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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica que comprende FGF18 y antagonista de IL-1 y método de uso
Antecedentes de la invencién

La interleucina-1a (IL-1a) y la IL-1B son agonistas de origen natural del receptor de IL-1 tipo | (IL-1R;). Cuando
cualquiera de estas dos moléculas se une al receptor, activa y recluta un segundo componente receptor, la proteina
accesoria IL-1R1 (AcP). El complejo de tres miembros (IL-1/II-1R/AcP) inicia una cascada de sefializacién que incluye
la activacién y la translocacion nuclear del factor de transcripcion NF-kB. Esto da como resultado la expresion de
muchas citocinas y otras proteinas de la inflamacién y las respuestas inmunes, que causan o empeoran muchos
procesos de enfermedades (Barnes, Int. J. Biochem. Cell Biol. 29:867-870, 1997). Las enfermedades particulares que
se cree que estan mediadas por la interleucina-1 incluyen la artritis reumatoide (AR) y la osteoartritis (OA) (Roshak et
al., Curr. Opin. Pharmacol. 2(3): 316-21, 2002).

El cuerpo ha desarrollado al menos dos métodos para inhibir de forma natural esta via, el IL-1R tipo Il (IL-1Ry), el
denominado "receptor sefiuelo”, y el antagonista del receptor IL-1 (IL-1ra). El receptor sefiuelo puede unirse tanto a
IL-1a como a IL-1B pero no inicia la sefializacién intracelular (McMahan et al., EMBO J. 10:2821-2832, 1991). Por lo
tanto, puede sacar al agonista del sistema y bloquear sus efectos bioldgicos. IL-1ra se une a IL-1R, con alta afinidad
pero no activa el receptor ni causa una respuesta biolégica. Por lo tanto actua como un antagonista competitivo de IL-
1a e IL-1B (Arend, Prog. Growth Factor Res. 2(4): 193-205, 1990). También se han desarrollado antagonistas
obtenidos por ingenieria genética, como los anticuerpos anti-IL-1R, (Fredricks et al., Pro. Eng. Des. & Selec. 17 (1):95-
106, 2004) y las proteinas de fusién IL-1ra-Fc (patente de los Estados unidos n.° 6.733.753).

Se ha demostrado que la sobreexpresion de citocinas proinflamatorias como la IL-1 juega un papel importante en la
patogenia de enfermedades inmunoinflamatorias como la artritis reumatoide (AR), un trastorno autoinmune crénico
comun caracterizado por la inflamacién de los tejidos sinoviales, hinchazén de las articulaciones, rigidez y dolor que
puede progresar hacia la destruccion de la articulacion (Bingham, J. Rheumatol. 29: 3-9, 2002). La aplicacién clinica
de antagonizar IL-1a e IL-1B en esta enfermedad se ha investigado con anakinera (Kineret™), un recombinante, no
glicosilado, de IL-1ra humana. El uso de esta proteina terapéutica ha conducido a una reduccion en la frecuencia y
severidad del dafio articular en pacientes con AR (Bresnihan, Ann. Rheum. 61. ii74-ii77, 2002 and St. Clair, J.
Rheumatol. 29, 22-26, 2002), sin embargo, el tratamiento no parece revertir el dafio ya existente al cartilago o al hueso
de las articulaciones afectadas.

La familia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) consta de al menos veintitrés miembros distintos que
generalmente actian como mitdbgenos para un amplio espectro de tipos de células (Ornitz e Itoh, Genom. Biol.
2(3):reviews3005.1-3005.12, 2001). FGF18 fue identificado como un miembro de la familia de FGF que esta mas
estrechamente relacionado con FGF8 y FGF17. Las actividades asociadas con FGF18 incluyeron la estimulacion de
células del linaje mesenquimal, en particular miocitos cardiacos, osteoblastos y condrocitos (patente de los Estados
Unidos n.° 6.352.971 y Ellsworth et al., Osteoarthritis and Cartilage. 10(4):308-320, 2002). FGF18 se une y activa
FGFR4 y las variantes de empalme "llic" de FGFR3 y FGFR2 (Ellsworth et al. Osteo Cartil. 10:208-320 (2002)). Se ha
demostrado que FGFR3-llic y FGFR2-lllc desempefian un papel en el desarrollo y crecimiento de los huesos y el
crecimiento del cartilago (Davidson et al. J. Biol. Chem. 280:20509-20515 (2005)). Los ratones hechos homocigotos
nulos para el FGFR3 (-/-) dieron lugar a anomalias esqueléticas postnatales (Colvin et al., Nature Genet. 12:309-397,
1996 y Deng et al., Cell 84:911-921, 1996). El fenotipo mutante sugiere que en ratones normales, la FGFR-3
desempefia un papel en la regulacion de la division celular de condrocitos en la region de la placa de crecimiento del
hueso (Goldfarb, Cytokine and Growth Factor Rev. 7(4):311-325, 1996). FGFR-llic se expresa en los condensados
mesenquimales tempranos y en el periostio en desarrollo. Los ratones FGFR 2-llic -/- muestran osificacion retardada,
pérdida prematura del crecimiento 6seo en el craneo y hueso largo (Eswarakumar et al. Development 129:3783-3793
(2002)). Las mutaciones del receptor de FGF también se encuentran en la condrodisplasia humana y los sindromes
de craneosinostosis (Ornitz y Marie, Genes and Dev. 16:1446-1465, 2002).

La remodelacion 6sea es el proceso dindmico mediante el cual se mantienen la masa tisular y la arquitectura
esquelética. El proceso es un equilibrio entre la reabsorciéon 6sea y la formacion ésea, y se considera que dos tipos
de células son los principales actores. Estas células son el osteoblasto y el osteoclasto. Los osteoblastos sintetizan y
depositan la matriz para convertirse en hueso nuevo. Las actividades de los osteoblastos y los osteoclastos estan
reguladas por muchos factores, sistémicos y locales, incluidos los factores de crecimiento. Esta funciéon proporciona
un papel potencial para los factores de crecimiento, como el FGF18, en las patologias que requieren la activacion de
la remodelacion 6sea, como el dafio al hueso que se produce en enfermedades inflamatorias de las articulaciones,
como la AR o la osteoartritis (OA). Otras aplicaciones terapéuticas para los factores de crecimiento que influyen en la
remodelacion ésea incluyen, por ejemplo, el tratamiento de lesiones que requieren la proliferacion de osteoblastos
para cicatrizar, como fracturas, asi como la estimulacion de la proliferacion de células mesenquimales y la sintesis de
hueso intramembranoso que se han indicado como aspectos de reparacion de fracturas (Joyce et al. 362 reunion anual,
Orthopaedic Research Society, 5-8 de febrero de 1990. Nueva Orleans, LA).

El reemplazo del cartilago articular dafiado causado por una lesion o enfermedad es un desafio importante para los
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médicos, y los tratamientos disponibles se consideran impredecibles y efectivos solo por un tiempo limitado.
Practicamente todos los tratamientos actualmente disponibles para el dafio del cartilago se centran en el alivio del
dolor, con poco o ningln énfasis en la regeneracion de los tejidos dafiados. Por lo tanto, la mayoria de los pacientes
mas jévenes no buscan tratamiento o se les aconseja posponer el tratamiento durante el mayor tiempo posible. Cuando
se requiere tratamiento, el procedimiento convencional es un reemplazo total de la articulacion o microfractura, un
procedimiento que implica la penetraciéon del hueso subcondral para estimular la deposicion de fibrocartilago por los
condrocitos. Si bien la deposicion de fibrocartilago no es un equivalente funcional del cartilago articular, en la
actualidad, es el mejor tratamiento disponible porque ha habido poco éxito en la sustitucién del cartilago articular. Dos
enfoques para estimular la deposicion de cartilago articular que se estan investigando son: la estimulacion de la
actividad de los condrocitos y la expansion in vivo y ex vivo de condrocitos y sus progenitores para trasplante (Jackson
et al.,Arthroscopy: The J. of Arthroscopic and Related Surg. 12:732-738, 1996). Ademas, la regeneracioén o reparacion
del cartilago elastico es valiosa para el tratamiento de lesiones y defectos en los oidos y la nariz. Cualquier factor de
crecimiento con especificidad para las células del linaje de condrocitos que estimula el crecimiento, la diferenciacion
o la induccién de la produccion de cartilago de esas células seria valioso para mantener, reparar o reemplazar el
cartilago articular. EIl FGF18 parece promover la condrogénesis y la reparacion del cartilago en la osteoartritis en ratas
(Moore et al. Osteoarthritis and Cartilage, 13:623-631 (2005)) y, por lo tanto, puede ser util para reparar el cartilago
danado.

