a. Parametros farmacocinéticos derivados de andlisis no compartimental para el complejo BLyS-atacicept,
Estudio 1.

Estimados después de la primera dosis

*T12 (horas) Tmax (horas) Cmax_(kU/ml) *AUCINE (KU-h/l)  AUCsss (kU-h/l)
Cohorte 1, 0,3
mg/kg
Promedio (DE) 1240 (656) 364 (126) 161 (91,9) 382 (390) 38,5 (17,8)
Mediana 1230 336 134 259 33,7
Cohorte 2, 1
mg/kg
Promedio (DE) 821 (704) 260 (124) 269 (89,9) 362 (196) 68,7 (24,1)
Mediana 512 336 286 319 73,0
Cohorte 3, 3
mg/kg
Promedio (DE) 1250 (517) 728 (330) 316 (30,4) 727 (323) 59,5 (13,3)
Mediana 1420 840 315 735 55,9
Cohorte 4, 9
mg/kg
Promedio (DE) 6960 (6550) 700 (223) 369 (66,2) 2680 (2890) 69,9 (16,7)
Mediana 6220 672 388 4330 72,7

Estimados después de la Ultima dosis

Cohorte 5, 4 x 1

mg/kg

Promedio (DE) 2510 (2330) 756 (92,0) 460 (122) 1700 (1330) 139 (38,1)
Mediana 1970 756 443 1260 134
Cohorte 6, 4 x 3

mg/kg

Promedio (DE) 7680 (13200) 840 (184) 668 (159) 8050 (13700) 201 (40,6)
Mediana 2220 840 660 2450 199

AUCass, area bajo la curva de concentracion-tiempo desde el tiempo O horas al tiempo 336 horas; AUCnF, AUC
desde el tiempo O horas hasta el infinito; Cmax, la concentracion maxima; DE, desviacion estandar; T2, semivida
terminal; Tmax, tiempo de la concentracién maxima.

La ultima dosis administrada a 504 h. N = 6 pacientes con LES por cohorte.

N.E. - No estimado debido al esquema de muestreo después de la Ultima dosis.

*T12 Yy AUCINE N0 son estimaciones fiables para esta variable debido a la forma terminal de los perfiles

Tabla 4b. Parametros farmacocinéticos derivados de andlisis no compartimental para el complejo BLyS-atacicept,
Estudio 2.

Estimados después de la primera dosis

*T12 (horas) Tmax (horas) Cmax_(kU/ml) *AUCINE (KU-h/)  AUCsss (kU-h/l)
Cohorte 1, 3
mg/kg
Promedio (DE) 8650 (159000) 672 (206) 0,297 (0,0412) 35100 (63800 59,6 (10,2)
Mediana 9800 672 0,300 4240 63,1
Cohorte 2, 9
mg/kg
Promedio (DE) 3790 (2320) 605 (255) 0,352 (0,0763) 2040 (1230) 61,0 (11,4)
Mediana 3770 504 0,342 2480 58,8
Cohorte 3, 18
mg/kg
Promedio (DE) 1800 (616) 672 (206) 0,454 (0,118) 1460 (674) 86,3 (20,0)
Mediana 1570 672 0,452 1210 84,3
Cohorte 4, 2 x 9 mg/kg con tres semanas de diferencia
Promedio (DE) N.E. 504 (0) 0,414 (0,121) N.E. 78,8 (17,8)
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Mediana N.E. 504 0,397 N.E. 78,4

Estimados después de la Ultima dosis

Cohorte 2, 2 x 9 mg/kg con tres semanas de diferencia
Promedio (DE) 265 (3270) 1008 (0) 0,707 (0,343) 2790 (2550) 186 (38,0)
Mediana 1140 1008 0,685 1740 195

AUCss36, area bajo la curva de concentraciéon-tiempo desde el tiempo O horas al tiempo 336 horas; AUCinF, AUC
desde el tiempo O horas hasta el infinito; Cmax, la concentracion maxima; DE, desviacion estandar; Tiz, semivida
terminal; Tmax, tiempo de la concentracion maxima.

La ultima dosis administrada a 504 h. N = 6 pacientes con LES por cohorte.

N.E. - No estimado

*T12 y AUCINE NO son estimaciones fiables para esta variable debido a la forma terminal de los perfiles

Tabla 5a. Resultados de los analisis no compartimentales para biomarcadores de inmunoglobulina (Ig)M, IgA e 1gG —
Estudio 1

Cohorte* IgM IgA IgG
Tmax (dias) Cambio méx. Tmax (dias) Cambio méx. Tmax (dias) Cambio max.

(% de la linea (% de la linea (% de la linea
base) base) base)

Cohorte 1, 0,3 mg/kg s.c.

Promedio 14,1 2,82 n.d n.d. 11,8 -0,377

(DE) a7) (23,4) (15,7) (17,8)

Mediana 7 10,2 n.d n.d. 7,00 4,07

Cohorte 2, 1 mg/kg s.c.

