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Un inhibitor selectiv de semnalizare IL-
6-trans poate fi utilizat pentru a trata o
varietate de afectiuni mediate de IL-6, inclusiv
boli inflamatorii si cancer. Inhibitorul poate fi
administrat in sigurantd la oameni la o
varietate de doze. Mai mult, inhibitorul reduce
efectele ddunitoare asociate cu alti inhibitori

2
IL-6, cum ar fi scidderea numdrului de
neutrofile, a numirului de trombocite si a
nivelurilor de proteine C-reactive.
Secvente: 2
Revendicari: 15
Figuri: 8
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(57) Abstract:

1
A selective ~ IL-6-trans-signalling
inhibitor can be used to treat a variety of IL-6-
mediated conditions, including inflammatory
diseases and cancer. The inhibitor can safely
be administered to humans at a variety of
doses. Moreover, the inhibitor lessens

2
deleterious effects associated with other IL-6
inhibitors such as lowering neutrophil counts,
platelet counts and levels of C-reactive protein.
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Descriere:
(Descrierea se publici in varianta redactati de solicitant)

REFERINTA LA CERERILE DE BREVET DE INVENTIE ASOCIATE

Aceasta cerere revendicd dreptul de prioritate al cererii de brevet de inventie provizorii
U.S. Nr. 62/086054, inregistratd pe 1 decembrie, 2014, al cdrui confinut este incorporat in continut
in intregime.

STADIUL TEHNICII

IL-6 este o citokind pleiotropd produsd de celule hematopoietice si non-hematopoietice,
de exemplu ca raspuns la infectie si leziuni tisulare. IL-6 isi exercitd multiplele activititi biologice
prin doud cii principale de semnalizare, asa-numita cale clasica a receptorului ligandului prin IL-
6R legat de membrand prezent in principal pe hepatocite si anumite leucocite si o cale de trans-
semnalizare prin sIL-6R circulant provenind din clivajul proteolitic al IL-6R legat de membrana
sau din imbinarea alternativa.

In calea clasica, IL-6 se leagi direct de IL-6R legat de membrani pe suprafata unei game
limitate de tipuri de celule. Complexul IL-6/IL-6R se asociaza cu un dimer pre-format al proteinei
receptorului gpl30 care transduce semnalul, provocand modificiri sterice in homodimerul gp130
si inifiind astfel o cascadd de semmalizare intracelulard. Semnalizarea clasicd este responsabild
pentru mecanismele inflamatorii acute de apdrare si functiile fiziologice cruciale ale IL-6, cum ar
fi cresterea si semnalele regenerative pentru celulele epiteliale intestinale.

Domeniile extracelulare ale IL-6R si gp130 pot fi generate fard domeniile de ancorare a
membranei prin traducerea ARNm imbinat alternativ, rezultand variante sIL-6R si sgp130. in plus,
domeniul extracelular al IL-6R poate fi eliminat de proteazele legate de membrand ale familiei
dezintegrind A si metaloproteazd (ADAM) (1a om, ADAM17) pentru a genera sIL-6R. In procesul
de trans-semnalizare, sIL-6R se¢ leagd de IL-6, formiand un complex agonistic care se¢ leaga de
dimerii trans-membranari gp130 prezenti pe o multitudine de tipuri de celule care nu exprima IL-
6R legat de membrand; Semnalizarea IL-6 de citre traductorii de semnal si activatorii de
transcripfie (STAT) este apoi indusa in celule care in mod normal nu rdspund la IL-6. Activitatea
complexului IL-6/sIL-6R este controlatd in mod normal de nivelurile de sgpl30 prezente in
circulatie care concureazi efectiv cu gp130 legat de membrani. 7Trans-semnalizarea este implicati
in principal in inflamatia cronici si s-a demonstrat cd impiedica populatia de celule T mucozale
care promoveaza boala s intre in apoptoza.

Ar fi de dorit s existe o moleculd care si imite inhibitorul natural de trans- semnalizare
sgp130, dar cu o afinitate de legare mai mare si, in consecinti, o activitate inhibitoare mai
puternicd. Mai mult, ar fi de dorit sd existe o molecula care si poatd fi administratd oamenilor cu
toxicitate minima si potential imunogen.

EXPUNEREA PE SCURT A INVENTIEI

In prezent s-a constatat cd un inhibitor de trans-semnalizare a IL-6 selectiv poate fi
administrat la oameni fird efecte ddunitoare semnificative intr-un interval mare de dozare. Mai
mult, s-a constatat in mod surprinzitor ca timpul de injumdtitire terminald al inhibitorului permite
dozarea pe o perioadd de o siptimani, o datd la doud siptimani (adica fiecare altd sdptimana),
lunar sau chiar mai frecvent.

In anumite realiziri, inventia include un inhibitor (de exemplu, un dimer polipeptidic asa
cum este dezvaluit in continut) pentru tratamentul unei boli inflamatorii sau a unei afectiuni
mediate de IL-6, in care polipeptida este administratd la o doza de 0,5 mg pand la 5 g. Inventia
include, de asemenea, o metoda de tratare a bolilor inflamatorii prin administrarea inhibitorului (de
exemplu, un dimer polipeptidic asa cum este dezvaluit in continut), in care doza de inhibitor este
de la 0,5 mg pana la 5 g. Inventia include in plus utilizarea unui astfel de inhibitor la fabricarea
unui medicament pentru tratarea unei boli inflamatorii la doza indicatd. De preferintd, este tratat un
OIm.

in alte realizari, inventia include un dimer polipeptidic asa cum este dezvaluit in continut
pentru tratarea unei afectiuni mediate de IL-6 fird scdderea semnificativdi a numdirului de
neutrofile, a numdrului de trombocite si/sau a nivelurilor de proteind C- reactivd sau fard a reduce
numdrul de neutrofile, numérul de trombocite si/sau nivelurile de proteind C- reactivd sub un
interval normal la subiectii sdndtosi sau la pacientii care suferd de o afectiune mediatd de IL-6.
Inventia include, de asemenea, utilizarea dimerului polipeptidic intr-o metoda de tratare a unei
afectiuni mediate de IL-6 prin administrarea unui dimer polipeptidic asa cum este dezviluit in
continut, in care metoda nu scade semnificativ numdrul de neutrofile, numarul de trombocite si/sau
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nivelurile de proteina C-reactivd. Invenfia include in plus utilizarea unui astfel de dimer
polipeptidic la fabricarea unui medicament pentru tratarea unei afectiuni mediate de IL-6 fard a
reduce semnificativ numirul de neutrofile, numarul de trombocite si/sau nivelurile de proteina C-
reactiva. De preferintd, este tratat un om.

DESCRIEREA PE SCURT A FIGURILOR

FIG. 1 prezinta calea de trans-semnalizare a IL-6. sIL-6R generat din ARNm imbinat alternativ
sau clivaj proteolitic este capabil si se lege de IL-6 pentru a forma un complex IL-6/sIL-6 care se
leaga de gp130 prezent pe marea majoritate a tipurilor de celule ale corpului si induce o cascada de
semnalizare intracelulara.

FIG. 2 prezintd faptul cd un dimer polipeptidic cuprinzand doi monomeri din SECV ID NR: 1 nu
interfereaza cu legarea IL-6 de IL-6R legat de membrand (semnalizare clasicd), ci se leaga selectiv
de complexul IL-6/sIL-6R si previne trans-semnalizarea.

FIG. 3 prezintd profiluri dupd perfuzie i.v. de Peptidad 1 (panoul din stinga) 1a 0,75 mg, 7,5 mg, 75
mg, 150 mg, 300 mg, 600 mg si 750 mg si injectie s.c. (panoul din dreapta) la 60 mg (2 x 2mL).
FIG. 4 prezinta profiluri dupa administrarea intravenoasi la 75 mg, 300 mg si 750 mg la subiecti
sdndtosi (panoul din stAnga) si pacientii cu CD in remisie clinicd (panoul din dreapta).

FIG. 5 prezintd profiluri dupa administrarea intravenoasd la 75 mg, 300 mg si 750 mg o datd pe
saptdmand timp de 4 sdptdmani la subiecti sdndtosi.

FIG. 6 prezintd predictiile modelului utilizind un model PK structural cu 2 compartimente (linie
continud) si date observate (cercuri) in testul 000115.

FIG. 7 prezintd secventa de nucleotide si aminoacizi ai subunitafii gp130-Fc unice.

FIG. 8 prezintd elemente de secventd de nucleotide ale plasmidei de expresie pFERO02.

DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI

Inhibitorii preferati ai inventiei includ un dimer de doi monomeri gpl30-Fc de fuziune
(de exemplu, doi monomeri din SECV ID NR: 1). In forma sa activi, polipeptida din SECV ID
NR: 1 existd ca un dimer legat de doud legituri disulfurd la Cys623 si Cys626 (FIG. 2). SECV ID
NR: 2 corespunde secventei de aminoacizi a unui monomer de fuziune gpl130-Fc avand peptida
semnal endogend. Peptida semnal este indepirtatd in timpul sintezei proteinei, cu rezultat in
producerea polipeptidei din SECV ID NR: 1.

Dimerii polipeptidici descrisi in continut inhibd selectiv trans-semnalizarea excesiva
(FIG. 1) si induc apoptoza celulelor T daunitoare implicate in boli inflamatorii multiple. Dimerul
polipeptidic tfinteste si neutralizeazd complexele IL-6/sIL-6R si, prin urmare, este de asteptat sa
inhibe doar trans-semnalizarea IL-6 in concentrafii terapeutice dorite, 13sand intacte semnalizarea
clasica si numeroasele sale functii fiziologice, precum si mecanismele sale inflamatorie acute de
aparare (FIG. 2). Se teoretizeaza faptul ca dimerul polipeptidic nu poate interfera cu semnalizarca
clasicd a IL-6 din cauza impiedicarii sterice; portiunea Fc nu poate fi introdusa intr-o membrana
celulard, ficand portiunea gp130 indisponibild pentru legarea la complexul IL-6/sIL-6R legat de
membrand. Astfel, dimerul polipeptidic este de asteptat si aiba o eficacitate similara cu blocarea
globala a IL-6 (de exemplu, tocilizumab, sirukumab), dar cu mai putine efecte secundare.

Dimerii polipeptidici descrisi in confinut contin de preferintd monomeri gp130-Fc avand
secventa corespunzitoare din SECV ID NR: 1. In anumite realiziri, monomerii au secventa
corespunzitoare din SECV ID NR: 2. in anumite realiziri, dimerii polipeptidici descrisi in continut
confin polipeptide avand cel putin 90%, 95%, 97%, 98%, 99% sau 99,5% identitate de secventd
fatd de SECV ID NR: 1 sau SECV ID NR: 2. De preferintd, polipeptida cuprinde domeniul gp130
D6 (in special aminoacizii TFTTPKFAQGE: pozitiile aminoacizilor 585-595 din SECV ID NR:
1), AEGA in regiunea balama a domeniului Fc (pozitiile aminoacizilor 609-612 din SECV ID NR:
1) si nu cuprinde un linker intre portiunea gp130 si domeniul Fc. Intr-un exemplu de realizare
preferat, dezviluirea furnizeaza un dimer polipeptidic cuprinzind doi monomeri avand o secventa
de aminoacizi de cel putin 90% identitate de secventd fatd de SECV ID NR: 1, in care secventa de
aminoacizi cuprinde domeniul gp130 D6, AEGA in regiunea balama a domeniului Fc, si nu existd
nici un linker prezent intre portiunea gp130 si domeniul Fc. Intr-o realizare preferatd, dezviluirea
furnizeaza un dimer polipeptidic cuprinzand doi monomeri avand o secventd de aminoacizi de cel
putin 90% identitate de secventd fatd de SECV ID NR: 2, in care secventa de aminoacizi cuprinde
domeniul gp130 D6, AEGA in regiunea balama a domeniului Fc, si nu exista nici un linker prezent
intre portiunea gp130 si domeniul Fc.