Por lo tanto, existe una necesidad en la técnica de un método para tratar una enfermedad, tal como enfermedades
inmunoinflamatorias mediadas por interleucina-1, que implique tanto el bloqueo de la accién inflamatoria de IL-1 como
la reparacion de cartilago y hueso a través de la estimulacién de las células mesenquimales, como condrocitos,
osteocitos y tejido nervioso y sus progenitores.

El documento WO 2004/032849 describe los métodos de administracion de FGF-18.
El documento WO 2004/022718 describe un anticuerpo monoclonal anti-IL-1R1 humano terapéutico.
El documento WO 2004/047857 describe el uso de FGF-18 en el diagnostico y tratamiento de trastornos de la memoria.

Moore et al., reunion Anual de la Orthopaedic Research Society, vol. 50, documento n.° 199, 10 de marzo de 2004,
informa que el FGF-18 estimula la condrogénesis y promueve la reparacion del cartilago en un modelo de rata de
osteoartritis inducida por lesion.

Ellsworth et al., Biosis, vol. 27(2), 2001, pagina 2026, informa que el FGF-18 reduce el volumen del infarto y el déficit
de comportamiento después de la oclusion de la arteria cerebral media en ratas.

La presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende FGF18 y un antagonista de IL-1
como se define en las reivindicaciones.

La presente invenciéon abarca asi una composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento de la enfermedad
mediada por interleucina-1 en un paciente que comprende FGF18 y un antagonista de IL-1, como se define en las
reivindicaciones. El FGF18 puede comprender la secuencia completa de aminoacidos de la SEQ ID NO:2 o sus
fragmentos funcionalmente activos, como los truncados en el extremo C en Met 175, o los que comprenden Tyr 55 a
Met 175, Lys 196 o Ala 207 y variantes.

El antagonista de IL-1 se selecciona de entre el grupo que consiste en un anticuerpo anti-IL-1R4 e IL-1ra, en el que
dicha IL-1ra se selecciona de entre una IL-1ra recombinante o una proteina de fusién IL-1ra, como se define en las
reivindicaciones. Dicha proteina de fusion comprende la secuencia de IL-1ra mostrada en la SEQ ID NO:5 o un
fragmento inhibidor de IL-1 de la misma fusionado con un dominio constante de una cadena pesada o ligera de
inmunoglobulina humana en el extremo amino de dicha IL-1ra. La region constante puede ser de una cadena pesada,
como la IgG humana.

La composicién puede comprender ademas un vehiculo cargado negativamente seleccionado de entre el grupo que
consiste en proteoglicanos sulfatados, tetradecasulfato de ciclodextrina B, hidroxiapatita, matrices de polilactida,
polilactida-co-glicélida, microesferas de alginato, quitosanos y metilcelulosa. La composicién también puede ser una
formulacién de liberacion temporalizada, tal como las que comprenden una matriz que es una solucién, un gel, una
pasta o una masilla y puede incluir un sistema de depdsito. La composicion puede comprender ademas un farmaco
antiinflamatorio.

La presente divulgacion proporciona un método para el tratamiento de una enfermedad mediada por interleucina-1 en
un paciente que necesita dicho tratamiento que comprende la etapa de administrar una composicion farmacéutica que
comprende FGF18 y un antagonista de IL-1. Aunque se contemplan numerosos métodos de administracion, dos de
los preferentes son la inyeccion intraarticular y la implantacion quirdrgica. El método también puede comprender las
etapas de permitir el crecimiento de nuevo cartilago, hueso o tejido nervioso y contornear quirdrgicamente el nuevo
cartilago, hueso o superficie nerviosa. Aunque cualquier enfermedad mediada por interleucina-1 puede tratarse
usando los métodos descritos en el presente documento, hay dos enfermedades preferentes que incluyen la artritis
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reumatoide y la osteoartritis.
Descripcion de las figuras

La Figura 1 representa graficamente el efecto de IL-1B en la actividad mitogénica de FGF18. En el grafico, 5 ng/ml de
FGF18 esta representado por los cuadrados cerrados, 50 ng/ml esta representado por circulos cerrados; 500 ng/ml
esta representado por triangulos cerrados; e IL-1f3 esta representada por triangulos abiertos.

Descripcion detallada de la invencion

Antes de exponer la invencion en detalle, puede ser Util para su comprension definir los siguientes términos y
expresiones:

la expresion "etiqueta de afinidad" se usa en el presente documento para indicar un segmento polipeptidico que puede
unirse a un segundo polipéptido para proporcionar la purificacién o la deteccién del segundo polipéptido o proporcionar
sitios para la union del segundo polipéptido a un sustrato. En principio, cualquier péptido o proteina para la cual esta
disponible un anticuerpo u otro agente de unioén especifico se puede usar como una etiqueta de afinidad. Las etiquetas
de afinidad incluyen un tracto de poli-histidina, proteina A (Nilsson et al.,, EMBO J. 4:1075, 1985; Nilsson et al., Methods
Enzymol. 198:3, 1991), glutation S transferasa (Smith y Johnson, Gene 67:31, 1988), etiqueta de afinidad Glu-Glu
(Grussenmeyer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 82:7952-4, 1985), sustancia P, péptido Flag™ (Hopp et al.,
Biotechnology 6:1204-10, 1988), péptido de union a estreptavidina u otro epitope antigénico o dominio de union.
Véase, en general, Ford et al., Protein Expression and Purification 2:95-107, 1991. Los ADN que codifican las etiquetas
de afinidad estan disponibles en proveedores comerciales (por ejemplo, Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ).

La expresion "variante alélica" se usa en el presente documento para indicar cualquiera de dos o mas formas
alternativas de un gen que ocupa el mismo locus cromosomico. La variacion alélica surge naturalmente a través de la
mutacion, y puede dar como resultado un polimorfismo fenotipico dentro de las poblaciones. Las mutaciones genéticas
pueden ser silenciosas (sin cambios en el polipéptido codificado) o pueden codificar polipéptidos que tienen una
secuencia de aminoacidos alterada. La expresion variante alélica también se usa en el presente documento para
indicar una proteina codificada por una variante alélica de un gen.

Las expresiones "amino-terminal" y "carboxil-terminal" se usan en el presente documento para indicar posiciones
dentro de polipéptidos. Cuando el contexto lo permite, estas expresiones se usan con referencia a una secuencia o
porcion particular de un polipéptido para indicar proximidad o posicion relativa. Por ejemplo, una determinada
secuencia posicionada en el terminal carboxilo con respecto a una secuencia de referencia dentro de un polipéptido
se ubica proxima al extremo carboxilo de la secuencia de referencia, pero no esta necesariamente en el extremo
carboxilo del polipéptido completo.

La expresion "acido hialurénico" se usa en el presente documento para incluir derivados del acido hialurénico que
incluyen ésteres del &cido hialurénico, sales del acido hialurénico y también incluye el término hialuronano. La
designacion también incluye formas de hialuronanos de bajo y alto peso molecular e hialuronanos o hilanos reticulados.
Ejemplos de dichos hialuronanos son Synvisc® (Genzyme Corp. Cambridge, MA), ORTHOVISC® (Anika
Therapeutics, Woburn, MA) y HYALGAN® (Sanofi-Synthelabo Inc., Malvern, PA)

El término "aislado", cuando se aplica a un polinucleétido, indica que el polinucleétido se ha eliminado de su medio
genético natural y, por lo tanto, esta libre de otras secuencias codificantes extrafias o no deseadas, y se encuentra en
una forma adecuada para su uso en sistemas de produccion de proteinas obtenidas por ingenieria genética. Dichas
moléculas aisladas son aquellas que estan separadas de su entorno natural e incluyen ADNc y clones gendmicos. Las
moléculas de ADN aisladas de la presente invencion estan libres de otros genes con los que estan habitualmente
asociadas, pero pueden incluir regiones 5'y 3' no traducidas de origen natural, tales como promotores y terminadores.
La identificacion de regiones asociadas sera evidente para un experto en la técnica (véase, por ejemplo, Dynany Tijan,
Nature 316:774-78, 1985).