Promedio 18,7 19,4 n.d n.d 25,7 11,1

(DE) (13,0) (8,93) (14,5) (5,77)

Mediana 17,5 16,5 n.d n.d 24,5 12,1

Cohorte 3, 3 mg/kg s.c.

Promedio 23,3 24,8 n.d n.d 29,2 10,5

(DE) (5,70) (3,81) (8,20) (1,25)

Mediana 21,0 25,2 n.d n.d 28,0 10,9

Cohorte 4, 9 mg/kg s.c.

Promedio 29,2 37,9 n.d n.d 18,7 14,7

(DE) (8,20) (8,57) (7,20) (5,95)

Mediana 28,0 37,2 n.d n.d 21,0 15,9

Cohorte 5, 4 x 1 mg/kg s.c. CS

Promedio 31,0 29,2 27,0 23,1 25,0 11,5

(DE) (11,3) (10,0) (10,2) (10,1) (11,3) (5,84)

Mediana 35,0 31,0 28,0 20,7 28,0 14,4

Cohorte 6, 4 x 3 mg/kg s.c. CS

Promedio 42,0 50,4 36,2 34,9 33,8 17,5

(DE) 11,7) (7,25) (2,90) (5,85) (6,90) (4,22)

Mediana 42,0 49,8 35,0 32,9 35,0 17,8

Placebof!

Promedio 13,5 13,7 14,0 9,14 11,0 11,2

(DE) (12,4) (15,3) (9,90) (7,06) (11,3) (13,5)

Mediana 7,00 10,9 10,5 10,6 14,0 9,84

*Pacientes con dosis activa para cohortes 1-6 (n = 6)

fiCohorte de Placebo, todos los pacientes con placebo agrupados (n = 12)
Tmax, tiempo de la deplecion méaxima de Ig

n.d.: sin datos

Tabla 5b. Resultados de los andlisis no compartimentales para biomarcadores de inmunoglobulina (Ig)M, IgA e 1gG —
Estudio 2

Cohorte* IgM IgA IgG
Tmax (dias) Cambio méx. Tmax (dias) Cambio méx. Tmax (dias) Cambio max.

(% de la linea (% de la linea (% de la linea
base) base) base)

Cohorte 1, 3 mg/kg i.v.

Promedio 23,8 34,2 18,2 19,0 15,4 13,9

(DE) (12,7) (11,2) (14,5) (10,9) (7,70) (7,72)

Mediana 21,0 39,4 14,0 14,9 21,0 12,2

Cohorte 2, 9 mg/kg i.v.

Promedio 25,2 33,5 21,0 26,5 21,0 17,1
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(DE) (3,80) (5,64) (7,00) (3,43) (7,00) (3,86)
Mediana 28,0 33,6 21,0 25,8 21,0 17,1
Cohorte 3, 18 mg/kg i.v.

Promedio 29,4 35,3 23,8 29,8 19,6 17,1
(DE) (7,70) (13,1) (6,30) (5,71) (7,70) (1,96)
Mediana 28,0 29,3 28,0 28,6 14,0 17,0
Cohorte 4, 2 x 9 mg/kg i.v. con tres semanas de diferencia

Promedio 39,2 42,3 36,4 35,9 36,4 23,2
(DE) (6,30) (10,7) (7,70) (8,06) (7,70) (3,76)
Mediana 42,0 41,2 42,0 37,5 42,0 24,0
Placebof!

Promedio 10,2 8,51 215 15,4 10,0 10,7
(DE) (12,0) (5,14) (17,3) (16,1) (12,2) (7,14)
Mediana 5,00 7,66 21,0 10,2 5,00 13,9

*Pacientes con dosis activa para cohortes 1-4 (n = 5)
f'Cohorte de Placebo, todos los pacientes con placebo agrupados (n = 4)
Tmax, tiempo de la deplecion méaxima de Ig

Referencias

[0073] Las referencias citadas en esta solicitud, incluyendo patentes, solicitudes publicadas y otras publicaciones se
incorporan en el presente documento por referencia.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> ZymoGenetics, 1Inc. Busby, sharon Gross, Jane Visich, Jennifer
NEstorov, Ivan Munafo, Alain Papasouliotis, Orestis Pena Rossi, Claudia

<120> PROCEDIMIENTOS DE DOSIEICACI()N PARA TRATAR ENFERMEDADES AUTOINMUNES
UTILIZANDO UNA PROTEINA DE FUSION TACI-IG, TAL COMO ATACICEPT