Este de dorit ca polipeptidele si fie substantial lipsite de fragmente de galactozi-alfa-1,3-
galactozd, deoarece acestea sunt asociate cu un rdspuns imunogen. S-a constatat in mod
surprinzitor ci dimerii inventiei au niveluri scizute de astfel de portiuni. In realiziri preferate,
dimerul polipeptidic contine nu mai mult de 6% galactoza-alfa-1,3-galactoza per mol polipeptida.
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De preferintd, dimerul polipeptidic nu contine mai mult de 4 moli %, 3 moli %, 2 moli %, 1 mol
%, 0,5 mol %, 0,2 mol %, 0,1 mol % sau chiar un nivel nedetectabil de galactozi-alfa-1,3-
galactozd (de exemplu, masurat prin WAX-HPLC, NP-HPLC sau WAX, de preferintd asa cum
este determinat prin WAX-HPLC). In alte realiziri, dimerul polipeptidic confine mai putin de 6%,
4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,2% sau chiar 0,1% de¢ galactozi-alfa-1,3-galactoza, in raport cu
cantitatea totald de glican, fie pe bazi masica, fie molara.

De asemenea, este de dorit ca o polipeptidd conform inventiei sa fie sialilat. Aceasta are
avantajul de a creste timpul de injumdtitire al polipeptidelor conform inventiei. Fiecare lant al
dimerului polipeptidic contine 10 site-uri de N-glicozilare; noud site-uri de N-glicozilare sunt
situate in portiunea gpl30 si un situs de N-glicozilare este localizat in portiunea Fc. Prin urmare,
polipeptida contine un total de 20 de site-uri de glicozilare. In anumite exemple de realizare, o
medie de cel putin 52% sau cel putin 54% de glican pe polipeptidd include un reziduu de acid
sialic, cum ar fi o medie de la 52-65% (de exemplu, masuratd prin WAX-HPLC, NP-HPLC sau
WAX, preferabil determinat prin WAX-HPLC). De preferintd, polipeptida conform inventiei are o
greutate moleculard aproximativd de 220 kDa; fiecare 93 kDa avand o greutate moleculard
suplimentard de ~ 20 kDa derivat din 10 lanturi de N-glicozilare.

Este, de asemenea, de dorit sd se minimizeze misura in care polipeptidele formeazi
agregate, carc este denumitd in continut oligomerizare, ceea ce are ca rezultat agregate
oligomerice. "Agregatele oligomerice", asa cum sunt utilizate In continut, nu se referd la peptida
dimerizati activi. In schimb, termenul se referd la cel putin un dimer de dimeri activi. S-a
constatat in mod surprinzitor faptul ci dimerii peptidici conform inventiei prezinta niveluri reduse
de agregare. In anumite realiziri, mai putin de 5%, mai putin de 4%, mai putin de 3%, mai putin
de 2%, mai putin de 1,5% sau chiar mai pufin de 1,0% din polipeptidd este prezenti ca un
oligomer. Continutul de oligomer poate fi masurat, de exemplu, prin cromatografie de excludere a
dimensiunii - dispersare a luminii cu unghi multiplu (SEC-MALS) sau SEC-UV.

De preferintd, dimerul polipeptidic este prezent in forma sa de lungime completd (de
exemplu, include doi monomeri de lungime completi, de exemplu, din SECV ID NR: 1). Cu toate
acestea, cultura celulard poate produce o variantd trunchiatd mentionatd in confinut ca forma
gp130 unicd (SGF). SGF este o moleculd cu doud lanturi legata covalent, un lant cuprinzind un
monomer gpl30-Fc de lungime completd (de exemplu, din SECV ID NR: 1) si un al doilea lant
cuprinzand un monomer gpl30-Fc trunchiat (de exemplu, o trunchiere a SEC ID NR: 1), al cirui
al doilea lant include domeniul Fc si lipseste cea mai mare parte sau totalitatea domeniului gp130
(de exemplu, terminat inainte de secventa linker citre regiunea Fc). Studiile efectuate pand in
prezent demonstreazi cd SGF nu are un amino-terminal eterogen. SGF poate fi formata la niveluri
consistente intr-un bioreactor si, odatd formati, nivelurile SGF nu sunt usor modificate in timpul
purificarii, procesdrii sau conditiilor de depozitare acceleratd. Nivelurile SGF pot fi dificil de
indepdrtat in timpul purificdrii datoritd proprietitilor fizico-chimice similare formei de lungime
completd a dimerului polipeptidic; astfel, eforturile de eliminare a SGF pot duce la o reducere
semnificativd a randamentului. S-a constatat in mod surprinzitor ca dimerii polipeptidici conform
inventiei sunt aproape intotdeauna de lungime intreagd. In anumite realiziri, compozitia inventiei
cuprinde dimeri polipeptidici care contin nu mai mult de 4,0% in greutate, 3,0% in greutate, 2,0%
in greutate sau chiar 1,5% in greutate de polipeptide care sunt o variatie trunchiatd a polipeptidei
din SECV ID NR.: 1 in ceea ce priveste polipeptidele din SECV ID NR.: 1. in anumite realiziri,
compozitia inventiei cuprinde nu mai mult de 4,0% in greutate, 3,0% in greutate, 2,0% in greutate
sau chiar 1,5% in greutate de polipeptide care sunt o variatie trunchiata a polipeptidei din SECV
ID NR: 2 in raport cu polipeptidele din SECV ID NR: 2.

Dozare

Dozele descrise in confinut reprezintd un interval de doze despre care se teoretizeaza
faptul ca sunt sigure si tolerabile, pe baza datelor de faza 1. Al{i compusi care tintesc IL-6R sau IL-
6 au prezentat adesea, in studiile clinice timpurii, sciderea numdarului de neutrofile si trombocite si
niveluri mai scizute de proteina C-reactivd (CRP) atit la subiectii sdnitosi, cit si la pacientii cu
RA. Cu toate acestea, nivelurile observate ale numdrului de neutrofile si trombocite la subiectii
sdndtosi dozati cu polipeptida conform inventiei au fost incd in intervalul normal. Se pare, din
rezultatele programului de fazd I, cd polipeptida conform inventiei nu prezinti aceleasi efecte
asupra biomarkerilor precum compusii care tintesc IL-6R sau IL-6.

In cele doud studii cu dimerii polipeptidici cuprinzind monomeri cu SECV ID NR: 1, un
test de mdsurare ex vivo a nivelului de activare a STAT 3 prin stimularea probelor de sange
integral de la subiectii cu hiper-IL-6 a fost utilizat ca o evaluare a activititii medicamentului.
Nivelurile de concentratie ale polipeptidei cuprinzind monomeri de SECV ID NR: 1 peste 1
pg/mL sunt considerate a fi legate de semnalul suprimat la linia de bazd in testul mesagerului
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secundar (STAT3). Nivelul de concentratie al dimerilor polipeptidici cuprinzand monomeri cu
SECV ID NR: 1 ar corespunde nivelurilor maxime ale dozei de 7,5 mg. O dozi de 75 mg
administratd sub forma de i.v. a demonstrat cd perfuzia are o concentratie de peste 1 pg/ml la
starea de echilibru pentru un interval de dozare de o siptimini. Doza corespunzitoare
administratd la fiecare doud saptimani este de 300 mg. Se teoretizeaza faptul cd 60 mg
administrate ca injectie subcutanati se considerd ci vor avea aceeasi stare de echilibru pentru
dozare in fiecare saptimand.

In anumite realiziri, doza este de la 0,5 mg pani la 5 g dimer polipeptidic. De exemplu,
doza poate fi de la 5 mg pand la 3 g, 10 mg pani la 2 g, 60 mg pand la 1 g sau preferabil de la 60
mg pand la 750 mg.

Dimerii polipeptidici pot fi administrati la o frecventd adecvati pentru starea doritd. In
anumite realizdri, dimerul polipeptidic este dozat o datd la 7-60 de zile. De exemplu, dimerii
polipeptidici pot fi dozati o dati la 7-30 zile sau 7-20 zile. In realizirile preferate, doza apare
sdptimanal (o datd la 7 zile) sau bisdptimanal (o datd la 14 zile). Dozele pot avea loc, de
asemenea, zilnic sau de doud sau trei ori pe sdptdmand. O dozi se referd la un singur episod de
dozare, indiferent daca doza este o formi de dozare unitard sau mai multe forme de dozare unitare
luate Impreund (de exemplu, ingestia a doud sau mai multe pastile, primirea a doud sau mai multe
injectii). Dupa cum s-a discutat mai jos, aceastd frecventd a dozei nu a putut fi anticipatd din
studiile pe animale. Studiile clinice la om au constatat un timp de injumatitire mediu de 4,6 zile
pani la 5,5 zile. In schimb, maimutele cynomolgus au avut un timp de injumdtitire de numai 0,7
zile cand li s-au administrat dimerii polipeptidici intravenos si 1,4-1,5 zile subcutanat.

Dimerul polipeptidic conform inventiei este administrat in mod tipic parenteral, cum ar fi
intravenos sau subcutanat. Administrarea poate avea loc conform uneia dintre frecveniele de
dozare descrise in confinut.

In anumite realizri, dimerul polipeptidic este administrat intravenos, dozat o dati la 7-60
de zile cu o dozd de la 60 mg pandla 1 g.

In anumite astfel de realiziri, dimerul polipeptidic este administrat intravenos, dozat o
datd la 7-30 zile cu o dozd de la 60 mg pandla 1 g.

Intr-o realizare, dimerul polipeptidic este administrat intravenos, dozat siptimanal cu o
dozd dela 60 mgpandlal g.

Intr-o altd realizare, dimerul polipeptidic este administrat intravenos, dozat bisdptdmanal
cuodozidela60 mgpindlal g

In anumite realiziri, dimerul polipeptidic este administrat subcutanat, dozat o dati la 7-60
zile cu 0 dozi de la 60 mg pani la 600 g.

In anumite realiziri, dimerul polipeptidic este administrat subcutanat, dozat o dati la 7-30
de zile cu o doza de la 60 mg pana la 600 g.

Intr-o realizare, dimerul polipeptidic este administrat subcutanat, dozat o dati pe
sdptdmand cu o doza de la 60 mg pani la 600 g.

Intr-o altd realizare, dimerul polipeptidic este administrat subcutanat, dozat o dati la doud
sdptdmani cu o doza de la 60 mg pana la 600 g.

Siguranfd

Dimerul polipeptidic cuprinzind monomeri cu SECV ID NR: 1 a fost administrat pana la
750 mg ca doza unica si 600 mg o dati pe sdptimana timp de 4 sdptdmani. Profilul de siguranta al
polipeptidei a fost favorabil, cu putine evenimente adverse care au apdrut in toate grupurile de
tratament, inclusiv in grupul placebo, toate fiind usoare sau moderate. Nu au fost observate
tendinte aparente legate de doza in ceea ce priveste incidenta sau frecventa evenimentelor adverse.
Nu au existat tendinte aparente legate de dozi sau modificari legate de tratament in semnele vitale,
ECG sau parametrii de chimie clinicd. Au apdrut trei evenimente de reactii la perfuzie, toate au
fost usoare/moderate, cu simptome cutanate, cum ar fi urticarie si umflaturi, si s-au rezolvat rapid
fara sechele.