Un polipéptido o proteina "aislado" es un polipéptido o proteina que se encuentra en una condicién distinta de su
entorno nativo, como la sangre y el tejido animal. En una forma preferente, el polipéptido aislado esta sustancialmente
libre de otros polipéptidos, particularmente otros polipéptidos de origen animal. Se prefiere proporcionar los
polipéptidos en una forma altamente purificada, es decir, mas del 95 % de pureza, mas preferentemente mas del 99
% de pureza. Cuando se usa en este contexto, el término "aislado" no excluye la presencia del mismo polipéptido en
formas fisicas alternativas, como dimeros o formas alternativamente glicosiladas o derivadas.

El término "ortélogo" indica un polipéptido o proteina obtenida de una especie que es la contraparte funcional de un
polipéptido o proteina de una especie diferente. Las diferencias de secuencia entre los ortélogos son el resultado de
la especiacion.
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Un "polinucleétido" es un polimero de cadena simple o doble de bases de ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos
leidos desde el extremo 5' hasta el extremo 3'. Los polinuclettidos incluyen ARN y ADN, y pueden aislarse de fuentes
naturales, sintetizarse in vifro, o prepararse a partir de una combinacion de moléculas naturales y sintéticas. Los
tamafios de los polinucledtidos se expresan como pares de bases (abreviados "pb"), nucleétidos ("nt") o kilobases
("kb"). Cuando el contexto lo permite, los dos ultimos términos pueden describir polinucleétidos que son de cadena
sencilla o de doble cadena. Cuando el término se aplica a moléculas de doble cadena, se usa para indicar la longitud
total y se entendera que es equivalente a la expresidn "pares de bases". Los expertos en la técnica reconoceran que
las dos cadenas de un polinucleétido de doble cadena pueden diferir ligeramente en longitud y que por lo tanto sus
extremos pueden estar escalonados como resultado de la escision enziméatica; por lo tanto, todos los nucleétidos
dentro de una molécula de polinucleétido de doble cadena pueden no estar emparejados. Dichos extremos no
emparejados no excederan en general de una longitud de 20 nt.

Un "polipéptido" es un polimero de restos de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos, ya sea producido de forma
natural o sintética. Los polipéptidos de menos de aproximadamente 10 restos de aminoacidos se denominan
comunmente "péptidos".

El término "promotor" se usa en el presente documento por su significado reconocido en la técnica para indicar una
porcién de un gen que contiene secuencias de ADN que proporcionan la unién de la ARN polimerasa y el inicio de la
transcripcion. Las secuencias promotoras se encuentran comunmente, pero no siempre, en las regiones 5' no
codificantes de los genes.

Una "proteina" es una macromolécula que comprende una o mas cadenas polipeptidicas. Una proteina también puede
comprender componentes no peptidicos, tales como grupos de carbohidratos. Los carbohidratos y otros sustituyentes
no peptidicos se pueden afiadir a una proteina por la célula en la cual se produce la proteina, y variaran con el tipo de
célula. Las proteinas se definen en el presente documento en términos de sus estructuras principales de aminoacidos;
Los sustituyentes tales como los grupos de carbohidratos generalmente no estan especificados, pero pueden estar
presentes de todas formas.

El término "receptor" indica una proteina asociada a la célula que se une a una molécula bioactiva (es decir, un ligando)
y media el efecto del ligando en la célula. Los receptores unidos a la membrana se caracterizan por una estructura
multipéptido que comprende un dominio de unién al ligando extracelular y un dominio efector intracelular que esta
normalmente involucrado en la transduccién de sefiales. La unién del ligando al receptor da como resultado un cambio
conformacional en el receptor que causa una interaccion entre el dominio efector y otra(s) molécula(s) en la célula.
Esta interaccién a su vez conduce a una alteracion en el metabolismo de la célula. Los eventos metabdlicos que estan
vinculados a las interacciones receptor-ligando incluyen la transcripcion de genes, la fosforilacion, la desfosforilacion,
los aumentos en la produccién de AMP ciclico, la movilizacién de calcio celular, la movilizacién de los lipidos de
membrana, la adhesion celular, la hidrdlisis de lipidos inositol e hidrolisis de fosfolipidos. En general, los receptores
pueden ser citosodlicos o nucleares unidos a la membrana; monoméricos (por ejemplo, receptor de hormona
estimulante de la tiroides, receptor beta-adrenérgico) o multiméricos (por ejemplo, receptor de PDGF, receptor de
hormona de crecimiento, receptor de IL-3, receptor de GM-CSF, receptor de G-CSF, receptor de eritropoyetina y
receptor de IL-6).

La expresion "secuencia de sefial secretora" indica una secuencia de ADN que codifica un polipéptido (un "péptido
secretor") que, como componente de un polipéptido mas grande, dirige el polipéptido mas grande a través de una via
secretora de una célula en la que se sintetiza. El polipéptido mas grande se escinde comunmente para eliminar el
péptido secretor durante el transito a través de la via secretora.

Los pesos moleculares y las longitudes de los polimeros determinados por métodos analiticos imprecisos (por ejemplo,
electroforesis en gel) se entenderan como valores aproximados. Cuando dicho valor se expresa como "alrededor de"
X o "aproximadamente" X, se entendera que el valor indicado de X tiene una precision de + 10 %.

Una enfermedad o afeccién médica se considera una "enfermedad mediada por interleucina-1" si la enfermedad o
afeccién médica espontanea o experimental se asocia con niveles elevados de IL-1 en fluidos corporales o tejidos, o
si las células o tejidos extraidos del cuerpo. producen niveles elevados de IL-1 en cultivo. En muchos casos, estas
enfermedades mediadas por interleucina-1 también son reconocidas por las siguientes dos condiciones adicionales:
(1) los hallazgos patoldgicos asociados con la enfermedad o afeccion médica pueden imitarse experimentalmente en
animales mediante la administracion de IL-1; y (2) la patologia inducida en modelos animales experimentales de la
enfermedad o afeccién médica puede inhibirse o eliminarse mediante el tratamiento con agentes que inhiben la accion
de la IL-1. En la mayoria de las enfermedades mediadas por interleucina-1, al menos dos de las tres condiciones se
cumplen, y en muchas enfermedades mediadas por interleucina-1 se cumplen estas tres condiciones.

La presente invencion se basa en parte en el descubrimiento de que cuando las composiciones de polipéptidos o
proteinas FGF18 mas un antagonista de IL-1 como se define en las reivindicaciones, como anakinera (Kineret™) o un
anti-IL-1R,, se administran a un paciente que padece de una enfermedad mediada por interleucina-1, los efectos
estimulantes del FGF18 aumentan y no solo se reducen los sintomas de la enfermedad, sino que se repara el cartilago
dafado, el hueso o los tejidos nerviosos de la enfermedad. La presente divulgacion proporciona composiciones de
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polipéptidos o proteinas FGF 18 para estimular la proliferacion de células mesenquimales, particularmente condrocitos,
huesos y nervios. Para la estimulacién de los condrocitos, las composiciones se pueden administrar por via
intraarticular a una articulacion.