<130> 07-15PC

<150> 60/943,618
<151> 2007-06-13

<150> 61/024,031
<151> 2008-01-28

<160> 2

<170> PatentIn version 3.4

<210> 1

<211> 154
<212> PRT
<213> TACI

<400> 1

Met Ser Gly Leu Gly Arg Ser Arg Arg Gly Gly Arg Ser Arg val Asp
1 5 10 15
Gln Glu Glu Arg Phe Pro GIn Gly Leu Trp Thr Gly val Ala Met Arg
20 25 30
Ser Cys Pro Glu Glu GIn Tyr Trp Asp Pro Leu Leu Gly Thr Cys Met
35 40 45
Ser Cys Lys Thr Ile Cys Asn His GIn Ser GIn Arg Thr Cys Ala Ala
50 55 60
Phe Cys Arg Ser Leu Ser Cys Arg Lys Glu GIn Gly Lys Phe Tyr Asp
65 70 75 80
His Leu Leu Arg Asp Cys Ile Ser Cys Ala Ser Ile Cys Gly Gln His
85 90 95
Pro Lys GIn Cys Ala Tyr Phe Cys Glu Asn Lys Leu Arg Ser Pro Vval
100 105 110
Asn Leu Pro Pro Glu Leu Arg Arg Gln Arg Ser Gly Glu val Glu Asn
115 120 125
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Thr Cys
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Lys Gly
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Gly Asn

Tyr Thr
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3
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PRT_ .
Dominio constante de

2

Ala
Phe
Arg
Gly
Thr
Lys
Cys
Arg
115
Pro
Lys
val
Tyr
Glu
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Lys
Gln
Leu
Pro
275
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Leu
val

Gln

Met
val
20

Ala
Thr
Cys
Phe
Gly
100
Ser
Ala
Pro
val
val
180
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
260
Ser
Tyr
Tyr
Phe

Lys
340

Lys
5
Ser
Met
Cys
Ala
TYyr
85
Gln
Glu
Pro
Lys
val
165
Asp
Tyr
Asp
Leu
Arg
245
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

325
Ser

150

Arg
Leu
Arg
Met
Ala
70

Asp
His
Pro
Glu
Asp
150
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
230
Glu
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Thr
Lys
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Cys

Leu

Gly
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Ser
Ser
55

Phe
His
Pro
Lys
Ala
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Thr
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val
Ser
Leu
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Ser
Pro
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Ser
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inmunoglobulina
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Gln
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Cys
cys
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Lys
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Ser
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val
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Cys
Glu
25

Pro
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Gln
105
Ser
Gly
Met
His
val
185
Tyr
Gly
Ile
val
Ser
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His
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Ile
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Gly

Glu His Arg Gly Ser
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humana Fc5
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Cys
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cys
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Leu
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30

Trp
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Thr
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Arg
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cys
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Gly
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Ala
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Pro
Phe
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160
Phe
Pro
Thr
val
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240
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

320
His
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REIVINDICACIONES

1. Composicién que comprende una molécula de fusion que comprende:

(i) dominio extracelular de TACI o fragmento del mismo que se une a BlyS; y

(i) un dominio constante de inmunoglobulina humana,

para usar en el tratamiento de LES en un paciente con LES de leve a moderado,

en la que dicha dosificacion es de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 mg/kg y dicha administracion se
produce a intervalos semanales durante multiples semanas después de la dosis inicial.

2. Composicién para usar, segun la reivindicacion 1, en la que dicho dominio extracelular de TACI tiene una
secuencia que comprende SEQ ID NO: 1, o en la que dicho dominio extracelular de TACI es al menos 50% idéntica
a SEQ ID NO: 1.

3. Composicion para usar, segun la reivindicacién 1, en la que dicho dominio constante de inmunoglobulina humana
tiene una secuencia que comprende SEQ ID NO: 2.

4. Composicion para usar, segun la reivindicacion 1, en la que dicha molécula de fusién es atacicept.

5. Composicién para usar, segun la reivindicacion 1, en la que dicha composicién se administra en una cantidad de
aproximadamente 1 a aproximadamente 9 mg/kg.

6. Composicion para usar, segun la reivindicacién 1, en la que dicho dominio extracelular de TACI tiene una
secuencia que comprende los aminoacidos 30-110 de la SEQ ID NO: 1.

7. Composicion para usar, segun la reivindicacion 5, en la que dicho tratamiento dura entre aproximadamente 2 a
aproximadamente 52 semanas.

8. Composicion para usar, segun cualquier reivindicacion anterior, en la que dicho uso comprende ademas la
coadministracion al paciente de un segundo medicamento.

9. Composicién para usar, segun la reivindicacién 8, en la que el segundo medicamento se selecciona del grupo que
consiste en: AINE, medicamentos contra la malaria, corticosteroides, inmunosupresores, IglV, DHEA y talidomida.

10. Composicién para usar, segun cualquier reivindicacion anterior, en la que dicha composicién se administra por
via subcutanea, por via oral o por via intravenosa.

11. Composicion para usar, segun cualquier reivindicacion anterior, en la que el paciente es un ser humano.

12. Composicién para usar, segun la reivindicacion 4, en la que dicha administracion es subcutanea, y dicha
dosificacién es de 1 mg/kg.

13. Composicion para usar, segun la reivindicacion 4, en la que dicha administracion es subcutanea, y dicha
dosificacién es de 3 mg/kg.

14. Composicién para usar, segun la reivindicacién 12 o 13, en la que dicha administracion se produce a intervalos
semanales durante cuatro semanas después de la dosis inicial.
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