In general, dimerul polipeptidic cuprinzand monomeri cu SECV ID NR: 1 a fost sigur si
bine tolerat atunci cand a fost administrat i.v. paAnd la 600 mg o datd pe sdptimaina timp de 4
sdptdmani si pana la 750 mg ca doza unica.

Riscul potential al polipeptidei cuprinzind monomeri cu SECV ID NR: 1 la om poate fi,
de asemenea, abordat indirect prin analiza studiilor clinice care investigheaza compusi similari
care tintesc IL-6R sau IL-6. Pand in prezent, nu existd un compus aprobat care sd blocheze aceeasi
cale de semnalizare precum acest dimer polipeptidic, adicd sd finteascd si sd neutralizeze
complexul IL-6/sIL-6R pentru a inhiba calea de trans-semnalizare, fira nici o interactiune cu IL-6
sau IL -6R individual. Cu toate acestea, existd experiente cu compusi care fintesc receptorii IL-6.
Unul dintre acesti compusi este tocilizumab, care a fost aprobat in Europa si Statele Unite.
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Tocilizumab se leagd in mod specific atit la receptorii IL-6 solubili, cat si la cei legati de
membrand si s-a demonstrat cd inhibd semnalizarea mediatd de sIL-6R si mIL-6R.

Cele mai frecvente reactii adverse raportate la pacientii cu RA tratati cu tocilizumab (care
au apdrut la > 5%) au fost infectii ale tractului respirator superior, nazofaringitd, cefalee,
hipertensiune si ALT crescutd. Cele mai grave reactii adverse la medicament au fost infectii grave,
complicatii ale diverticulitelor si reactii de hipersensibilitate. In urma tratamentului cu tocilizumab
au apdrut scideri ale numdrului de neutrofile si trombocite. Scidderea numdrului de neutrofile sub
10°/L a apirut la 3,4% dintre pacientii tratati cu tocilizumab 8 mg/kg plus medicamente
antireumatice modificatoare de boald (DMARD). Aproximativ jumitate dintre pacientii care au
dezvoltat un ANC < 10%L au prezentat acest lucru in decurs de 8 sdptimani de la inceperea
terapiei. Scideri sub 5x10%/L au fost raportate la 0,3% pacienti cirora li s-a administrat
tocilizumab 8 mg/kg si DMARD. Neutropenia severd poate fi asociatd cu un risc crescut de infectii
grave, desi nu a existat o asociere clard intre sciderea neutrofilelor si aparitia infectiilor grave in
studiile clinice cu tocilizumab pand in prezent. Evenimentele raportate in timpul perfuziei au fost
in primul rand episoade de hipertensiune; evenimentele raportate in decurs de 24 de ore de la
terminarea perfuziei au fost dureri de cap si reactii cutanate (eruptii cutanate, urticarie). Aceste
evenimente nu au limitat tratamentul. Au fost raportate reactii de hipersensibilitate semnificative
clinic asociate cu tocilizumab si care au necesitat intreruperea tratamentului la un total de 13 din
3.778 pacienti (0,3%) tratati cu tocilizumab in timpul studiilor clinice controlate si deschise.
Aceste reactii au fost observate In general in timpul celei de-a doua pind la a cincea perfuzii de
tocilizumab. Perforatiile gastro-intestinale, in special la pacientii cu antecedente de diverticulitd,
au fost raportate ca evenimente rare, atat in studiile clinice cu tocilizumab, cat si dupd punerea pe
piatd. Etiologia este neclard, dar pacientii cu RA prezintd un risc in general crescut de perforatii
atat ale tractului gastrointestinal superior, cat si al celui inferior (indiferent de terapia DMARD);
riscul este cel mai mare la pacienfii cu RA cu tratament cu glucocorticoizi, AINS sau cu
antecedente de diverticulitd. Anafilaxia fatala a fost raportati dupd autorizarea introducerii pe piati
in timpul tratamentului cu tocilizumab. Trebuie remarcat faptul cd pacientii cu RA pot avea alte
boli de fond ca factori de confuzie.

Deoarece dimerul polipeptidic cuprinzind monomeri din SECV ID NR: 1 este o proteind
de fuziune de prima clasd, comparatiile cu diferiti produsi de anticorpi monoclonali cu mecanisme
de actiune diferite au o valoare limitatd. Spre deosebire de alte produse care blocheaza complet
activitatea IL-6, se teoretizeazi faptul ci acest dimer polipeptidic interfereazd doar cu complexul
IL-6/sIL-6R, 1dsand accesibild calea IL-6 legatd de membrani.

IL-6 are o implicare largd in rdspunsurile imune si inflamatorii din organism. Cand atat
IL-6R solubil, cat si legat de membrand este blocat, existd potential un risc crescut de infectii si
alte boli imuno-dependente, precum si un rdspuns inflamator mai putin proeminent. Desi nu
doreste sd fie legat de teorie, se teoretizeaza faptul cd tratamentul cu dimerul polipeptidic
cuprinzand monomeri din SECV ID NR: 1, care tintesc doar complexul IL-6/sIL-6R, ar preveni
perpetuarea inflamatiei intestinale cronice in IBD si pastreaza raspunsul inflamator in fazi acuta
activat de semnalizarea clasicd a IL-6, reducand astfel riscul de infec{ii oportuniste. Cu toate
acestea, nu s-a putut anticipa daci existd o concentratie de dimer polipeptidic conform inventiei,
peste care semnalizarea clasicd a IL-6 ar fi afectatd. Astfel, datele din prezenta demonstreaza in
mod surprinzdtor ci existd un impact mai mic asupra semnalizdrii clasice a IL-6 in raport cu alte
tratamente care tintesc activitatea IL-6.

Pe baza datelor prezentate in confinut, un avantaj al dimerului polipeptidic al inventiei
este ¢ acesta poate avea un efect mai mic asupra numdrului de neutrofile, numirului de
trombocite si/sau nivelurilor de proteind C-reactiva decét alfi compusi care inhibd IL-6. In anumite
realizari, dimerul polipeptidic al inventiei nu scade semnificativ numarul de neutrofile, numarul de
trombocite si/sau nivelurile de proteind C-reactivd sau fard scdderea numdrului de neutrofile,
numdrul de trombocite si/sau nivelurile de proteine C-reactive sub un interval normal la subiecti
sdndtosi sau pacienfi care suferd de o afectiune mediatd de IL-6. De exemplu, administrarea
dimerului polipeptidic 1a o cantitate de dozi descrisd in continut menfine numdrul de neutrofile,
numadrul de trombocite si/sau nivelurile de proteind C-reactiva intr-un interval fiziologic normal. In
anumite realizari, numarul de neutrofile, numdrul de trombocite si/sau nivelurile de proteina C-
reactivd sunt cu mai mult de 50%, 40%, 30%, 20%, 15%, 10% sau 5% mai mici decat limita
inferioard a valorii intervalul fiziologic normal. Masurarea numdrului de neutrofile, a numdrului de
trombocite si/sau a nivelurilor de proteina C-reactivad poate avea loc imediat dupa tratament, la o zi
dupa, trei zile dupd tratament, o siptimanad dupi tratament, doud sdptimani dupa tratament, o lund
dupd tratament, trei luni dupa tratament, sase luni dup3 tratament sau la un an dupa tratament.

Determinarea numdrului de neutrofile, a numdrului de trombocite si a nivelurilor de
proteind C-reactivd poate fi efectuatd prin orice numdr de analize bine cunoscute in domeniu.
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Numarul de neutrofile, denumit si numéirul absolut de neutrofile (ANC) este 0 misurd a numarului
de granulocite neutrofile prezente in sange (a se vedea, de exemplu, Al-Gwaiz LA, Babay HH
(2007). "The diagnostic value of absolute neutrophil count, band count and morphologic changes
of neutrophils in predicting bacterial infections”. Med Princ Pract 16 (5): 344-7). Valorile
fiziologice normale pentru proteina C-reactiva la barbati si femei adulte sunt de 0-5,00 mg/L (de
exemplu, prin turbidimetrie). Valorile fiziologice normale pentru neutrofile la femei adulte sunt de
1,61-6,45 x 10° per L (valoare absolutd, de exemplu, prin citometrie cu flux laser) sau 37,9-70,5%
(calculat); la barbatii adulti, valorile corespunzitoare sunt 1,46-5,85 x 10° per L si 38,2-71,5%.
Valorile fiziologice normale pentru trombocite la femei adulte sunt de 173-369 x 10° per L (de
exemplu, prin masurarea impedantei de inaltd frecventd); la barbatii adulti, valorile
corespunzitoare sunt 155-342 x 10° per L.

Dimerul polipeptidic al inventiei, de preferintd, nu induce in mod semnificativ formarea
de anticorpi (de exemplu, anticorpi impotriva dimerului polipeptidic) la om. Chiar mai preferabil,
anticorpii nu sunt anticorpi neutralizanti. In anumite realiziri, anticorpii impotriva dimerului
polipeptidic conform inventiei sunt detectabili la mai putin de 5%, 2%, 1%, 0,5%, 0,2%, 0,1% sau
0,01% dintre subiectii sau pacientii tratati. De obicei, limita de detectie este de aproximativ 9
ng/ml ser.

Indicatii

In inflamatia acutd, s-a demonstrat ci IL-6 induce rdspunsul de faza acuta in ficat ducand
la eliberarea cascadei de proteine de fazi acutd, in special CRP. Prin formarea unui complex cu
sIL-6R format de neutrofile apoptotice la locul inflamatiei si legarea complexului de trans-
semnalizare a IL-6/sIL-6R rezultat la traductorul de semnal gp130 de pe celulele endoteliale, IL-6
induce expresia chemokinelor precum proteina chimiotactici monocitard (MCP) -1 si atrage
celulele mononucleare. Acest lucru duce la rezolvarea inflamatiei acute si la initierea unui rdspuns
imun adaptiv. Astfel, in inflamatia acutd, complexul IL-6/sIL-6R este suport pentru tranzitia intre
stadiul precoce predominant neutrofil al inflamatiei si influxul celular mononuclear mai sustinut
care duce in cele din urma si la rezolvarea inflamatiei.

Inflamatia cronicd, cum ar fi boala Crohn (CD), colita ulcerativa (UC), artrita renmatoida
(RA) sau psoriazisul, este asociatd histologic cu prezenta celulelor mononucleare, cum ar fi
macrofagele si limfocitele, persistind in tesut dupd ce au fost dobandite pentru rezolvarea fazei
inflamatorii acute. In modelele de boli inflamatorii cronice, IL-6 pare si aibd un rol diunitor
favorizand acumularea de celule mononucleare la locul leziunii, prin inducerea secretiei continue
de MCP-1, angio-proliferare si functii anti-apoptotice pe celulele T.