La secuencia de nucleotidos del ADNc de FGF18 se describe en la SEQ ID NO.1, y su secuencia de aminoacidos
deducida se describe en la SEQ ID NO.2. FGF18 se designé originalmente como zFGF5, y se describe en detalle en
las patentes de los Estados Unidos de cesion comun 6.352.971 y 5.989.866. El analisis del ADNc que codifica un
polipéptido FGF18 (SEQ ID NO:1) puso de manifiesto un marco de lectura abierto que codifica 207 aminoacidos (SEQ
ID NO:2) que comprende un polipéptido maduro de 180 aminoacidos (del resto 28 al resto 207 de la SEQ ID NO:2).
Ademas, cuando el FGF18 humano se produce en sistemas de expresion bacterianos, es comun que los aminoacidos
del extremo carboxi se trunquen. Ejemplos de truncamiento incluyen Met 175 o Lys 196. Las pruebas han puesto de
manifiesto que estos fragmentos truncados tienen una actividad mitogénica equivalente, si no superior, sobre las
células derivadas mesenquimales, como los condrocitos articulares primarios. Ademas, en modelos animales, los
fragmentos truncados no han mostrado ninguna tendencia antigénica elevada.

Se encontré que la secuencia de polinucledtidos de FGF18 de ratén como se muestra en la SEQ ID NO:3 y la
correspondiente secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO:4 tiene un alto grado de homologia
con la del ortélogo humano. A nivel de aminoacidos, los polipéptidos de ratén y humano son aproximadamente 98 %
idénticos, con tres cambios de aminoacidos. Los expertos en la técnica reconoceran que las secuencias divulgadas
enla SEQID NO:10 SEQID NO:3yla SEQ ID NO:2yla SEQ ID NO:4 representan un alelo tnico del gen y polipéptido
FGF18 humano y de ratdn, respectivamente, y se espera que se produzca la variacion alélica y los empalmes
alternativos.

Los miembros de la familia FGF se caracterizan por los dominios de unién a heparina. Se ha identificado un supuesto
dominio de unién a heparina para FGF18 en la regién del resto de aminoacido 148 (Gly) al resto de aminoacido 169
(GIn) dela SEQ ID NO:2 y la SEQ ID NO:4. Se postula que la sefializacién mediada por receptor se inicia tras la union
del ligando de FGF complejado con proteoglicanos de sulfato de heparina de la superficie celular. Muchos miembros
de la familia de FGF se pueden colocar en una de las dos familias relacionadas en funciéon de sus estructuras y
funciones. aFGF y bFGF consisten en tres exones separados por dos intrones de longitud variable. FGF-8 consiste
en cinco exones, los tres primeros de los cuales corresponden al primer exén de aFGF y bFGF. Todos los miembros
conocidos de la familia FGF se empalman para formar polipéptidos individuales.

El analisis del complejo ligando-receptor de FGF18 ha demostrado que FGF18 tiene especificidad por FGFR4 y las
variantes de empalme "llic" de FGFR3 y FGFR2. FGFR3-lllc y FGFR2-lllc se han identificado dentro de los condrocitos
del tejido del cartilago, y en particular, ambos receptores se han encontrado dentro del cartilago articular humano.
FGFR3 y FGFR2 se han encontrado en la placa de crecimiento de los mamiferos y desempefian funciones importantes
en la formacién de hueso endocondral e intramembranoso. En particular, FGFR2 y FGFR3 desempefian funciones
importantes en el desarrollo de hueso endocondral e intramembranoso, FGFR2 se expresa primero en mesénquima
condensante y la expresion de FGFR3 se inicia a medida que los condrocitos se diferencian y proliferan. En el
desarrollo de los huesos del craneo, FGFR3 se encuentra en la duramadre y el periostio, mientras que FGFR2 se
expresa en células osteoprogenitoras en el frente osteogénico que separa las suturas. FGFR2 también se expresa en
el hueso traebecular. (Ornitz y Marie, ibid., 2002). Anteriormente, se ha demostrado que el FGF18 es un agente
proliferativo para los condrocitos y los osteoblastos, dependiendo tanto del estado diferenciado de estos tipos de
células como del modo de administracién. (Véase, las patentes de Estados Unidos n.° 6.352.971 y n.° 5.989.866;
Ellsworth et al. Osteoarthritis and Cartilage, 10:308-320, 2002; Shimoaka et al., J. Bio.Chem. 277 (9) 7493-500, 2002).
También se ha demostrado que el FGF18 facilita la reparacion del cartilago en un modelo de osteoartritis de rata
(Moore et al. Osteoarthritis and Cartilage, 13: 623-631 (2005)).

Para ser mas efectivos en el tratamiento de la enfermedad mediada por interleucina-1, las moléculas de FGF18
descritas anteriormente pueden combinarse con antagonistas de IL-1 para proporcionar composiciones farmacéuticas
que no solo bloguean los efectos inflamatorios e inmunomoduladores de la IL-1, sino que también proporcionan efectos
proliferativos sobre el cartilago, el hueso y/o las células nerviosas dafiadas durante la patologia.

Un "antagonista de IL-1" para los fines de la presente invencion es como se define en las reivindicaciones. En general,
un "antagonista de IL-1" es cualquier molécula que bloquea la accion de IL-1a y/o IL-1 B por cualquier método, incluido
el bloqueo de la unién de estos agonistas al receptor IL-1R o el bloqueo de la sefial de efecto de transduccion del
propio receptor. Por lo tanto, los antagonistas de IL-1R1 e IL-1Rz se incluyen en la definicidon general de antagonistas
de IL-1. Algunos ejemplos no limitantes de antagonistas de IL-1 incluyen el inhibidor procedentes de monocito descrito
en la patente de Estados Unidos n.° 5.075.222; formas secretadas (slL-1ra) e intracelulares (iclL-1ra) del antagonista
del receptor de interleucina-1 descrito en C. Butcher ef al., J. Immunol., 153:701-711, 1994; una segunda forma
intracelular (iclL-1rall) descrita en las patentes de Estados Unidos n.°. 5.739.282; 5.837.495; y 5.981.713; el inhibidor
de IL-1 descrito en la patente de Estados Unidos n.° 5.359.032; el IL-1ra descrito en la patente de Estados Unidos n.°
5.455.330; el antagonista de IL-1 descrito en la patente de EE. UU. n.° y los inhibidores de interleucina-1 y los métodos
descritos en la patente de Estados Unidos n.° 6.096.728; 6.159.460; 6.294.170; y 6.599.873. También incluye las
moléculas descritas en la solicitud de Estados Unidos n.° 20030166069. Los antagonistas de IL-1 también incluyen
anticuerpos que interfieren con las interacciones entre la IL-1 y sus receptores de una manera para alterar su funcion
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biolégica. Los métodos para producir tales anticuerpos se pueden encontrar en Fredericks et al., mencionados
anteriormente, y en la solicitud de Estados Unidos n.° 20040097712, y 20030026806. Se anticipa que los anticuerpos
anti-IL-1R¢ descritos por Fredericks et al. puede experimentar una maduracion de afinidad como es bien conocido en
la técnica (por ejemplo, Yang et al., J. Mol. Biol. 254:392-403, 1995).

Las presentes composiciones se pueden usar para tratar cualquier enfermedad que se cree que esta mediada por
interleucina-1 como se define anteriormente o como entiende un experto en la técnica. Una lista no exclusiva de
enfermedades inflamatorias mediadas por interleucina-1 (IL-1) aguda y croénica incluye, pero sin limitacién, las
siguientes: pancreatitis aguda; ALS; enfermedad de Alzheimer; caquexia/anorexia; asma; aterosclerosis; sindrome de
fatiga crénica, fiebre; diabetes (por ejemplo, diabetes de insulina); glomerulonefritis; rechazo de injerto contra huésped;
shock hemohorragico; hiperalgesia, enfermedad inflamatoria del intestino; afecciones inflamatorias de una articulacion,
que incluyen osteoartritis, artritis psoriasica y artritis reumatoide; enfermedad degenerativa del disco; lesion isquémica,
incluida la isquemia cerebral (p. €j., lesion cerebral como resultado de un traumatismo, epilepsia, hemorragia o ictus,
cada uno de los cuales puede conducir a la neurodegeneracion); enfermedades pulmonares (por ejemplo, SDRA);
mieloma multiple; esclerosis multiple; mielégenas (por ejemplo, AML y CML) y otras leucemias; miopatias (por ejemplo,
metabolismo de proteinas musculares, especialmente en la sepsis); osteoporosis; enfermedad de Parkinson; dolor;
parto prematuro; psoriasis; lesion por reperfusion; shock séptico; efectos secundarios de la radioterapia, enfermedad
de la articulacién mandibular temporal, metastasis tumoral; o una afeccion inflamatoria resultante de una esguince,
torcedura, dafo del cartilago, traumatismo, cirugia ortopédica, infeccion u otros procesos de enfermedades.

Dado que la osteoartritis causa dolor en las articulaciones, se cree que esta causada por una deficiencia en la
produccion de matriz extracelular que incluye proteoglicanos sulfatados, acido hialurénico (AH) y colageno de tipo I,
las composiciones farmacéuticas también pueden incluir un vehiculo cargado negativamente, como AH. El AH es un
mucopolisacarido de alta viscosidad natural con enlaces alternativos, (1-3) glucurénidos y, (1-4) glucosaminidicos. Se
encuentra en el cordon umbilical, en el humor vitreo y en los fluidos sinoviales. Cualquier fuente de AH es adecuada,
sin embargo, el AH producido de forma recombinante (es decir, la proteina producida en cultivos de células
bacterianas, de levadura o de mamiferos) puede ser preferente al aislamiento de fuentes de tejidos animales o
humanos con el fin de asegurar la pureza de la composicion. En las funciones del tejido conectivo de AH como agente
de unién y de proteccion. Las fracciones de AH y las sales de AH se han usado para el tratamiento de articulaciones
Oseas dafiadas y osteoartritis. (Véase, la patente de Estados Unidos 5.925.626; la patente de Estados Unidos n.°
5.631.241 y el documento EP 0.939.086). EI AH también se usa en la viscocirugia y en la viscosuplementacién y como
ayuda en cirugia oftalmica.

El AH se ha usado como un componente para el tratamiento terapéutico de diversas afecciones, tanto usando el AH
como el principal agente terapéutico como un componente de una composicion terapéutica util para el tratamiento. En
experimentos realizados por otros, se usaron armazones de AH para implantar condrocitos autélogos en las rodillas
de los pacientes, con datos que muestran que los resultados sintomaticos y funcionales mejoran. Raynauld et al.,
(Osteoarthritis and Cartilage, 10 (7):506-517, 2002) describen los resultados usando una formulacién de AH junto con
la atenciéon adecuada en la que se mejord clinicamente la efectividad de los resultados primarios y secundarios en
comparacion con la atencién adecuada sola. En general, los resultados primarios se pueden medir como un cambio
en el indice de osteoartritis de Western Ontario y McMaster (WOMAC), que es una medida del dolor. Las medidas de
resultados secundarias incluiran la discapacidad funcional y la calidad de vida autoinformada. Si el resultado
terapéutico incluye un agente modificador de la enfermedad, la morfologia de la articulaciéon también es una variable
de resultado primaria. (Hochberg et al., J. of Rhematolog. 24(4):792-794, 1997).

La patente de Estados Unidos n.° 4.636.524 divulga geles reticulados de AH, solos y mezclados con otros polimeros
hidréfilos y que contienen diversas sustancias o sustancias de bajo peso molecular unidas covalentemente y procesos
para prepararlos. Estos productos son utiles en numerosas aplicaciones que incluyen formulaciones cosméticas y
como sistemas de administracion de farmacos. Se sabe que el AH es un polimero biolégicamente tolerable en el
sentido de que no causa ninguna respuesta inmune o de otro tipo cuando se introduce en un cuerpo humano, los geles
de AH reticulados se pueden usar para diversas aplicaciones médicas. Los geles reticulados modificados con otros
polimeros o sustancias de bajo peso molecular pueden usarse como dispositivos de administracion de farmacos.

El certificado de patente canadiense 1.240.929 ensefia la combinacion de compuesto de sulfato de condroitina y un
hialuronato para proteger las capas de células humanas y animales y el tejido sujeto a la exposicion al trauma.

La patente de Estados Unidos 4.851.521 y la solicitud de patente europea 0.265.116, describen ambas fracciones de
AH y ésteres reticulados de AH. La patente de Estados Unidos 4.851.521 describe ésteres de AH incorporados en
preparaciones farmacéuticas como principio activo y como vehiculos para medicamentos oftalmoldgicos para su uso
tépico y en supositorios para un efecto sistémico debido al efecto de la absorcién transcutanea, como en los
supositorios.
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La patente de Estados Unidos n.° 6.221.854 y 5.942.499 de Cl (Reexam 4806) describen el uso de AH y FGF basico
(FGF-2) para el tratamiento del hueso. La patente ensefia una mezcla inyectable que se administra en un sitio
ortotdpico o intradseo del crecimiento de hueso deseado.

A diferencia, la combinacion del polipéptido FGF18 y el antagonista de IL-1 de la presente divulgaciéon proporciona
una composicion y un método que incluye la estimulacion y proliferacion de condrocitos maduros y/o sus progenitores,
en particular condrocitos diferenciados, capaces de inducir funciones celulares especializadas, normalmente
asociadas con células terminales diferenciadas. Cuando la composicion divulgada en el presente documento se
administra localmente al cartilago articular, la proliferacion de las células y la sintesis concomitante de
glicosaminoglicanos aumenta mas alla de los resultados observados con FGF18 o el antagonista de IL-1 solo. Estos
resultados indican que la composicién divulgada en el presente documento puede desempefiar un papel terapéutico
en el mantenimiento o reparacion del tejido cartilaginoso, tales como articulaciones dafiadas por osteoartritis, artritis
reumatoide o lesion traumatica.

Se ha demostrado que FGF 18 aumenta la deposicién de cartilago tanto in vivo como in vitro. La generacion de cartilago
hialino, cartilago elastico y fibrocartilago son valiosos tanto como un componente terapéutico como para las matrices
bioldgicas. Las composiciones de FGF18 y antagonistas de IL-1 (con o sin AH) seran Utiles para tratar los defectos del
cartilago articular en las articulaciones sinoviales que se deben a la fibrilacion superficial relacionada con la edad, la
degeneracion del cartilago debido a la osteoartritis y los defectos condrales y osteocondrales focales debidos a la
lesién o enfermedad. Las composiciones de FGF18, y antagonistas de IL-1 (con o sin AH) también seran Utiles para
tratar la enfermedad articular causada por osteocondritis disecante y la enfermedad articular degenerativa. En el
campo de la cirugia reconstructiva y plastica, las composiciones de FGF18 y antagonistas de IL-1 (con o sin AH) seran
Utiles para la expansion y transferencia autdgena o alogénica del cartilago para la reconstruccion de defectos tisulares
extensos. Las expansiones de las células y la induccion de la produccién de cartilago elastico seran utiles para la
generacion y reparacion del tejido del oido y la nariz.

Las composiciones de FGF18 y antagonista de IL-1 pueden administrarse por cualquier medio, ya sea por via sistémica
o local, conocido por un experto en la técnica tal como administracion subcutanea, intraperitoneal o intravenosa.
Dependiendo de la enfermedad que se esté tratando, un método preferente puede ser la aplicacién por inyeccion
directa en el liquido sinovial de la articulacion o directamente en el defecto, ya sea solo o en complejo con un vehiculo
adecuado para la liberacion prolongada de proteinas. Sin embargo, cuando el FGF18 y el antagonista de IL-1 se
administra directamente a la articulacion sinovial, los efectos de las composiciones para estimular la proliferacion de
condrocitos exceden a los del polipéptido FGF18 o el antagonista de IL-1 solo.