Boala inflamatorie intestinald (IBD), si anume CD sau UC, este o inflamatie cronica care
apare in intestinul indivizilor sensibili, despre care se teoretizeazd faptul cd este independentd de
un agent patogen specific. Modificarile barierei epiteliale ale mucoasei cu permeabilitate
intestinald crescutd duc la o expunere sporitd a sistemului imunitar al mucoasei la antigenele
luminale, ceea ce determind o activare inadecvatd a sistemului imunitar intestinal la pacienti.
Activarea necontrolatd a limfocitelor T CD4 + mucozale cu eliberarea consecutivd excesivd de
citokine proinflamatorii induce inflamatii gastrointestinale patogene si leziuni tisulare. Existd un
consens ci principalele celule imune activate implicate in patogeneza IBD sunt celulele T
intestinale si macrofagele.

IL-6 se dovedeste a fi o citokind centrald in IBD la om. Pacientii cu CD si UC s-au
dovedit a produce niveluri crescute de IL-6 in comparatie cu martorii, nivelurile de IL-6 fiind
corelate cu activitatea clinicd. De asemenea, s-a constatat ci pacientii cu CD au niveluri crescute
de sIL-6R si, in consecintd, complex IL-6/sIL-6R in ser. Celulele mononucleare ale laminei proprii
obtinute din probe de colon chirurgicale de la pacienti cu CD si UC au ardtat ca atét celulele T
CD4 + cat si macrofagele au produs cantitafi crescute de IL-6 in comparafie cu martorii. S-a
descoperit ca sIL-6R a fost eliberat prin eliminarea de pe suprafata macrofagelor si a celulelor
mononucleare cu productie crescutd asociatd cu niveluri crescute de IL-6. La pacientii cu CD,
celulele T mucozale au prezentat dovezi puternice pentru frans-semnalizare a IL-6 cu activarea
STATS3, bel-2 si bel-x1. Blocarea trans-semnalizarii IL-6 a provocat apoptoza celulelor T, indicand
faptul ca sistemul IL-6/sIL-6R mediazi rezistenta celulelor T la apoptoza in CD.

Astfel, la pacientii cu IBD, acumularea acumulatd de celule T CD4 + care promoveaza
boala in lamina propria ducand la perpetuarea inflamatiei este dependentd in mod critic de trans-
semnalizarea IL-6/sIL-6R anti-apoptotici. Se teoretizeaza faptul cd, actionind asupra complexului
IL-6/sIL-6R, dimerul polipeptidic dezviluit in continut este util in tratarea CD si a altor boli
inflamatorii.

Astfel, dimerul polipeptidic conform inventiei poate trata afectiuni mediate de IL-6.
Stirile mediate de IL-6 includ boli inflamatorii sau un cancer. In acest sens, polipeptidele si
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compozitiile descrise in continut pot fi administrate unui subiect care are o boald inflamatorie, cum
ar fi artrita idiopatica juvenild, boala Crohn, colita (de exemplu, colita care nu este asociatd cu
IBD, inclusiv colita radiationald, colita diverticulard, colita ischemicd, colitd infectioasd, boald
celiacd, colitd autoimund sau colitd rezultatd din alergiile care afecteazd colonul), dermatita,
psoriazis, uveitd, diverticulitd, hepatitd, sindromul intestinului iritabil (IBS), lupus eritematos,
nefritd, boala Parkinson, colitd ulcerativd, sclerozd multipld (MS), boala Alzheimer, artrita,
poliartrita reumatoidd, astmul si diverse boli cardiovasculare, cum ar fi ateroscleroza si vasculita.
In anumite realiziri, boala inflamatorie este selectati din grupul format din: diabet, guti, sindrom
periodic asociat criopirinei si tulburare pulmonard obstructiva cronica.

De preferinta, boala inflamatorie sau afectiunea mediatd de IL-6 este boala inflamatorie
intestinald, preferabil in care tratamentul induce remisia bolii inflamatorii intestinale. De
preferin{d, boala inflamatorie intestinald este boala Crohn sau colita ulcerativd, preferabil in care
tratamentul mentine remisiunea bolii inflamatorii intestinale. De preferintd, boala inflamatorie sau
afectiunea mediatd de IL-6 este artrita reumatoidd, psoriazisul, uveita sau ateroscleroza. De
preferintd, boala inflamatorie sau afectiunea mediatid de IL-6 este colita care nu este asociatd cu
boala inflamatorie intestinald, de preferinti in care colita este colitd radiationald, colitd
diverticulard, colitd ischemicd, coliti infectioasd, boald celiacd, colitd autoimund sau colitd care
rezulta din alergii care afecteaza colonul.

Pentru bolile inflamatorii, cum ar fi bolile inflamatorii intestinale, tratamentul poate
include remisiunea afectiunii, men{inerea remisiunii afectiunii sau ambele.

Alte realizari furnizeazi o metodd de tratare, reducere a severitdtii sau prevenirea unui
cancer, incluzand, dar fird a se limita la mielom multiplu, leucemie cu celule plasmatice, carcinom
cu celule renale, sarcomul Kaposi, cancer colorectal, cancer gastric, melanom, leucemie, limfom,
gliom, glioblastom multiform, cancer pulmonar (incluzand, dar nelimitat la cancer pulmonar cu
celule non-mici (NSCLC; atat adenocarcinom cat si carcinom cu celule scuamoase)), limfom non-
Hodgkin, boala Hodgkin, plasmocitom, sarcom, thimom, cancer de sin, cancer de prostati,
carcinom hepatocelular, cancer al vezicii urinare, cancer uterin, cancer pancreatic, cancer
esofagian, cancer cerebral, de cap si git, cancer ovarian, col uterin, cancer testicular, gastric,
cancer esofagian, hepatom, leucemic limfoblasticd acutd (ALL), T-ALL, leucemie miclogend
acutd (LMA), leucemie mielogend cronicd (LMC) si leucemie limfocitard cronicd (LLC),
carcinoame salivare sau alte tipuri de cancer.

Alte realizari ale prezentei dezvaluiri furnizeazd o metoda de tratare, reducere a severitatii
sau prevenirea unei boli selectate din grupul constand din sepsis, resorbfie osoasd (osteoporoza),
casexie, oboseald legatd de cancer, psoriazis, artriti idiopaticd juvenild cu debut sistemic, lupus
eritematos sistemic (LES), glomerulonefrita proliferativd mezangiald, hipergamaglobulinemie,
boala Castleman, gammopatie IgM, mixom cardiac si diabet autoimun insulino-dependent.

Asa cum este utilizat in continut, termenii "tratament", "a trata” si "tratare" se referd la
inversarea, ameliorarea, intarzierea debutului sau inhibarea progresului unei boli sau tulburiri, sau
a unuia sau mai multor simptome ale acesteia, asa cum este descris in continut. In unele realiziri,
tratamentul poate fi administrat dupd ce unul sau mai multe simptome s-au dezvoltat. In alte
realizari, tratamentul poate fi administrat in absenfa simptomelor. De exemplu, tratamentul poate fi
administrat unei persoane susceptibile inainte de aparitia simptomelor (de exemplu, in lumina unui
istoric de simptome si/sau in lumina factorilor genetici sau alfi factori de susceptibilitate).
Tratamentul poate fi continuat si dupd ce simptomele au dispdrut, de exemplu pentru a preveni sau
a intarzia reaparifia acestora.

Dimerul polipeptidic conform inventiei poate fi administrat impreund cu un al doilea
agent activ. Al doilea agent activ poate fi unul sau mai multi dintre acidul 5-aminosalicilic,
azatioprina, S-mercaptopurina si un corticosteroid. Regimurile de dozare pentru administrarea
acidului 5-aminosalicilic, azatioprinei, 5-mercaptopurinei si corticosteroizilor sunt binecunoscute
unui specialist in domeniu.

Dimerii polipeptidici pot fi produsi, de exemplu, prin exprimarea monomerilor, de
exemplu monomeri cuprinzand SECV ID NR: 1, in celule. Intr-un exemplu de realizare, un vector
cuprinzand un acid nucleic care codifici SECV ID NR: 1 sau SECV ID NR: 2 este transfectat in
celule. Proiectarea vectorului de expresie, inclusiv selectarea secventelor de reglare, poate depinde
de factori precum alegerea celulei gazda care urmeaza si fie transformatd, nivelul de exprimare a
proteinei dorite si asa mai departe. Secventele de reglare pentru expresia celulelor gazdd de
mamifere includ elemente virale care directioneaz niveluri ridicate de exprimare a proteinelor in
celule de mamifere, cum ar fi promotori si/sau potenfatori derivati din LTR retrovirale,
citomegalovirus (CMV) (cum ar fi promotorul/amplificatorul CMV), virusul Simian 40 (SV40)
(cum ar fi promotorul/amplificatorul SV40), adenovirusul (de exemplu, promotorul tardiv major al
adenovirusului (AdMLP)), polioma si promotorii puternici de mamifere, cum ar fi imunoglobulina
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nativd si promotorii de actind. Celula gazdd poate fi o celuld de mamifer, insectd, plantd,
bacteriand sau de drojdie, de preferinta celula este o celuld de mamifer, cum ar fi o celuld CHO.

Celulele transfectate sunt cultivate pentru a permite celulelor sd exprime proteina doritd.
Celulele si mediile de culturd sunt apoi colectate si dimerii polipeptidici sunt purificati, de
exemplu, prin etape de coloand de cromatografic (de exemplu, MAbSelect Sure, SP Sepharose,
Capto Q). Dimerul poate fi, de asemenea, concentrat si/sau tratat cu etape de reducere/inactivare
virald. Dimerii rezultati pot fi apoi utilizati pentru a prepara compozitii, preferabil compozitii
farmaceutice utile pentru terapie.

EXEMPLIFICARE
Exemplul 1

Studii pe Animale
Exemplul 1a
Farmacocineticd Soareci

Patru grupuri cu 54 de soareci (27 masculi si 27 femele) cu greutatea de 25 - 38 g au
primit o singurd doza de polipeptidd din SECV ID NR: 1 in forma sa dimerizat activa ("Peptida
1™), fie prin i.v. (3 mg/animal) sau s.c. (0,3, 3 si 30 mg/animal) injectie.

Biodisponibilitatea a fost de aproximativ 60%, iar lincaritatea aparentid a dozei a fost
observatd pentru ASC, ASC si Cpax. Tmax de 8-24 ore a fost asa cum era de asteptat pentru o
proteind. Peptida 1 a fost eliminatd lent din circulatia sistemicd cu un clearance de 142 ml/zi/kg.
Volumele de distributie estimate prin faza de eliminare (Vz) si curba primului moment (Vss) au
fost 397 ml/kg si respectiv 284 ml/kg, indicAnd faptul ca Peptida 1 a fost distribuiti in afara patului
vascular. Timpul de injumatitire plasmatica a variat intre 1,3 si 2,3 zile.

Exemplul 1b
Farmacocineticd Sobolani
Administrare dozd unicd

PK doza unicd de Peptida 1 a fost investigatd dupa administrare i.v. si s.c. in doud tulpini
diferite de sobolani, Sprague Dawley (8 sobolani/grup) si Wistar (24 sobolani/grup), prezentand
rezultate oarecum diferite. Clearance-ul (57 si 93 ml/kg/zi, respectiv) si volumul de distributie par
sa fie mai mici la sobolanul Sprague Dawley, cu o biodisponibilitate de 2 ori mai mare, cu 60%,
comparativ cu aproximativ 30% pentru sobolanul Wistar. Ty a fost observat 1a 0,5 - 1,5 zile dupa
administrare s.c., iar timpul de injumatitire plasmaticd terminal a fost de aproximativ 2 zile,
variind intre 1,7 - 2,7 zile, cu diferente mici intre cele doud cii de administrare.

Administrare doze repetate
Administrare intravenoasd

Sobolanii (n = 18) au primit doze i.v. in bolus de 10, 30 si 100 mg/kg/ocazie de doua ori
pe sdptdmand timp de 2 sdptdmani. Cresterea Cpax si ASC dupd prima administrare pareau sa fie
aproximativ liniare dupd doza. Cu toate acestea, expunerea pare a fi constant mai mare la masculi
decat la femele la toate nivelurile de dozi. Grupul de 100 mg/kg/ocazie a atins niveluri Cpax de
2100 pg/mL pentru sobolani masculi si 1740 pg/mL pentru sobolani femele. Valorile AUCt au
fost 942 si 642 zile * pg/ml

Dupa doud sdptimani, expunerea sistemicd la Peptida 1 la sobolani a scdzut pentru
grupurile de dozd de 10 mg/kg si 30 mg/kg. Deoarece raspunsurile anticorpilor anti-medicamente
(ADA) au fost confirmate la toate animalele pind in sdptimana 8 a studiului, sciderea expunerii
asteptate in timp poate fi atribuiti clearance-ului mediat de ADA al Peptidei 1.

Administrare subcutanati

In studii de doza repetatd s.c de 2 si 4 sdptdmani, Cpax 51 ASC dupd prima administrare
pareau si creascd aproximativ doza liniar. Cu toate acestea, la ultima dozi, s-a observat o expunere
la medicamente mai micd, posibil datoriti formirii de anticorpi; toate animalele testate au
prezentat anticorpi impotriva Peptidei 1.

Exemplul 1c
Farmacocinetici Maimute Cynomolgus
Administrare dozd unicd

PK administririi unice a Peptidei 1 a fost investigat 1a maimutele cynomolgus masculi si
femele in doze de 0,1 - 100 mg/kg s.c. (n =4) si 1,0 mg/kg i.v (n = 4). Biodisponibilitatea a fost de
aproximativ 60% dupd administrare s.c. cu un tmax de 6 - 24 de ore. Clearance-ul a fost de 98
ml/zi/kg, iar volumul de distributie de aproximativ 70-90 ml/kg. Timpul de injumdtatire stabilit
dupd. administrarea i.v a fost de 0,68 zile si aproximativ 1,5 zile dupd administrare s.c..
Administrare doze repetate

Maimutelor Cynomolgus li s-a administrat s.c. cu 2 (n =4), 10 (n =4), 50 (n = 2) sau 100
(n = 2) mg/kg Peptida 1 de doud ori pe saptdmana timp de 2 sdptdméani si cu 10 (n=4), 30 (n=4)
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sau 100 (n = 4) mg/kg Peptida 1 de doud ori pe sdptimand timp de 4 sdptimani. Expunerea prin
intermediul Ciax $1 ASC au crescut aproximativ doza liniar, iar expunerea similard si concentratia
maxima intre prima si ultima doza la dozele mai mari au fost observate dupa 2 saptdmani. Cu toate
acestea, dupd 4 saptdmani, ultima dozi administrata a ardtat o expunere mai micd la medicament
comparativ cu prima administrare, posibil datoritd formirii de anticorpi. Timpul mediu de
injumdtatire plasmaticd al Peptidei 1 a variat intre 1,0 si 1,8 zile pentru prima administrare in
diferitele grupuri de tratament cu un timp de injumdtitire mai scurt dupa ultima administrare.

Exemplul 2
Studiu Clinic 000067 (Doza Unica)
Proiectare

Acesta a fost un studiu cu dozi unicd, controlat cu placebo, mono orb, randomizat in
cadrul dozei, studiu paralel in grup, cu crestere a dozei. Studiul a fost realizat in doud parti, in care
Partea 1 a inclus subiecti sdndtosi, iar Partea 2 a inclus pacienti cu CD in remisie clinica.
Obiectivul a fost de a examina siguranta si tolerabilitatea si, dacd este posibil, de a obtine semne de
efecte farmacologice, dupd doze unice de Peptida 1.

In Partea 1, au fost inclusi 64 de subiecti, dintre care 48 (44 barbati, 4 femei) au primit
tratament activ si 16 (toti barbatii) au primit placebo. Sapte doze au fost investigate si administrate
ca perfuzie i.v. timp de 30 de minute (0,75 mg, 7.5 mg, 75 mg) sau 1 ord (150 mg, 300 mg, 600
mg si 750 mg). in plus, 6 subiecti au primit un doza s.c. de 60 mg Peptida 1 si 2 subiecti au primit
un doza s.c. de placebo. Peptida 1 a fost administratd la 15 mg/ml in 25 mM histiding, 200 mM
zaharoza si 0,1 mg/mL polisorbat 20.

In Partea 2, au fost inclusi 24 de pacienti, dintre care 18 (11 barbati, 7 femei), au primit
tratament activ (75 mg, 300 mg si 750 mg) si 6 (4 barbati, 2 femei) au primit placebo, toti
administrati prin i.v.

Rezultate

Evaluarea PK dupd administrarile i.v. de Peptidd 1 au aratat proportionalitatea dozei atét
pentru ASC cat si pentru Cmax in intervalul 0,75 mg pand la 750 mg, concentratiile Cmax in
plasmi variind de 1a 0,2 pani la 170 ug/mL (FIG. 3). Clearance-ul a fost de aproximativ 0,13 L/h,
timpul mediu de injumatifire plasmaticid aproximativ 4,5 zile, iar volumul de distributie
aproximativ 20 L, acesta din urma indicAnd o anumitd distributie extravasculard. Administrarea s.c
a 60 mg de Peptidd 1 a aratat o Cmax de 1,1 pg/ml la 2.3 zile si un timp de injumadtitire de 5,0 zile.
Biodisponibilitatea dupd. administrarea s.c a Peptidei 1 a fost calculata ca fiind de aproximativ
50%. Nu a existat nici o indicatie privind eliminarea medicamentului mediat de tinta.

Administrarea i.v. a 75, 300 si 750 mg la pacientii cu CD in remisie a prezentat rezultate
foarte similare cu cele pentru subiectii sdnatosi (FIG. 4). ASC si Cmax au fost proportionale cu
doza cu concentratiile Cmax de 16, 76 si 186 pg/ml (16, 77 si 161 pg/mL pentru subiectii
sandtosi). Clearance-ul a fost de aproximativ 0,13 L/h, timpul mediu de injumititire plasmatici
aproximativ 4,6 zile, iar volumul de distributie aproximativ 22 L.

Profilul de siguranta al Peptidei 1 a fost favorabil, cu putine evenimente adverse care au
apdrut in toate grupurile de tratament, inclusiv in grupul placebo, toate fiind usoare sau moderate.
Nu au fost observate tendinte aparente legate de doz in ceea ce priveste incidenta sau frecventa
evenimentelor adverse. Perfuziile au fost intrerupte la doi subiecti, unul datorat reactiilor la
perfuzie usoare (Partea 1, grup de 300 mg) si unul datorat reactiilor la perfuzie moderate (Partea 2,
grup de 75 mg).

Nu au existat tendinte aparente legate de doza sau modificari legate de tratament in
semnele vitale, ECG sau parametrii de chimie clinicd (inclusiv numarul de neutrofile, numdarul de
trombocite sau nivelurile de proteind C-reactivi).

Un subiect sandtos din grupul de 300 mg a prezentat anticorpi anti-Peptida 1 emergenti
tratamentului non-neutralizare 1a vizita de urmérire la 5-6 sdptdmani dupd administrare.

In general, Peptida 1 a fost sigurd si bine toleratd atunci cind a fost administratd
intravenos pand la 750 mg sub forma de doz4 i.v., si la 60 mg ca o singurd dozd s.c..

Exemplul 3
Studiul Clinic 000115 (Doza Cresciatoare Multipla)
Proiectare

Acesta a fost un studiu placebo controlat, dublu-orb, in grupul de dozi randomizat,
paralel, cu obiectivul de a investiga siguranta, tolerabilitatea si farmacocinetica dozelor crescitoare
multiple de Peptidd 1. Dozele investigate au fost de 75, 300 si 600 mg Peptida 1 administrate o
datd pe saptdmani, timp de 4 siptimani, de perfuzie i.v. timp de 30 de minute (75 mg) sau 1 ord
(300 mg si 600 mg).
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Au fost inclusi 24 de subiecti sdnitosi, dintre care 18 (11 barbati si 7 femei) au primit
tratament activ si 6 (2 barbati si 4 femei) au primit placebo.
Rezultate

Evaluarea PK a arétat caracteristici foarte apropiate in prima si ultima zi de tratament si
similare cu rezultatele studiului cu dozi unicd. ASC si Cmax au fost proportionale cu doza dupa
prima si a patra doza cu concentratii de Cmax de 19, 78 si 148 pg/mL dupd prima doz3 si 19, 79 si
142 pg/mL dupd a patra dozd (16, 77 si 161 pg/ml pentru doza unicd la subiecti sanatosi; FIG. 5).
Valorile minime corespunzatoare au fost 0,66, 2,68, 4,56 pg/mL si 0,98, 3,95 si 7,67 pg/mL pentru
cele trei niveluri de dozi. Timpul mediu de injumatitire plasmaticd calculat dupa ultima doz3 a
fost de aproximativ 5,5 zile.

Profilul de siguranta al Peptidei 1 a fost favorabil, cu putine evenimente adverse care au
apdrut in toate grupurile de tratament, inclusiv in grupul placebo, toate fiind usoare sau moderate.
Nu au fost observate tendinte aparente legate de doz in ceea ce priveste incidenta sau frecventa
evenimentelor adverse. Un subiect (grup de 600 mg) a fost retras din cauza reactiilor usoare la
perfuzie.

Nu au existat tendinte aparente legate de doza sau modificari legate de tratament in
semnele vitale, ECG sau parametrii de chimie clinicd (inclusiv numarul de neutrofile, numdarul de
trombocite sau nivelurile de proteind C-reactivi).

Nu a fost detectat nici un anticorp anti-Peptidd 1 la nici unul dintre subiecti.

In general, Peptida 1 a fost sigur si bine tolerata cind a fost administratd i.v. pAna la 600
mg o datd pe sdptimand timp de 4 sdptimani.

Exemplul 4
Modelarea Datelor Farmacocinetice

Datele PK din studiul 000115 pot fi descrise in mod adecvat utilizand un model structural
cu 2 compartimente. Profilurile prezise de 75, 300 si 600 mg de Peptida 1 si datele observate sunt
prezentate in FIG. 6 si parametrii PK medii estimati sunt enumerati in Tabelul 1.

Tabelul 1 Estimiri ale Modelului pentru Peptida 1 Utilizand Modelul Farmacocinetic Structural cu
2 compartimente

Parametru Estimare SE CV%
v 1,7L 0,08 48
V2 8.8L 0,32 3,6
CL 3.2 L/ 0,06 1.8
CL2 16,4 L/zi 0,24 14,4

Peptida 1 are o afinitate de legare la om de 130 pM fatd de complexul IL-6/sIL-6R. La
doze de 75-600 mg, nivelul de ocupare este mai mare de 90% la nivelurile estimate de starea de
echilibru ale Peptidei 1 utilizand afinitatea de legare (KD; 130 pM) si nivelurile IL-6/sIL-6R
(Ciintz; 2,0 nM bazat pe sIL-6R).

Exemplul 5
Prepararea Peptidei 1
Clonarea si Exprimarea Peptidei 1 in Celule CHOldhfr-

Celulele CHO /dhfr au fost obfinute din colectia europeand de culturi celulare (ECACC,
nr. 9406067). Celulele CHO /dhfr aderente sunt deficitare in dihidrofolat reductazi (DHFR), o
enzimd care catalizeazd reducerea folatului in dihidrofolat si apoi in tetrahidrofolat. Celulele
CHO/dhfr prezinta astfel sensibilitate la medicamentul antifolat, metotrexatul (MTX).

Linia celulard CHO/dhfr este bine caracterizatd si testati. Siguranta liniei celulare
parentald CHO/dhfr ca substrat celular pentru producerea de produse biofarmaceutice de uz uman
a fost confirmatd de ECACC (Porton Down, Marea Britani¢) pentru sterilitate microbiand,
micoplasma si virusuri adventive conform 21 CFR.

Selectia si Constructia Secventei ADNc

Secventa ADNc a unui monomer al Peptidei 1 (secventa polipeptidicd din SECV ID NR:
1) a fost sintetizatd ca un singur fragment de ADN prin GeneArt AG (Regensburg, Germania)
folosind secventa pentru domeniul extracelular al gp130 (IL6ST, NCBI Gene ID 3572, varianta
transcript 1 (NP_002175), aminoacizii 23-617) si domeniul Fc al IgGl umane (IGHGI1, NCBI
Gene ID 3500, aminoacizii 221-447 conform numerotirii UE Kabat). Secventa a fost optimizati
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pentru utilizarea optimd a codonilor in celulele CHO. Trei mutatii punctuale bine caracterizate au
fost introduse in regiunea inferioard balama a portiunii Fc.

Secventa ADNc a fost modificatd in continuare prin inlocuirea peptidei semnal gp130
originale cu o peptidd semnal I1gG de soarece cu lant greu de eficacitate cunoscuta in sistemele de
expresie a celulelor CHO. Peptida semnal este scindatd in timpul sintezei proteinelor. Prezenta
secventel IgGl Cys-Pro-Pro-Cys in regiunea Fc are ca rezultat dimerizarea a doud subunitifi
identice gp130-Fc prin resturile de sulfhidril din regiunea Fc, care impreund formeaza Peptida 1.

FIG. 7 prezintd secventa de nucleotide si aminoacizi a subunititii gpl130-Fc utilizate
pentru formarea Peptidei 1.

Constructia Plasmidei de Expresie pentru Selectia Master Cell Bank (MCB)

ADNc monomer a fost clonat intr-un vector de expresiec pANTVhGI1 (Antitope) care
confine gena difr pentru selectia transfectantului cu MTX dupd cum urmeazi: Mai Intii, vectorul
de expresie a fost digerat cu enzime de restrictie Mlul si Eagl pentru a permite insertia ADNc
Peptida 1. In al doilea rind, regiunea de codificare a monomerului a fost amplificati prin PCR
utilizand primerii OL1425 si OL1426 (Tabelul 2) si digerata cu enzime de restrictie Mlul si Eagl.
In al treilea rand, fragmentele digerate au fost purificate cu gel si legate impreund pentru a genera
vectorul de expresiec pFER02. ADNc monomer a fost inserat sub controlul promotorului
citomegalovirusului (CMV).

Tabelul 3 prezintd functia elementelor de expresiec pFER02. FIG. 8 prezintd secventele
nucleotidice ale elementelor de expresie pFER02.

Tabelul 2 Secvente de Oligonucleotide Utilizate pentru Amplificarea Regiunii de Codificare a
Monomerilor pentru Clonare in pANTVhGI

Primer Secventd (5'-3") *

OL1425 ctgtrgetacgegtgteccactccGAGCTGCTGGATCCTTGCGGC

OL1426 geggggeactigecggecgtggeactcaCTTGCCAGGAGACAGAGACAG

* Secventele specifice monomerului 1 sunt prezentate cu majuscule, secventele specifice
vectorului sunt prezentate cu litere mici i site-urile de restricfie sunt subliniate

Tabelul 3 Elemente de Expresie pFER02

| Caracteristica {Functic

Promotor CMV Promotor/potentator imediat-timpuriu. Permite o expresie eficientd, la
nivel inalt, a proteinei recombinante

polyA hlgGl Secventd de poliadenilare IgG umana

Gena de rezisten{d la {Selectia vectoruluiin E. coli
ampicilind (B-lactamaza)

Promotor timpuriu SV40 {Permite expresia eficientd, la nivel inalt, a genei de rezistenti la

sl origine neomicind si replicarea episomald in celulele care exprimd antigenul T
SV40 larg
§DHFR %Selectarea transfectantilor stabili in celulele CHO dhfr

Semnal de poliadenilare { Terminarea eficientd a transcriptiei si poliadenilarea ARNm
SV40

Procesul de Selecfie a Liniei Celulare care Conduce la Clona Producdtoare a Peptidei I Finale
Vectorul pFERO02 a fost linearizat cu enzima de restrictie terminal Sspl, care are un singur
situs de recunoastere situat in gena beta-lactamazei. Plasmida linearizatd a fost transfectatd in 5 x
10° celule CHO/dhfr folosind transfectia mediatd de lipide. La doudizeci si patru de ore dupi
transfectie, celulele transfectate au fost selectate in mediu suplimentat cu 5% ser de vitel fetal
dializat (FCS) si 100 nM metotrexat (MTX). Celulele transfectate au fost diluate in acest mediu la
diferite densitafi si distribuite in plci de culturd tisulard cu 96 de godeuri, cu fund plat. Celulele au
fost apoi incubate intr-o atmosferd umidificatd la 5% CO; si 37 °C. S-a adiugat mediu de selectie
MTX proaspit la intervale regulate in timpul incubatiei pentru a se asigura ca nivelurile MTX si
nivelurile de nutrien{i au rdmas constante.
Selectia Initiald a Liniei Celulare cu Selectia MTX
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Timp de cateva saptdmani dupd transfectie, plicile de culturd tisulard au fost examinate
folosind un dispozitiv Genetix CloneSelect® Imager si s-a observat cd > 2.000 de godeuri au
colonii in crestere activa. Supernatantii din aceste godeuri au fost esantionati si testati pentru titrul
Peptidei 1 prin ELISA. Pe baza rezultatelor acestui test, un total de 105 dintre cele mai bune
godeuri de exprimare au fost extinse in plici cu 48 de godeuri. Un total de 83 de linii celulare au
fost selectate pentru expansiune in plici cu 6 godeuri sau baloane T-25; supernatantul din fiecare
dintre liniile celulare a fost prelevat si testat pentru titrul Peptidei 1 (ELISA). Pe baza acestor
rezultate, 54 dintre cele mai bune linii celulare de expresie cu caracteristici de crestere optime au
fost selectate pentru expansiune in baloane T-75 sau T-175; supernatantii din baloanele confluente
au fost prelevafi si titrurile Peptidei 1 au fost cuantificate (ELISA). Compararea nivelurilor de
expresie intre liniile celulare a permis identificarea celor mai bune 38 de linii celulare care au fost
selectate pentru analiza productivititii. Productivitatea a fost evaluatd dupd cum urmeaza:

Productivitate (pg/celuld/zi) = ((Th-Ti)/((Vh+Vi)/2))/timp

Unde:

Th este titrul de recoltare [ug/mL]

Ti este titrul initial [pg/mL]

Vh este numérul de celule viabile la recoltare [x 10° celule/ml]

Vi este numirul initial de celule viabile [x 10° celule/ml]

Timp este timpul scurs (zile) intre Ti si Th

Pe baza rezultatelor productivititii (pg/celuld/zi), au fost selectate 13 linii celulare pentru
amplificarea genei.

Amplificare Geneticd Condusd de MTX pentru Selectia Liniei Celulare a Peptidei 1

Cele 13 linii celulare selectate au fost alese pentru prima rundi de amplificare genetica
prin presiune selectivd sub concentratii crescinde de MTX (0,1-50 M). Dupd 7-10 zile,
supernatantul din fiecare godeu din fiecare dintre cele 13 linii celulare a fost prelevat si testat
pentru titrul Peptidei 1 (ELISA). Godeuri din fiecare linie celulard cu niveluri ridicate de expresie
a Peptidei 1 au fost evaluate pentru productivitate (pg/celuld/zi). A doua runda de amplificare a
genei a fost inifiatd cu un total de 16 godeuri din linii celulare care au ardtat cresteri semnificative
ale productivitifii.

A doua runda de amplificare a genei a fost efectuatd in prezenta concentratiilor crescute
de MTX; supernatantii din fiecare culturd au fost testati pentru titrul Peptidei 1 (ELISA).
Godeurile selectate din fiecare linie celulard au fost extinse si s-a evaluat productivitatea
(pg/celuld/zi); au fost identificate cinci linii celulare cu productivitate crescutd ca raspuns la
presiunea crescutd de selectie MTX. Aceste cinci linii celulare au fost progresate la o a treia runda
de amplificare a genei utilizand presiunea de selectie sub concentratie crescutd de MTX;
supernatantii din fiecare godeu au fost testati pentru titrul Peptidei 1 (ELISA). Godeurile selectate
pentru fiecare linie celulard au fost extinse si s-a evaluat productivitatea (pg/celuld/zi); au fost
selectate cinci linii celulare care demonstreaza o expresie ridicatd a Peptidei 1.

Limitarea Dilutiei Clonelor

Limitarea clondrii prin dilutie a fost efectuatd pe cele cinci linii celulare care
demonstreaza expresia Peptidei 1. Dupd o siptimind de incubatie, plicile au fost examinate
folosind un Genetix CloneSelect® Imager si s-au identificat colonii unice. Ratele de crestere a
douad linii celulare in timpul clondrii prin dilutie au fost observate ca fiind deosebit de lente si astfel
aceste linii celulare au fost intrerupte. In total, din cele trei linii celulare rimase, 58 de colonii
clonale au fost selectate pentru expansiune, mai intdi in plici cu 48 de godeuri si apoi extinse
succesiv prin placi cu 12 godeuri, baloane T-25 si baloane T-75 in absenta MTX. Fiecare dintre
cele 58 de clone selectate a fost apoi evaluatd pentru productivitate (pg/celuld/zi); 16 clone au fost
selectate pentru adaptarea suspensiei si adaptarea la crestere intr-un mediu definit chimic.
Adaptarea Liniilor Celulare la Cultura de Suspensie intr-un Mediu Definit Chimic

Cele 16 linii celulare au fost adaptate la cultura de suspensie intr-un mediu definit chimic
dupd cum urmeazd: liniile celulare selectate din cultura aderentd au fost adaptate mai intii la
suspensie atat in mediu de crestere a suspensieci CHO (glucozd DMEM ridicatd, inclusiv L-
glutamind si piruvat de sodiu, 5% FCS dializat, 20 mg/L L-prolind, 1 x penicilind/streptomicind,
1% F68 pluronic) si apoi in mediu de crestere a suspensiei definit chimic (CD Opti-CHO® de la
Life Technologies Ltd. (Paisley, Marea Britanie), 2,5% dializat FCS, 0,1 x
penicilind/streptomicind, 8 mM Glutamax®).

Odata adaptate la cultura de suspensie, liniile celulare au fost stopate, in etape, intr-un
mediu de crestere a suspensiei definite chimic fard ser (CD Opti-CHO®, 0,1 x
penicilind/streptomicind, 8 mM Glutamax®). MTX a fost omis din toate culturile de suspensie.
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Liniile adaptate au fost extinse si au fost pregitite bancile de celule de insdmantare. Pe scurt,
celulele au fost extinse la 300 ml volum total si recoltate cand densitatea celulard a depasit 0,85 x
10° celule/ml si viabilitatea a fost > 90%. Inci 3 x 107 celule au fost insimantate intr-un balon
proaspat continind 70 ml mediu de crestere a suspensiei pentru cresterea si analiza productivitatii.
Celulele ramase au fost recoltate prin centrifugare si resuspendate intr-un volum adecvat de mediu
de congelare pentru a produce o suspensie celulard la 1 x 107 celule/ml. Flacoanele au fost
inghetate pand la -80 © C. Banca de celule a fost apoi transferata in azot lichid pentru depozitare pe
termen lung.

Cele 16 linii celulare au fost in continuare rafinate pand la 5 clone dupa adaptarea fard
ser. Cele 5 clone au fost evaluate pentru crestere (densitate celulard si timp de dublare a celulei) si
productivitate (pg/celuld/zi), dupa care au fost selectate 3 clone. O cloni a fost selectatad pentru a
crea o banci de celule master.

Pregdtirea bancii de celule master (MCB) si a bancii de celule de lucru (WCB) a fost
efectuatd. Un flacon din stocul pre-seminte a fost utilizat pentru prepararea unui MCB de 200
flacoane si un flacon de MCB a fost utilizat pentru a prepara un WCB de 200 flacoane. In fiecare
caz, un flacon a fost dezghetat si mediul de crioconservare indepartat prin centrifugare. Celulele au
fost resuspendate si propagate in volum in mediu de crestere (CD OptiCHO®/4 mM L-glutamind).
Patru pasaje au fost efectuate in timpul credrii MCB si sase pasaje au fost efectuate in timpul
credrii WCB.

Cand s-au obfinut suficiente celule, celulele au fost alicotate in mediu de crioconservare
(92,5% CD OptiCHO®/7,5% DMSO) in flacoane din polipropilend (fiecare continind aproximativ
1,5 x 107 celule viabile) si crioconservate prin reducerea temperaturii la -100 °C pe o perioadi de
cel putin 60 de minute intr-un proces de congelare treptatd. Flacoanele sunt depozitate intr-un
recipient de umplere automata cu azot lichid in fazi de vapori intr-o zond controlatd de GMP.
Descrierea Procesului de Fabricatie a Substantei Medicamentoase (DS)

O scurtd descriere a procesului de fabricatie a Peptidei 1 DS este dupd cum urmeaza.
Celulele dintr-un flacon WCB sunt reactivate si extinse progresiv folosind mediu fird proteine
inainte de inoculare intr-un bioreactor de productie. La finalizarea culturii celulare, celulele si
resturile celulare sunt indepdartate prin filtrarea culturii.

Purificarea constd din trei ctape de coloand cromatografici (MAbSelect Sure, SP
Sepharose, Capto Q sau Sartobind Phenyl), o etapd de concentratie si diafiltrare si include doud
etape specifice de reducere/inactivare virald; Tratamentul cu Triton X-100 (inactivarea virusurilor
cu anvelopd) si o etapd de nanofiltrare (eliminarea virusurilor cu anvelopd si fird anvelopd).

Dupa concentrare si diafiltrare, se adaugd excipienti pentru formularea DS. Peptida 1
formulata este filtratd 0,22 um in recipiente.

Descrierea si Compozitia Produsului Medicamentos (DP)

DP este o solutie sterild care trebuie administratd prin. infuzie i.v. DP constd din Peptida
1 la o concentratie de 15 mg/ml intr-o solutie izotonicd con{inind 25 mM L-histidind, 200 mM
zaharoza si 0,1 mg polisorbat 20/mL la pH 7,6. Flacoanele sunt acoperite cu azot pentru protectic
impotriva oxidarii. Produsul este destinat unei singure utilizdri si depozitare la -20 °C pani la
decongelare pentru administrare clinica.

Compozitia si Formula lotului
Formula lotului pentru produsul medicamentos este prezentatd in Tabelul 4.

Tabelul 4 Compozitia Lotului DP

;COmponenta §Cantitate ;Standard calitate
éPeptida 1 §7ZO g §Speciﬁca§ie Ferring
L Histidina 186,18 ¢ | Ph.Eur./USP*
Zaharoza 13286,08 ¢ | Ph.Eur./USP*
Polisorbat 48¢ | Ph.Eur./USP*
\WEI §ad 49536 ¢ éPh.Eur./USP*
§Mdr0xid de sodiu §Cantitate suficientd §Ph.Eur./USP*

| Azot Cantitate suficienti Ph.Eur./USP*

* Ed. curenti
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LISTA DE SECVENTE

SECVIDNR.: I

Glu Leu Leu Asp Pro
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Gln

Met
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Ser
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Cys

Thr

Ile
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Thr
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5
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85
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Lys

Thr

Cys
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Thr
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Gly

Thr

Asn
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55
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Pro

Lys
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Lys

Val
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Ala

40
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Gln
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Met

120
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Tyr
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16

Ile

Val

25
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Thr
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Phe

Val
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10
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Thr
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Thr

Pro

Val
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Ile
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75

Gln

Pro

Glu

Lys

Asp

155

Asn

Ser

Glu

Leu

Val

Ile

60

Asn

Asn

Lys

Trp

Ser

140

Thr

Ile

Asp

Ser

Lys

Trp

Asn

Ile

Val

Asn

Asp

125

Glu

Pro

Glu

His

Pro

Glu

30

Lys

Arg

Gln

Tyr

Leu

110

Gly

Trp

Thr

Val

Ile

val

15

Lys

Thr

Thr

Leu

Gly

95

Ser

Gly

Ala

Ser

Trp

175

Asn

Val

Cys

Asn

Ala

Thr

80

Ile

Cys

Arg

Thr

Cys

160

Val

Phe



Asp

Ile

Pro

225

Thr

Ser

Tyr

Ser

Ser

305

Gly

Ala

Ser

Leu

Gly

Pro

Asn

210

Ser

Lys

Thr

Val

Asp

290

Lys

Tyr

Asn

His

Thr

370

Lys

Val

1595

Ser

Ile

Asp

Arg

Phe

275

Trp

Ala

Arg

Gly

Leu

355

Asn

Ser

180

Tyr

Glu

Lys

Ala

Ser

260

Arg

Ser

Pro

Thr

Lys

340

Gln

Asp

Asp
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Lys

Glu

Ser

Ser

245

Ser

Ile

Glu

Ser

Val

325

Ile

Asn

Arg

Ala

Val

Leu

Val

230

Thr

Phe

Arg

Glu

Phe

310

Gln

Leu

Tyr

Tyr

Ala

Lys

Ser

215

Ile

Trp

Thr

Cys

Ala

295

Trp

Leu

Asp

Thr

Leu

375

Val

Pro

200

Ser

Ile

Ser

Val

Met

280

Ser

Tyr

Val

Tyr

Val

360

Ala

Leu

17

185

Asn

Ile

Leu

Gln

Gln

265

Lys

Gly

Lys

Trp

Glu

345

Asn

Thr

Thr

Pro

Leu

Lys

Tle

250

Asp

Glu

Ile

Tle

Lys

330

Val

Ala

Leu

Ile

Pro

Lys

Tyr

235

Pro

Leu

Asp

Thr

Asp

315

Thr

Thr

Thr

Thr

Pro

His

Leu

220

Asn

Pro

Lys

Gly

Tyr

300

Pro

Leu

Leu

Lys

Val

380

Ala

Asn

205

Thr

Ile

Glu

Pro

Lys

285

Glu

Ser

Pro

Thr

Leu

365

Arg

Cys

190

Leu

Trp

Gln

Asp

Phe

270

Gly

Asp

His

Pro

Arg

350

Thr

Asn

Asp

Ser

Thr

Tyr

Thr

255

Thr

Tyr

Arg

Thr

Phe

335

Trp

Val

Leu

Phe

Val

Asn

Arg

240

Ala

Glu

Trp

Pro

Gln

320

Glu

Lys

Asn

Val

Gln



385

Ala

Leu

Leu

Gln

Ala

465

Gly

Pro

Ala

Ile

Ala

545

Thr

Gly

Gln

Thr

Trp

Glu

Gln

450

Glu

Pro

Ser

Val

Arg

530

Val

Ser

Gly

Gly

His

Val

Trp

435

Glu

Ser

Gly

Lys

Leu

515

Asn

Asn

Asp

Lys

Glu

Pro

Glu

420

Cys

Asp

Lys

Ser

Gly

500

Glu

Tyr

Val

Thr

Asp

580

Asp
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Val

405

Trp

Val

Gly

Cys

Pro

485

Pro

Trp

Thr

Asp

Leu

565

Gly

Lys

390

Met

Thr

Leu

Thr

Tyr

470

Glu

Thr

Asp

Ile

Ser

550

Tyr

Pro

Thr

Asp

Thr

Ser

Val

455

Leu

Ser

Val

GIln

Phe

535

Ser

Met

Glu

His

Leu

Pro

Asp

440

His

Ile

Ile

Arg

Leu

520

Tyr

His

vVal

Phe

Thr

18

Lys

Arg

425

Lys

Arg

Thr

Lys

Thr

505

Pro

Arg

Thr

Arg

Thr

585

Cys

Ala

410

Glu

Ala

Thr

Val

Ala

490

Lys

Val

Thzr

Glu

Met

570

Phe

Pro

395

Phe

Ser

Pro

Tyr

Thr

475

Tyr

Lys

Asp

Ile

Tyr

555

Ala

Thr

Pro

Pro

Val

Cys

Leu

460

Pro

Leu

Val

Val

Ile

540

Thr

Ala

Thr

Cys

Lys

Lys

Ile

445

Arg

val

Lys

Gly

Gln

525

Gly

Leu

Tyr

Pro

Pro

Asp

Lys

430

Thr

Gly

Tyr

Gln

Lys

510

Asn

Asn

Ser

Thr

Lys

590

Ala

Asn

415

Tyr

Asp

Asn

Ala

Ala

495

Asn

Gly

Glu

Ser

Asp

575

Phe

Pro

400

Met

Ile

Trp

Leu

Asp

480

Pro

Glu

Phe

Thr

Leu

560

Glu

Ala

Glu



Ala

Thr

625

Val

vVal

Ser

Leu

Ala

705

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

785

Ser

Ser

Glu

610

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

690

Pro

Gln

val

Val

Pro

770

Thr

Val

Leu

595

Gly

Met

His

Val

Tyr

675

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

755

Pro

Val

Met

Ser

Ala

Ile

Glu

His

660

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

740

Trp

Val

Asp

His

Pro
820
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Pro

Ser

Asp

645

Asn

val

Glu

Lys

Thr

725

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu
805

Gly

Ser

Arg

630

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

710

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

790

Ala

Lys

val

615

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

695

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

775

Arg

Leu

600

Phe

Pro

Val

Thr

Val

680

Cys

Ser

Pro

val

Gly

760

Asp

Trp

His

19

Leu

Glu

Lys

Lys

665

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

745

Gln

Gly

Gln

Asn

Phe

Val

Phe

650

Pro

Thzr

Val

Ala

Arg

730

Gly

Pro

Ser

Gln

His
810

Pro

Thr

635

Asn

Arg

val

Ser

Lys

715

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

785

Tyr

Pro

620

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

700

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

780

Asn

Thr

605

Lys

Val

Tyr

Glu

His

685

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

765

Leu

Val

Gln

Pro

Val

Val

Gln

670

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

750

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

Val

Asp

655

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

735

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
815

Asp

Asp

640

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

720

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

800

Leu
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SECVIDNR.: 2
Met Leu Thr Leu Gln Thr Trp Leu Val Gln Ala Leu Phe Ile Phe Leu
1 5 10 15

Thr Thr Glu Ser Thr Gly Glu Leu Leu Asp Pro Cys Gly Tyr Ile Ser
20 25 30

Pro Glu Ser Pro Val Val Gln Leu His Ser Asn Phe Thr Ala Val Cys
35 40 45

Val Leu Lys Glu Lys Cys Met Asp Tyr Phe His Val Asn Ala Asn Tyr
50 55 60

Ile Val Trp Lys Thr Asn His Phe Thr Ile Pro Lys Glu Gln Tyr Thr
65 70 75 80

Ile Ile Asn Arg Thr Ala Ser Ser Val Thr Phe Thr Asp Ile Ala Ser
85 90 95

Leu Asn Ile Gln Leu Thr Cys Asn Ile Leu Thr Phe Gly Gln Leu Glu
100 105 110

Gln Asn Val Tyr Gly Ile Thr Ile Ile Ser Gly Leu Pro Pro Glu Lys
115 120 125

Pro Lys Asn Leu Ser Cys Ile Val Asn Glu Gly Lys Lys Met Arg Cys
130 135 140

Glu Trp Asp Gly Gly Arg Glu Thr His Leu Glu Thr Asn Phe Thr Leu
145 150 155 160

Lys Ser Glu Trp Ala Thr His Lys Phe Ala Asp Cys Lys Ala Lys Arg
165 170 175
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Asp Thr Pro Thr Ser Cys Thr Val Asp Tyr Ser Thr Val Tyr Phe Val
180 185 190

Asn I_e Glu val Trp Val Glu Ala Glu Asn Ala Leu Gly Lys Val Thr
195 200 205

Ser Asp His Ile Asn Phe Asp Pro Val Tyr Lys Val Lys Pro Asn Pro
220 215 220

Pro His Asn Leu Ser Val Ile Asn Ser Glu Glu Leu Ser Ser Ile Leu
225 230 235 240

Lys Leu Thr Trp Thr Asn Pro Ser Ile Lys Ser Val Ile Ile Leu Lys
245 250 255

Tyr Asn Ile Gln Tyr Arg Thr Lys Asp Ala Ser Thr Trp Ser Gln Ile
260 265 270

Pro Pro Glu Asp Thr Ala Ser Thr Arg Ser Ser Phe Thr Val Gln Asp
275 280 285

Leu Lys Pro Phe Thr Glu Tyr Val Phe Arg Ile Arg Cys Met Lys Glu
290 295 300

Asp GLy Lys Gly Tyr Trp Ser Asp Trp Ser Glu Glu Ala Ser Gly Ile
305 310 315 320

Thr Tyvr Glu Asp Arg Pro Ser Lys Ala Pro Ser Phe Trp Tyr Lys Ile
325 330 335

Asp Pro Ser His Thr Gln Gly Tyr Arg Thr Val Gln Leu Val Trp Lys
340 345 350

Thr Leu Pro Pro Phe Glu Ala Asn Gly Lys Ile Leu Asp Tyr Glu Val
355 360 365

Thr Leu Thr Arg Trp Lys Ser His Leu Gln Asn Tyr Thr Val Asn Ala
370 375 380

Thr Lys Leu Thr Val Asn Leu Thr Asn Asp Arg Tyr Leu Ala Thr Leu
385 390 395 400



Thr

Pro

Phe

Ser

Pro

465

Tyr

Thr

Tyr

Lys

Asp

545

Ile

Tyr

Ala

val

Leu

Pro

Leu

Val

530

vVal

Thr

Arg

Cys

Lys

435

Lys

Ile

Arg

Val

Lys

515

Gly

Gln

Gly

Leu

Tyr
595

Asn

Asp

420

Asp

Lys

Thr

Gly

Tyr

500

Gln

Lys

Asn

Asn

Ser

580

Thr
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Leu

405

Phe

Asn

Tyr

Asp

Asn

485

Ala

Ala

Asn

Gly

Glu

565

Ser

Asp

Val

Gln

Met

Ile

Trp

470

Leu

Asp

Pro

Glu

Phe

550

Thr

Leu

Glu

Gly

Ala

Leu

Leu

455

Gln

Ala

Gly

Pro

Ala

535

Ile

Ala

Thr

Gly

Lys

Thr

Trp

440

Glu

Gln

Glu

Pro

Ser

520

Val

Arg

Val

Ser

Gly
600

Ser

His

425

vVal

Trp

Glu

Ser

Gly

505

Lys

Asn

Asn

Asp

585

Lys

22

Asp

410

Pro

Glu

Cys

Asp

Lys

490

Ser

Gly

Glu

Tyr

vVal

570

Thr

Asp

Ala

Val

Trp

Val

Gly

475

Cys

Pro

Pro

Trp

Thr

555

Asp

Leu

Gly

Ala

Met

Thr

Leu

460

Thr

Tyr

Glu

Thr

Asp

540

Ile

Ser

Tyr

Pro

val

Asp

Thr

445

Ser

Val

Leu

Ser

Val

525

Gln

Phe

Ser

Met

Glu
605

Leu

Leu

430

Pro

Asp

His

Ile

Ile

510

Arg

Tyr

His

Val

590

Phe

Thr
415

Lys

Arg

Lys

Arg

Thr

495

Lys

Thr

Arg

Thr

575

Arg

Thr

Ile

Ala

Glu

Ala

Thr

480

Val

Ala

Lys

val

Thr

560

Glu

Met

Phe
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Thr Thr Pro Lys Phe Ala Gln Gly Glu Asp Lys Thr His Thr Cys Pro
620 615 620

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Glu Gly Ala Pro Ser Val Phe Leu Phe
625 630 635 640

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val
645 650 655

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe
660 665 6’70

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
675 680 685

Arg G_u Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr
650 695 700

Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val
705 710 715 720

Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala
725 730 735

Lys GLy Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
740 745 750

Glu GZu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
755 760 765

Phe Tyvr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
770 775 780

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
785 790 795 800

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
805 810 815

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
820 825 830
Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

835 840
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(57) Revendicari;

1. Dimer polipeptidic cuprinzand doi monomeri, fiecare monomer avand cel putin 90%
identitate de secventd fatd de SECV ID NR: 1, in care monomerii cuprind domeniul gpl30 D6
corespunzditor aminoacizilor de la pozitiile 585-595 din SECV ID NR: 1, o regiune balama a
domeniului Fe cuprinzand aminoacizii de la poziiile 609-612 din SECV ID NR: 1, si monomerii nu
cuprind un linker intre portiunea gpl30 si domeniul Fc, pentru utilizare in tratamentul unei boli
inflamatorii sau a unei stiri mediatd de IL-6 la un om, in care dimerul polipeptidic este administrat
intr-o dozd de 60 mgpandlal g

2. Dimer polipeptidic cuprinzand doi monomeri, fiecare monomer avand cel putin 90%
identitate de secventd fatd de SECV ID NR: 1, in care monomerii cuprind domeniul gpl30 D6
corespunzdtor aminoacizilor de la pozitiille 585-595 din SECV ID NR: 1, o regiune balama a
domeniului Fe cuprinzand aminoacizii de la pozitiile 609-612 din SECV ID NR: 1, si monomerii nu
cuprind un linker intre portiunea gp130 si Fc, pentru utilizare in tratarea unei stiri mediati de IL-6 de
la un om fara scdderea semnificativd a numdrului de neutrofile, a numirului de trombocite si/sau a
nivelurilor de proteind C- reactivd sau fard scidderea numdrului de neutrofile, a numdrului de
trombocite si/sau a nivelurilor de proteind C- reactiva sub un interval normal la subiectii sdnitosi sau
la pacientii care suferd de o stare mediatd de IL-6, in care dimerul polipeptidic este administrat la
fiecare 7-20 de zile, preferabil in care dimerul polipeptidic este administrat intr-o dozd de 60 mg pand
lalg.

3. Dimerul polipeptidic pentru utilizare in metoda conform revendicirii 1 sau 2 in care
monomerii au SECV ID NR: 1.

4. Dimerul polipeptidic pentru utilizare In metoda conform oricireia dintre revendicirile 1-3, in
care doza este de 60 mg pand la 600 mg.

5. Dimerul polipeptidic pentru utilizare in metoda conform revendicarii 1, in care dimerul
polipeptidic este administrat la fiecare 7-60 de zile, preferabil la fiecare 7-30 de zile.

6. Dimerul polipeptidic pentru utilizare in metoda conform revendicdrii 5, in care dimerul
polipeptidic este administrat la fiecare 7-20 de zile.
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7. Dimerul polipeptidic pentru utilizare in metoda conform revendicdrii 1 sau 2, in care dimerul
polipeptidic este administrat la fiecare 7 zile sau la fiecare 14 zile.

8. Dimerul polipeptidic pentru utilizare In metoda conform oricdreia dintre revendicarile
precedente, in care dimerul polipeptidic este administrat parenteral, de preferintd intravenos sau
subcutanat.

9. Dimerul polipeptidic pentru utilizare in metoda oricireia dintre revendicirile precedente, in
care boala inflamatorie sau starea mediata de IL-6 este boala inflamatorie intestinald, preferabil in care
boala inflamatorie intestinald este boala Crohn sau colita ulcerativa.

10. Dimerul polipeptidic pentru utilizare in metoda conform revendicdrii 9, in care tratamentul
induce sau mentine remisiunea bolii inflamatorii intestinale.

11. Dimerul polipeptidic pentru utilizare In metoda conform oricireia dintre revendicirile 1-8, in
care boala inflamatorie sau starea mediatd de IL-6 este artrita reumatoidd, psoriazisul, uveita sau
ateroscleroza.

12. Dimerul polipeptidic pentru utilizare in metoda conform revendicirii 9, in care boala
inflamatorie sau afectiunea IL-6- mediatd de este colita care nu este asociatd cu boala inflamatorie
intestinala.

13. Dimerul polipeptidic pentru utilizare in metoda conform revendicarii 12, in care colita este
colitd radiationald, colitd diverticulard, colitd ischemicd, colitd infectioasd, boald celiacd, colitd
autoimund sau colitd care rezultd din alergiile care afecteazi colonul.

14. Dimerul polipeptidic pentru utilizare in metoda conform oricireia dintre revendicirile
precedente, in care numdrul de neutrofile, numirul de trombocite si/sau nivelurile de proteind C-
reactivd sunt mentinute intr-un interval fiziologic normal dupa administrarea dimerului polipeptidic.

15. Dimerul polipeptidic pentru utilizare in metoda conform oricireia dintre revendicirile
precedente, in care tratamentul cuprinde suplimentar administrarea unui al doilea agent activ,
preferabil in care cel de al doilea agent activ este acidul 5-aminosalicilic, azatioprina, 5-
mercaptopurina sau un corticosteroid.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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