El FGF18 también se puede usar para expandir las poblaciones de condrocitos, hueso o tejido nervioso en cultivo para
trasplante alégeno o alogénico y luego administrarse con un tratamiento simultaneo que consiste en la administracion
del polipéptido FGF18 y las composiciones antagonistas de IL-1. En estos procedimientos, por ejemplo, los condrocitos
pueden recogerse artroscopicamente de un area de carga menor no lesionada de la articulacion dafiada, y pueden
cultivarse en presencia de composiciones de FGF18 para aumentar el nimero de células antes del trasplante. Los
cultivos expandidos se mezclaran luego con el polipéptido FGF18 y las composiciones antagonistas de IL-1, y se
colocaran en el espacio articular o directamente en el defecto. Las composiciones de FGF18 y antagonista de IL-1 se
pueden usar junto con injertos periésticos o pericondriales que contienen células que pueden formar cartilago y/o
ayudar a mantener los condrocitos trasplantados o sus células precursoras en su lugar. Las composiciones de FGF18
y antagonista de IL-1 se pueden usar para reparar el dafio del cartilago junto con el lavado de la articulacién, la
estimulacion de la médula ésea, la artroplastia de abrasion, la perforacion subcondral o la microfractura del hueso
subcondral. Ademas, después del crecimiento del cartilago debido a la administracion de la composicién de FGF18 y
antagonista de IL-1, puede ser necesario un tratamiento quirdrgico adicional para contornear adecuadamente el
cartilago recién formado, el hueso o la superficie del tejido nervioso.

Las composiciones de la presente invencion son Utiles para estimular la proliferacion de condrocitos y la produccion
de cartilago en tejidos cartilaginosos que se han dafiado debido a lesién traumatica o condropatia. De particular
importancia para el tratamiento son los tejidos que muestran superficies articuladas, tales como, la columna vertebral,
el hombro, el codo, la mufieca, las articulaciones de los dedos, la cadera, la rodilla, el tobillo y las articulaciones de los
pies. Ejemplos de enfermedades que pueden beneficiarse del tratamiento incluyen osteoartritis, artritis reumatoide,
otras enfermedades autoinmunes u osteocondritis desecante. Ademas, la malformacion del cartilago se ve a menudo
en formas de enanismo en los seres humanos, lo que sugiere que el FGF18 seria Util en estos pacientes.

Las composiciones de FGF18 y antagonista de IL-1 pueden aplicarse mediante inyeccion directa en el espacio sinovial
de la articulacion, en los tejidos cercanos o directamente en un defecto del cartilago junto con un vehiculo que muestra
una carga negativa en condiciones fisiolégicas. Dado que FGF 18 tiene un punto isoeléctrico de > 9,0, a pH fisiolégico,
FGF18 muestra una carga neta positiva. Por lo tanto, las moléculas portadoras con una gran cantidad de carga
negativa pueden unirse al FGF18 y aumentar su actividad. Dichos vehiculos incluyen hialuronanos de bajo y alto peso
molecular, proteoglicanos sulfatados, matrices de polilactida, polilactida-co-glicolidos, tetradecasulfato de ciclodextrina
B, hidroxiapatita, microesferas de alginato, quitosanos, metilcelulosa y otros polimeros bien conocidos en la técnica.

Para su uso farmacéutico, las composiciones de la presente invencion se formulan para la administracion intraarticular
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de acuerdo con los métodos convencionales. La pauta posolégica se determinara usando diversas variables del
paciente (por ejemplo, peso, edad, sexo), asi como la presentacion clinica (por ejemplo, alcance de la lesién, lugar de
la lesién, etc.) En general, las formulaciones farmacéuticas incluiran una proteina FGF18 junto con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, como solucién salina, solucién salina tamponada, dextrosa al 5 % en agua o similares.
Las formulaciones pueden incluir ademas uno o mas excipientes, conservantes, solubilizantes, agentes tamponadores,
albumina para evitar la pérdida de proteinas en la superficie de los viales, prolongar la semivida, etc. EIl FGF18 y el
antagonista de IL-1 puede administrarse por separado o en combinacién como una unica composicién. Por lo tanto,
las formulaciones pueden proporcionarse como una formulacién Gnica o como un kit de multiples componentes. Los
métodos de formulacion son bien conocidos en la técnica y se divulgan, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical
Sciences, Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton PA, 1990, que se incorpora en el presente documento por
referencia. La determinacion de la dosis esta dentro del nivel del experto en la técnica. Las proteinas pueden
administrarse para el tratamiento agudo, durante una semana o menos, a menudo durante un periodo de uno a tres
dias o pueden usarse en el tratamiento cronico, durante varios meses o afios.

La administracion de proteinas generalmente requiere una formulacién que prolongue la semivida o la actividad
biolégica de la proteina activa al aumentar la resistencia a la degradacién o agregacion proteolitica. La administracion
de una composicion terapéutica proteica también puede ser dificil cuando el sitio para la accion terapéutica se limita
preferentemente a una ubicacion especifica en el cuerpo. La presente invencion proporciona formulaciones de FGF18
y antagonistas de IL-1 que seran mas faciles de administrar y mas efectivas, y otros usos que deberian ser evidentes
para los expertos en la técnica a partir de las ensefianzas del presente documento.

En otras realizaciones, una composicion farmacéutica de FGF18 y antagonista de IL-1 comprendera una formulacion
para la liberacién temporalizada de la proteina. Las formulaciones de liberacion temporalizada generalmente incluyen
un dispositivo de administracién monolitica que comprende soluciones biocompatibles, geles, pastas y masillas en una
matriz, en la que la composicién esta atrapada o disuelta. La liberacion de dicha composicién de liberacion
temporalizada se produce por difusion a través de la matriz y/o erosion de la matriz. También se puede usar un sistema
de depdsito, en el que la composicion farmacéutica se difunde a través de una membrana.

Aunque la administracion de FGF18 y antagonistas de IL-1 en una mezcla farmacéuticamente aceptable, es suficiente
para proporcionar el método de tratamiento de la presente invencion, puede haber situaciones clinicas en las que se
combinen farmacos adicionales en la mezcla. Ejemplos de otros farmacos que pueden estar indicados clinicamente
incluyen farmacos antiinflamatorios como los inhibidores de la ciclooxigenasa-2 especificos y no especificos, farmacos
antiinflamatorios no esteroideos y esteroideos. Algunos de los inhibidores de COX no especificos que podrian usarse
en la presente invencion incluyen acido salicilico y derivados, tales como aspirina o sulfasalazina, derivados de para-
aminofenol, como acetaminofeno, indol y acidos indenoacéticos, como indometacina o sulindaco, acidos
arilpropionicos, como ibuprofeno, naproxeno u oxaprozina, acidos antranilicos, como el acido mefenamico, acidos
endlicos que incluyen oxicams o alcanonoes, como la nabumentona. Los inhibidores especificos de la COX-2 serian
las furanonas sustituidas con diarilo (Refecoxib), los pirazoles sustituidos con diarilo (Celecoxib), los acidos acéticos
de indol (Etodolac) y las sulfonalidas (Nimesulida). Ademas, los esteroides, como la dexametasona, prednisona,
triamcinolona o metilprednisona, se encuentran entre los farmacosque podrian usarse. Otros tipos de farmacos
adecuados para la presente invencion serian inhibidores de la familia del factor de necrosis tumoral, como Enbrel o
TACI-lg, antagonistas de IL-18 e IL-15, y farmacos inmunosupresores tales como ciclosporina. Ademas, el FGF18
puede administrarse con inhibidores de la familia de quimiocinas CC (MCP-1, RANTES, MIP-1 alfa y MIP-1beta) y
CXC (IL-8 y GRO-alfa).

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplo 1

El efecto de IL-1B en la actividad mitogénica de FGF18

Aislamiento de condrocitos articulares humanos normales

Los condrocitos humanos normales se aislaron del hueso del astragalo obtenido del North West Tissue Center (Seattle,
WA). Las muestras se digirieron durante una noche en colagenasa (Worthington Tipo Il; 1 mg/ml) y se colocaron en
placas al dia siguiente en DMEM/F12 sin suero que contenia ITS (insulina/transferencia/selenio), glutamina, piruvato,
Hepes (25 mM) y acido ascorbico (50 pg/ml). La mayoria de las células mostraron una morfologia redondeada
caracteristica de los condrocitos bien diferenciados y > 90 % de las células expresaron colageno tipo Il, caracteristico
de los condrocitos bien diferenciados. Todos los ensayos se realizaron en células de primer pasaje.

Ensayo mitogénico (captacion de 3H-timidina)
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Los condrocitos obtenidos de individuos normales se colocaron en placas de 96 pocillos a una densidad de 30.000
células por 96 pocillos, ya sea en medio sin suero o en medio sin suero que contenia suero al 1 %. Después de 4 dias,
el medio se cambié a medio sin suero que contenia BSA al 0,1 %. En ambos casos, los condrocitos conservaron su
morfologia bien diferenciada y redondeada. Se afiadié FGF18 a los pocillos después de 48 horas adicionales de cultivo
y se afiadié *H-timidina (2 pC/ml) 48 horas mas tarde. Se usé suero de ternera fetal (10 %) como control positivo.
Después de 24 h mas, las células se recogieron con una solucion de tripsina y colagenasa tipo Il (2 mg/ml, Worthington)
y se contaron para determinar el numero de cpm incorporadas.

También se realizaron estudios para evaluar el efecto de la IL-13 sobre la actividad mitogénica de FGF18. Para estos
ensayos, se colocaron condrocitos en medio sin suero y se afiadieron FGF18 y/o IL-18 humana después de 48 horas.
Se afiadi6 *H-timidina (2 pC/ml) 48 horas mas tarde y las células recogidas y se contaron después de 24 horas. Los
resultados de este experimento se representan graficamente en la Figura 1. Este experimento indica que la IL-1
suprime parcialmente el efecto proliferativo de FGF18, de modo que la inhibicién de la actividad de IL-1 beneficiara al
efecto proliferativo de FGF18 en las células derivadas mesenquimales, como los condrocitos.

Ejemplo 2

Inyeccién intraarticular de FGF18 y antagonista IL-1

El FGF18 se liofiliza y se reconstituye a la concentracion adecuada en PBS o hialuronano al 0,5 % (0,2 ym de filtro
estéril). Se inyecta una dosis Unica de FGF18, vehiculo PBS o hialuronano, o la combinacion adecuada de FGF18
disuelto en PBS y hialuronano y antagonista de IL-1, contenido en un volumen final de 5 pl en el espacio intraarticular
de la babilla (rodilla) izquierda de ratones hembra c57/B16 de 10 semanas de edad. Todas las dosis se realizan bajo
anestesia con isoflurano y se administran 100 ul de buprenorefina tras la recuperacion de la analgesia. Los animales
se sacrifican 2 semanas después de la dosificacion y se toman los tejidos para la histologia habitual.

Se usaron los siguientes grupos de dosis:

Grupo tratamiento

1 Sin tratamiento
PBS
5 ug FGF18 en PBS + antagonista IL-1
0,5 ug FGF18 en PBS + antagonista IL-1
0,05 pg FGF18 en PBS + antagonista IL-1
Hialuronano 0,5 %
Hialuronano 0,5 % + 5,0 yg FGF18 + antagonista IL-1
Hialuronano 0,5 % + 0,5 yg FGF18 + antagonista IL-1
Hialuronano 0,5 % + 0,05 uyg FGF18 + antagonista IL-1
Inyeccion simulada

Co~NOOOhWN

-
o

Ejemplo 3

Tratamiento del modelo AR

1. Artritis adyuvante de rata

Las ratas se preparan como se describe en Benedele et al., Arth. Rheum. 42(3):498-506, 1999. En resumen, a las
ratas macho se les administran inyecciones subcutaneas unicas (SC) de 100 microlitros de CFA a las que se afiadieron
5 mg/ml de lipoidalamina (LA). Los tratamientos se iniciaron el dia 8, que fue 1-2 dias antes del inicio de la artritis.

Las ratas se tratan con concentraciones variables de FGF18 y antagonista de IL-1, tanto solas como en combinacion
y preferentemente con y sin el vehiculo de AH a través de inyeccion intraarticular. El peso de la pata, el diametro de
la articulacion del tobillo y el area bajo la curva para el didmetro de la articulacion del tobillo se encuentran entre las
variables medidas después del tratamiento. Ademas, se emprende la evaluacion histolégica de la inflamacion, la
formacién de pannus, el dafio del cartilago y las lesiones 6seas.

2. Artritis de rata inducida por colageno tipo I

Las ratas se preparan como se describe en Benedele et al., Arth. Rheum. 42(3):498-506, 1999. En resumen, a las
ratas hembras se les administran inyecciones intradérmicas/SC de colageno bovino tipo Il (2 mg/ml en IFA) en la base
dela colay en tres sitios sobre la espalda el dia 0 y el dia 7. En el dia 12 se les administra una inyeccion intraperitoneal
de endotoxina (3 mg/kg). El inicio de la artritis se produce en los siguientes 5 dias. A medida que las ratas desarrollan
la enfermedad, se asignan al azar a los grupos de estudio y el tratamiento se inicia el primer dia en que los signos
clinicos de artritis son claramente visibles.

Las ratas se tratan con concentraciones variables de FGF18 y antagonista de IL-1, tanto solas como en combinacion
y preferentemente con y sin el vehiculo de AH a través de inyeccion intraarticular. El peso de la pata, el diametro de
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la articulacion del tobillo y el area bajo la curva para el didmetro de la articulacion del tobillo se encuentran entre las
variables medidas después del tratamiento. Ademas, se emprende la evaluacion histolégica de la inflamacion, la
formacién de pannus, el dafio del cartilago y las lesiones 6seas.

Ejemplo 4

Tratamiento del modelo de osteoartritis

(Ejemplo comparativo)

Para evaluar si la combinacion de FGF18 y el antagonista de IL-1 podria ser mas efectiva que el FGF18 solo para
generar tejido condral y revertir la degeneracion del cartilago en un entorno de osteoartritis (OA), se induce la OA
creando un desgarro meniscal en la articulacion de la rodilla de las ratas. En este modelo, el dafio al menisco induce
la degeneracion progresiva del cartilago y la formacion de osteofitos que imitan los cambios que se producen en la
osteoartritis espontanea.

El FGF18 se disuelve en un vehiculo de hialuronano, se mezcla con un antagonista de IL-1 y se aplica a la rodilla
operada mediante inyeccion intraarticular. La reparacién de la degeneraciéon del cartilago se evalua 3 semanas
después. Se transecciona el ligamento colateral medial de cada rata y el menisco medial se corta a través de todo el
espesor para simular un desgarro completo. Tres semanas después de la cirugia, las ratas reciben inyecciones
intraarticulares de vehiculo (hialuronano al 0,5 %) o vehiculo que contiene FGF18 humano recombinante procedente
de E. coli (0,1, 1,0 0 5,0 g) o FGF18 combinado con antagonista de IL-1 dos veces por semana durante tres semanas.
Cuatro dias después de la Ultima inyeccion, las articulaciones de la rodilla se recolectan, se recogen en formalina
tamponada, se descalcifican y se embeben en parafina para histologia. Las secciones frontales de las articulaciones
de la rodilla se tifien con azul de toluidina para evaluar la formacion de tejido condral. Se captura una imagen de la
meseta tibial de cada rodilla usando un sistema de analisis de imagenes Optimas. Se analizan microscopicamente
multiples secciones de la rodilla derecha y se puntiian subjetivamente para determinar la degeneracion del cartilago
(condrocitos/pérdida de matriz y fibrilacion) y la formacion de condrofitos. La atencion estricta a las zonas (exteriores,
medias y tercios interiores de la meseta tibial medial) se adhieren y se suman para reflejar la gravedad total de la
degeneracion tibial. Se evaluaron las mediciones micrométricas de la extension total de la meseta tibial afectada por
la degeneracion, el ancho de las lesiones tibiales que se extendieron> 50 % del espesor del cartilago (ancho de
degeneracion del cartilago tibial), la profundidad de la lesién (relacion de profundidad), el espesor del cartilago tibial
medial a la linea tidal y el tamafio y nimero de condrofitos. El analisis estadistico de los parametros histopatolégicos
se realiza comparando las medias de los grupos usando la prueba t de Student de dos colas o mediante andlisis de
varianza. Todas las inyecciones y la puntuacién son realizadas por investigadores a ciegas a los grupos de tratamiento.
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205
ctcacactcc
tgttgacttg
ggtgcttgtc

tgaggaaacc

aaaaaaaaaa ctcgag

195 200
taggccaccce cgccgcecggcecce ctcaggtcge cctggcecaca
cagaaaactg 681
catcagagga atatttttac atgaaaaata aggattttat
aaacccccga 741
tgacaaaaga ctcacgcaaa gggactgtag tcaacccaca
tctctctagg 801
aacagacaac tctaaactcg tccccagagg aggacttgaa
aacactttga 861
gaaaccaaag tcctttttcc caaaggttct gaaaaaaaaa
917
<210> 2
<211> 207
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Met Tyr Ser Ala Pro Ser Ala Cys Thr Cys Leu
Leu
1 5 10
Leu Leu Cys Phe Gln Val Gln Val Leu Val Ala
Asp

20 25

Phe Arg Ile His Val Glu Asn Gln Thr Arg Ala
Ser

35 40
Arg Lys Gln Leu Arg Leu Tyr Gln Leu Tyr Ser
Lys

50 55
His Ile Gln Val Leu Gly Arg Arg Ile Ser Ala
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65 70 75
Asp Lys Tyr Ala Gln Leu Leu Val Glu Thr Asp
Gln
85 90
Val Arg Ile Lys Gly Lys Glu Thr Glu Phe Tyr
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100 105
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Phe Arg Ile His Val Glu Asn Gln Thr
Ser :
35 40
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Lys
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Lys Gly Pro Lys Thr Arg Glu Asn Gln Gln Asp Val His Phe Met
Lys
165 170 175
Arg Tyr Pro Lys Gly Gln Ala Glu Leu Gln Lys Pro Phe Lys Tyr
Thr
180 185 190
Thr Val Thr Lys Arg Ser Arg Arg Ile Arg Pro Thr His Pro Gly
195 200 205

<210> 5

<211> 153

<212> PRT

<213> Homosapien

<220>

<221> VARIANTE

<222>1

<223> Xaa es Met o esta ausente.

<400> 5
Xaa Arg Pro Ser Gly Arg Lys Ser Ser Lys Met Gln Ala Phe Arg
Ile

1 5 ; 10 15
Trp Asp Val Asn Gln Lys Thr Phe Tyr Leu Arg Asn Asn Gln Leu
Val

20 25 30
Ala Gly Tyr Leu Gln Gly Pro Asn Val Asn Leu Glu Glu Lys Ile
Asp
35 40 45
Val Val Pro Ile Glu Pro His Ala Leu Phe Leu Gly Ile His Gly
Gly
50 55 60
Lys Met Cys Leu Ser Cys Val Lys Ser Gly Asp Glu Thr Arg Leu
Gln
65 70 75 80
Leu Glu Ala Val Asn Ile Thr Asp Leu Ser Glu Asn Arg Lys Gln
Asp
85 90 95
Lys Arg Phe Ala Phe Ile Arg Ser Asp Ser Gly Pro Thr Thr Ser
Phe
100 105 110
Glu Ser Ala Ala Cys Pro Gly Trp Phe Leu Cys Thr Ala Met Glu
Ala
115 120 125
Asp Gln Pro Val Ser Leu Thr Asn Met Pro Asp Glu Gly Val Met
Val
130 135 140

Thr Lys Phe Tyr Phe Gln Glu Asp Glu
145 150

18
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica que comprende FGF18 y un antagonista de IL-1 seleccionado de entre el grupo que
consiste en:

(i) IL-1ra, en donde dicha IL-1ra se selecciona de entre una IL-1ra recombinante o una proteina de fusién IL-1ra,
comprendiendo dicha proteina de fusion la secuencia de IL-1ra mostrada en la SEQ ID NO:5 o un fragmento
inhibidor de IL-1 de la misma y un dominio constante de una cadena pesada o una cadena ligera de
inmunoglobulina humana en el extremo amino de dicho IL-1ra; o

(i) un anticuerpo anti-IL-1Ry;

en donde dicha composicion farmacéutica no comprende acido hialurénico.

2. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que dicha IL-1ra es una IL-1ra recombinante.

3. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que el dominio constante es un dominio constante de
cadena pesada.

4. La composiciéon farmacéutica de cualquier reivindicacion anterior, en la que el FGF18 comprende del resto 28 al
resto 207 de la SEQ ID NO:2.

5. La composicion farmacéutica de cualquier reivindicacion anterior, en la que el FGF18 comprende del resto 28 al
resto 196 de la SEQ ID NO:2.

6. La composiciéon farmacéutica de cualquier reivindicacion anterior, que comprende ademas un vehiculo cargado
negativamente seleccionado de entre el grupo que consiste en proteoglicanos sulfatados, matrices de polilactida o
polilactida-co-glicolida, tetradecasulfato de ciclodextrina B, hidroxiapatita, microesferas de alginato, quitosanos y
metilcelulosa.

7. La composicion farmacéutica de cualquier reivindicacion anterior, en la que dicha composiciéon es una composicion
de liberacién temporalizada.

8. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que dicha formulacion de liberacidon temporalizada
comprende una matriz seleccionada de entre el grupo que consiste en una solucién, un gel, una pasta o una masilla.

9. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que dicha formulacion de liberacidon temporalizada
comprende un sistema de depdésito.

10. La composicion farmacéutica de cualquier reivindicacién anterior, que comprende ademas un farmaco
antiinflamatorio.

11. La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que consiste en:

FGF18,

el antagonista de IL-1,

y opcionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y uno o mas excipientes, conservantes, solubilizantes,
agentes tamponantes o albumina.

12. La composicién farmacéutica de cualquier reivindicacién anterior, para su uso en medicina.

13. Una composicion farmacéutica de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, para su uso en el tratamiento de
una enfermedad articular degenerativa, afecciones articulares inflamatorias, condropatia, defectos del cartilago
articular en las articulaciones sinoviales debidas a fibrilacién superficial relacionada con la edad, defectos condrales u
osteocondrales focales debidos a lesion o enfermedad, u osteocondritis disecante, en un paciente, mediante la
estimulacion de la proliferacion de condrocitos y la reparacion del cartilago a través de la potenciacion de los efectos
estimulantes de FGF18 por inhibicion de la actividad de IL-1.

14. Una composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde dicha composicion debe
administrarse mediante inyeccién intraarticular o por implantacién quirurgica.

15. FGF18 y un antagonista de IL-1 en ausencia de acido hialurénico para su uso en el tratamiento de la enfermedad
articular degenerativa, afecciones articulares inflamatorias, condropatia, defectos del cartilago articular en las
articulaciones sinoviales debidas a fibrilacion superficial relacionada con la edad, defectos condrales u osteocondrales
focales debidos a lesion o enfermedad, u osteocondritis disecante, en un paciente, mediante la estimulacion de la
proliferacion de condrocitos y la reparacion del cartilago a través de la potenciacién de los efectos estimulantes de
FGF18 por inhibicién de la actividad de IL-1;

en donde dicho antagonista de IL-1 se selecciona de entre el grupo que consiste en:
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(i) IL-1ra, en donde dicha IL-1ra se selecciona de entre una IL-1ra recombinante o una proteina de fusién IL-1ra,
comprendiendo dicha proteina de fusién la secuencia de IL-1ra mostrada en la SEQ ID NO:5 o un fragmento
inhibidor de IL-1 de la misma y un dominio constante de una cadena pesada o una cadena ligera de
inmunoglobulina humana en el extremo amino de dicho IL-1ra; o

(i) un anticuerpo anti-IL-1R;.

16. FGF18 y un antagonista de IL-1 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 15, en donde dicha IL-1ra es una IL-
1ra recombinante.

17. FGF18 y un antagonista de IL-1 para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 15 o 16, en donde el FGF18 y el
antagonista de IL-1 deben administrarse en combinacién como una Unica composicién o por separado.

18. FGF18 y un antagonista de IL-1 para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15-17, en donde el
FGF18 y el antagonista de IL-1 deben administrarse mediante inyeccion intraarticular.

19. FGF18 y un antagonista de IL-1 para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 15-17, en donde el
FGF18 y el antagonista de IL-1 deben administrarse por implantacion quirurgica.
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FIGURA 1

21




	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos

