Republica Federativa do Brasil
hitie do 7 .

(RPI 2088)

@ o Coméroin Extarior
h Py

Intitutes b

21 P10613459-9 A2

(22) Data de Depésito: 03/07/2006
(43) Data da Publicacao: 11/01/2011

* BRPIOG® 13 459 A2 %

(51) Int.CI.:
A61K 39/395
A61K 31/16
AB61K 31/33
AB61P 29/00

(54) Titulo: COMBINAGAO DE ANTICORPO ANTI-
MADCAM E INIBIDOR DE CASPASE ANTIFIBROTICA
PARA TRATAR FIBROSE HEPATICA

(30) Prioridade Unionista: 11/07/2005 US 60/698.561

(73) Titular(es): PFIZER LIMITED

(72) Inventor(es): GARY CRAIG BURGESS, ROGER KERRY
(74) Procurador(es): Alexandre Ferreira

(86) Pedido Internacional: PCT 182006001896 de 03/07/2006

(87) Publicacéo Internacional: wo 2007/007162de 18/01/2007

(57) Resumo: COMBINAGAO DE ANTICORPO ANTI-MADCAM E
INIBIDOR DE CASPASE ANTIFIBROTICA PARA TRATAR FIBROSE
HEPATICA. A invengéo se refere a uma combinagéo de um anticorpo
anti-MAdCAN com agente antifibrético, tal como um inibidor de
protease, preferivelmente um inibidor de caspase. A invengdo também
se refere a composigdes farmacéuticas compreendendo a combinagéo
da invengéo, e o uso da combinagéo para o tratamento de fibrose
hepatica.
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“COMBINAGAO DE>ANTICORPO ANTI-MADCAM E INIBIDOR DE
CASPASE ANTIFIBROTICA PARA TRATAR FIBROSE HEPATICA”

A invencdo refere-se a uma nova combinagao de um
anticorpo anti-MAdCAM com um agente antifibrético, tal como
um inibidor de protease, preferivelmente um inibidor de cas-
pase. A invencdo também se refere as composicdes farmacéu-
ticas compreendendo a combinagdo da invengdo, e O uso da
combinagcdo para o tratamento de fibrose hepéatica.

A doénéa do figado crénica é responsavel por mais
de 1,4m de mortes anualmente (WHO, Word Healh Report 2004) e
nos Estados Unidos esta entfe as dez principais causas rela-
cionadas com doenca de morte (CDC, National Center for Heal-
th Statistics, 2004). A fibrose‘hepética, que é um resulta-
do de inflamacdo hepatica persistente, se deixada sem cuida-
do tem serias conseqiiéncias em longo prazo quanto a mortali-
dade e morbidez do paciente.

A fibrose hepatica é um dos processos que ocorre
quando o figado é danificado. Tal dano pode ser o resultado
de, por exemplo, atividade viral (por exemplo, tipos de he-
patite crénica B ou C) ou outras infec¢des do figado (por
exemplo, parasitas, bactérias); substancias quimicas (por
exemplo, farmacéuticos, medicamento recreativo, &alcool ex-
cessivo, exposigdo a-poluentes); processos imune (por exem-
plo, hepatite autoimune); disturbios metabdélicos (por exem-
plo, disturbios de armazenamento de lipideo, glicogénio, ou
metal); ou desenvolvimento de céncer (cancer de figado pri-
mario ou secundario). A fibrose é tanto um sinal de dano do

figado quanto um contribuinte potencial para insuficiéncia
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hepdtica através dé cirrose progressiva do figado.

HA uma seria necessidade médica ndo atendida. A
presente invengdo se refere a uma combinacdo de um anticorpo
de molécula de adesdo de célula de adresina anti-mucosal
(MAACAM) com um agente antifibrético, preferivelmente um i-
nibidor de protease, mais preferivelmente um inibidor de
caspase, que é benéfico para o tratamento de fibrose hepati-
ca.

vA molécula de adesdo de célula adresina mucosal
(MAQCAM) é um membro da super-familia de imunoglobulina de
receptores de adeséo'de célula. E uma das moléculas de ade-
sdo envolvida na convocacdo de linfécitos para tecidos quan-
do requeridos, por meio de interag¢do com uma molécula de in-
tegrina na superficie dos linfécitos.

Foi mostrado que os anticorpos que inibe a ligagao
de MAdCAM a seus pares de ligagéoAde integrina, 4By, por
exemplo, anticorpos anti-MAdCAM (por exemplo MECA-367; US
5.403.919, US 5.538.724) ou anticorpos anti-oyuf; (por exem-
plo, Act-1; US 6.551.593), pode inibir a extravasdo de leu-
cécito em intestino inflamado, e pode entdo ser benéfico no
tratamento de doenca de intestino inflamatérios (IBD).

Aspectos da Invencao

Un aspecto da invencdo é uma combinagdao de um an-
ticorpo anti-MAdCAM ou porcgdo de ligagdo de antigeno deste
com um agente anti-fibrético. Preferivelmente, o agente an-
tifibrético é um inibidor de protease, mais preferivelmente
um inibidor de caspase, ainda mais preferivelmente o inibi-

dor de caspase é um composto da férmula I:
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CO,R?
0

1 _
R HJT[_A?{‘ .
o

0

Férmula I

Oonde A, B, Rl e R2 sdo como definido abaixo. Pre-
ferivelmente, o composto da férmula I é selecionado de: aci-
do (3S)—3—[N—(N'—(2—Flﬁor—4—iodofenil)Oxamil)Valinil]Amino—
5—(2',3',5',6‘—Tetrafluorfenéxi)—4—Oxopentanéico;

acido (3S)-3-[N-(N"-(2-
Clorofenil)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2',3',5"',6'-
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido (3S)-3-[N-(N'"-(2-
Bromofenil)Oxamil)Valinil}Amino-5-(2',3',5"',6'~
Tetrafiuorfenéxi)—4—Oxopentanéico;

acido (38)-3-[N-(N'-(2-
Fluorfenil)Oxamil)Valinil]Amino—5—(2',3',5‘,6'-
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido (38)-3-[N=-(N’"=(2-
Trifluormetilfenil)Oxamil)Valinil]Amino—S—(2',3',5',6'-
Tetrafluorfenéxi)—4—Oxopentanéico;

acido (38)-3-[N-(N'-(1-
Antril)Oxamil)Valinil]Amino—S—(2’,3',5‘6‘—Tetrafludrfenéxi)—
4-0Oxopentandico; |

acido | (35)-3-[N-(N'-(2-Terc-

Butilfenil)Oxamil)Alaninil]Amino-5-(2’,3"',5"',6" -
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Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido (3S)-3-[N-(N'-(2-
Trifluorometilfenil)Oxamil)Alaninil]Amino-5-(2',3',5',6'-
Tetrafluorfenédxi)-4-Oxopentandico;

4cido | (3S) -3- [N- (N'- (2, 6~
Difluorfenil)Oxamil)Alaninil]Amino—S—(2‘,3',5',6'—
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido | ' (38)-3-[N-(N'-(1-
Napritil)Ogamil)Alaninil]Amino—S—(2',3',5',6'—

Tetrafluorprienoxi)-4-Oxopentandico;

acido ' (3S) -3-[N-(N'-(4-
Metoxifenil)Oxamil)Alaninil]Amino-5-(2',3',5',6'-
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido (3S)-3-[N-(N'-(2-
Trifluormetilfenil)Oxamil)Valinil]Amino-4-Oxobutandico;

acido (38)-3-[N-(N'-(2-terc-
Butilmetilfenil)Oxémil)Valinil]Amino—4—Oxobutanéico;

acido : (38)y-3-[N=(N"-(2-
Benzilfenil)Oxamil)Valinil]Amino-4-Oxobutandico;

acido (3S)-3-[N-(N'"-(2-
Fenilfenil)Oxamil)Valinil]Amino-4-Oxobutandico.

Ainda mais preferivelmente, o composto & acido
(3S)—3—[N—(N‘—(2—terc—Butilfenil)Oxamil)Alaninil]Amino—S—
(27,3',5',6"'-Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico.

Em um aspecto da invengao b anticorpo anti-MAdCAM
ou porcdo de ligagdo de antigeno deste na combinagéo é um
anticorpo ou porgdo de ligagdo de antigeno deste que especi-

ficamente liga MAdCAM. Preferivelmente, anticorpo ou porcgao
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é um anticorpo monoclonal humano ou porgdo de ligagdo de an-

tigeno deste. Preferivelmente, a anticorpo ou porgdo possui
pelo menos uma daé propriedades seguintes:
(a) se liga as células humanas;
(b) tem uma seletividade para MAdCAM sob VCAM ou
fibronectina de pelo menos 100 vezes;
(c) se liga da MAJCAM humano com um Kd de 3 x 107%°
M ou menos; ou
(d) inibe a ligacdo de células de expressdo de asfy
ao MAdCAM humano.
| (e) inibe a convocacdo de linfécitos para tecido
linféide gastrointestinal.
| Preferivelmente, o anticorpo ou porgdo de ligacédo
de antigeno inibe a ligagdo de MAdCAM humano a auB7, e tem
pelo menos uma das seguintes propriedades:
(a) compétigéo cruzada com um anticorpo de refe-
réncia para ligagdao a MAdCAM;
(b) competicdo com um anticorpo de referéncia para
ligacdo a MAdCAM;
(c) ligacdo ao mesmo epitopo de MAdCAM como um an-
ticorpo de referéncia;
(d) ligacdo a MAJCAM com substancialmente o mesmo
Kgq como um anticorpo de referéncia;
(e) ligacdo a MAdCAM com substancialmente a mesma
taxa como um anticorpo de referéncia;
onde o anticofpo de referéncia ¢é selecionado do
grupo consistindo em: anticorpo monoclonal 1.7.2, anticorpo

monoclonal 1.8.2, anticorpo monoclonal 6.14.2, anticorpo mo-
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noclonal 6.22.2, anticorpo monoclonal 6.34.2, anticorpo mo-
noclonal 6.67.1, anticorpo monoclonal 6.73.2, anticorpo mo-
noclonal 6.77.1, anticorpo monoclonal 7.16.6, anticorpo mo-
noclonal 7.20.5, anticorpo monoclonal 7.26.4, anticorpo mo-
noclonal 9.8.2, anticorpo monoclonal 6.22.2-mod, anticorpo

monoclonal 6.34.2-mod, anticorpo monoclonal 6.67.1-mod, an-
ticorpo monoclonal 6.77.1l-mod e anticorpo monoclonal‘7.26.4—
mod.

Em outro aspecto da invengdo a regido variavel de
cadeia pesada, a regido variavel de cadeia leve ou ambas do
anticorpo anti-MAdCAM sdo pelo menos 90% idénticas em se-
giéncia de aminodcido a regido ou regides correspondente de
uﬁl anticorpo monoclonal selecionados do grupo consistindo

em: anticorpo monoclonal 1.7.2, anticorpo monoclonal 1.8.2,

anticorpo monoclonal 6.14.2, anticorpo monoclonal 6.22.2,
anticorpo monoclonal 6.34.2, anticorpo monoclonal 6.67.1,
anticorpo monoclonal 6.73.2, anticorpo monoclonal 6;77.1,
anticorpo monoclonal 7.16.6, anticorpo monoclonal 7.20.5,
anticorpo monoclonal 7.26.4 anticorpo monoclonal 9.8.2, an-

ticorpo monoclonal 6.22.2-mod,

mod,

anticorpo monoclonal 6.34.2-

anticorpo monoclonal 6.67.1-mod,

6.77.1-mod e anticorpo monoclbnal 7.26.4-mod.

anticorpo monoclonal

Preferivelmente o anticorpo é selecionado do grupo

consistindo em:

(a)

um anticorpo compreendendo as seqiiéncias de

aminoacido apreseﬁtado nas SEQ ID NO: 2 e SEQ ID NO: 4, sem

as seqiiéncias de sinal;

(b)

um anticorpo compreendendo as

seqliéncias de
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aminodcido apresentados nas SEQ ID NO: 6 e

as seqiiéncias de sinal,
(c) um anticorpo
aminoacido apresentados nas
sem as seqiéncias de sinal,
(d) um anticorpo
aminodcido apresentados nas
sem as seqgiéncias de sinal,
(e) 'um anticorpo
aminodcido apresentados nas

sem as seqgiéncias de sinal,

(£)

noidcido apresentados nas SEQ ID NO:

as seqiiéncias de sinal,
(g) um anticorpo
aminoacido apresentados nas
sem as seqiéncias de sinal,
(h) um anticorpo
aminoacido apresentados nas
sem as seqgiiéncias de sinal,
(1) um anticorpo
aminodcido apresentados nas
sem as seqiiéncias de sinal,
(j) um anticorpo
aminoa&cido apresentados nas
sem as seqdéncias de sinal,
(k)

um anticorpo

aminodcido apresentados nas

compreendendo

SEQ ID NO: 10

compreendendo

SEQ ID NO: 14

compreendendo

SEQ ID NO: 18

compreendendo
SEQ ID NO: 26
compreendendo
SEQ ID NO: 30
compreendendo

SEQ ID NO: 34

compreendendo

SEQ ID NO: 38

compreendendo

SEQ ID NO: 42

22 e SEQ ID NO:

SEQ ID NO: 8, sem

as seqliéncias de

e SEQ ID NO: 12,

as seqgiéncias de

e SEQO ID NO: 16,

as seqgiiéncias de

e SEQ ID NO: 20,

um anticorpo compreendendo as seqiiéncias ami-

24, sem

as seqiiéncias de

e SEQ ID NO: 28,

as seqgiéncias de

e SEQ ID NO: 32,

as seqgiéncias de

e SEQ ID NO: 36,

as seqiiéncias de

e SEQ ID NO: 40,

as seqiéncias de

e SEQ ID NO: 44,
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sem as seqiéncias de sinal,

(1) um anticorpo compreendendo as seqgiiéncias de
aminoidcido apresentados nas SEQ ID NO: 46 e SEQ ID NO: 48,
sem as seqiéncias de sinal,

(m) um anticorpo compreendendo as segiiéncias de
aminodcido apresentados nas SEQ ID NO: 52 e SEQ ID NO: 54,
sem as seqiiéncias de sinal,

(n) um anticorpo compreendendo as seqgiliéncias de
aminoacido apresentados nas SEQ ID NO: 56 e SEQ ID NO: 58,
sem as sequéncias de sinal,

(o) um anticorpo compreendendo as seqiliéncias de
aminodcido apresentados nas SEQ ID NO: 60 e SEQ ID NO: 62,
sem as seqliéncias de sinal,

(p) um anticorpo compreendendo as munigdes seqlién-
cias a&cidas apresentados nas SEQ ID NO: 64 e SEQ ID NO: 66,
sem as seqiiéncias de sinal, e

(q) um ahticorpo compreendendo és municdes seqiién-
cias &cidas apresentados nas SEQ ID NO: 42 e SEQ ID NO: 68,
sem as seqiiéncias de sinal.

Em um aspecto da invengdo, a lisina C terminal de
cadeia pesada podem ser privada do anticorpo anti-MAdCAM da
combinacao.

Em outro aspecto da invencdo, o anticorpo monoclo-
nal ou porcgdo de ligacdo de antigeno deste é selecionado dos
seguintes anticorpos:

(a) a cadeia pesada compreende as seqiiéncias de
aminodcido CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia pesada de um anticor-

po de referéncia selecionado do grupo consistindo em 1.7.2,
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1.8.2, 6.14.2, 6.22.2, 6.34.2, 6.67.1, 6.73.2, 6.77.1,
7.16.6 7.20.5, 7.26.4, 9.8.2, 6.22.2-mod, 6.34.2-nod,
6.67.1-mod, 6.77.1-mod e 7.26.4-mod,

(b) a cadeia leve compreende as seqiiéncias de ami-
noacido CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia leve de um anticorpo de
referéncia selecionado do grupo consistindo em 1.7.2, 1.8.2,
6.14.2, 6.22.2, 6.34.2, 6.67.1} 6.73.2, 6.77.1, 7.16.6,
7.20.5, 7.26.4, 9.8.2, 6.22.2-mod, 6.34.2-mod, 6.67.1-mod,
6.77.1-mod e 7.26.4-mod,

(c) o anticorpo compreende uma cadeia pesada de
(a) e uma cadeia leve de (b), e

(d) o anticorpo de (c) onde as sequéncias de ami-
noacido CDR de cadeia pesada e cadeia leve sdo selecionadas
do mesmo anticorpo de referéncia.

Em outro aspecto da invengdo, o anticorpo monoclo-
nal ou porcdo de ligacdo de antigeno compreende:

(a) uma cadeia pesada combreendendo a seqgiéncia de
aminoadcido de regido variavel de cadeia pesada de um anti-
corpo selecionado do grupo consistindo em: 1.7.2 (SEQ ID NO:
2):; 1.8.2 (SEQ ID NO: 6); 6.14.2 (SEQ ID NO: 10); 6.22.2
(SEQ ID NO: 14); 6.34.2 (SEQ ID NO: 18); 6.67.1 (SEQ ID NO:
22); 6.73.2 (SEQ ID NO: 26); 6.77.1 (SEQ ID NO: 30); 7.16.6
(SEQ ID NO: 34); 7.20.5 (SEQ ID NO: 38); 7.26.4 (SEQ ID NO:
42); e 9.8.2 (SEQ ID NO: 46); 6.22.2-mod (SEQ ID NO: 52);
6.34.2-mod (SEQ ID NO: 56); 6.67.1-mod (SEQ ID NO: 60);
6.77.1-mod (SEQ ID NO: 64); e 7.26.4-mod (SEQ ID NO: 42);

(b) uma cadeia leve compreendendo a seqiéncia de

aminodcido de regido variavel de cadeia leve de um anticorpo
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selecionado do grupo consistindo em: 1.7.2 (SEQ ID NO: 4);
1.8.2 (SEQ ID NO: 8); 6.14.2 (SEQ ID NO: 12); 6.22.2 (SEQ ID
NO: 16); 6.34.2 (SEQ ID NO: 20); 6.67.1 (SEQ ID NO: 24);
6.73.2 (SEQ ID NO: 28); 6.77.1 (SEQ ID NO: 32); 7.16.6 (SEQ
ID NO: 36); 7.20.5 (SEQ ID NO: 40); 7.26.4 (SEQ ID NO: 44) ;
e 9.8.2 (SEQ ID NO: 48); 6.22.2-mod (SEQ ID NO: 54); 6.34.2-
mod (SEQ ID NO: 58); 6.67.1-mod (SEQ ID NO: 62); 6.77.1-mod
(SEQ ID NO: 66); e 7.26.4-mod (SEQ ID NO: 68); ou

(c) a cadeia pesada de (a) e a cadeia leve de (b).

Ainda outro aspecto da invengdo é uma combinagao
de um anticorpo de integrina anti-oup; ou porgdo de ligacao
de antigeno deste com um inibidor de caspase cOmo definido
aqui. Preferivelmente, o anticorpo inibe a interagdo de
MAdCAM com ouP-sintegrina. Mais preferivelmente, o anticorpo
& Act-1 humanizado, também chamado MLN02 (WO 01/078779).

Outro aspecto da invengdo é o uso médico de qual-
quer combinacdo descrito aqui, preferivelmente o uso para o
tratamento de fibrose hepatica, incluindo, porém nao limita-
do a, ao tratamento de dano do figado induzindo por Hepatite
C, doenca do figado alcodlica, esteatoepatite nao alcodblica
(NASH) .

Outro aspecto da invengdo é um método de tratamen-
to de fibrose hepatica incluindo, porém ndo limitado a, ao
tratamento de dano do figado induzindo por Hepatite C, doen-
ca do figado alcodlica, esteatoepatite ndo alcodlica (NASH),
empregando um anticorpo anti-MAdCAM como descrito aqui e um
agente anti-fibrético como descrito aqui.

Outro aspecto da invengdo é uma composigdo farma-
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céutica compreendendo qualquer combinagdo descrita aqui com
um excipiente ou veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Outro aspecto da invengdo é um produto farmacéuti-
co compreendendo um anticorpo anti-MAdCAM como descrito aqui
e um agente antifibrético como descrito aqui para o uso si-
multdneo, separado, ou seqliencial.

Um aspecto adicional da invencdo & um kit compre-
endendo um anticorpo anti-MAdCAM como descrito aqui e um a-
gente antifibrético como descrito aqui. |

Descricdo Detalhada da Invengao

O agente antifibrético em combinagdo da invengdo &
preferivelmente um inibidor de protease, mais preferivelmen-
te um inibidor de caspase, e ainda mais preferivelmente um

composto da fdérmula I

CO,R?
. 0
i — B
oy Qr
0 (o]

Férmula I

Onde

A é um aminodcido natural ou ndo natural da Férmu-

R g™ |
EN )<(§ . N
: SO
"8 é_/”\ﬁ)b]\ o

HE]

la ITa-I:
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. O :

(CH.)e

é/l:i (CHyy,

B é um &tomo de hidrogénio,

i CH,),
(CH a H
% N _ACHy),
0

um atomo de deutério,

cicloalquila,

fenila,

fenila substituida,

naftila,

naftila substituida, 2-benzoxazolila, 2-oxazolila substitui-

da,

tuida),

substituida),

tituida),

(CHy)n—cicloalquila,

(CHy) n—fenila,

(CHy) n— (fenila substi-

(CHy)p—-(1 ou 2-naftila),
(CH3) n— (hetercarila),

halometila,

CO,R*?,

(CH)p—-( 1 ou 2-naftila
(CHy) o— (heteroarila subs-
CONRYRY, CH,ZR'?,

CH,OCO (arila), CH,OCO(heteroarila), ou CH,OPO(R'®)R'", onde 2

¢ um atomo de enxofre ou oxigénio,

ou B é um grupo da Foérmu-

la IIIla-c:
$—c!
H, C~o _H,
C~o [s) R20. Cso
o R0 RN R21
RIS Y Rz NNy R
| - !
13 Y1 '
R 0. Rw . o
lta b . e
R! é alquila, cicloalquila, (cicloalquila)alquila,
fenila, fenila substituida, fenilalquila, fenilalquila subs-
tituida, naftila, naftila substituida, (1 ou 2 nafti-
la)alquila, (1 ou 2 naftila)alquila substituida, heteroari-
la, heteroarila substituida, (heteroarila)alquila, (heteroa-



5
10
15
|
20
25

13

rila)alquila substituida, R"“@(R'™)N, ou RY0; e

R?> é hidrogénio, alguila inferior, cicloalquila,
(cicloalquila)alquila, fenila, fenila substituida, fenilal-
quila, fenilalguila substituida, naftila, naftila substitui—
da, (1 ou 2 naftila)alquila, ou (1 ou 2 naftila)alquila
substituida;

E onde:

R'? e R™ sao independentemente hidrogénio, alqui-
1a, cicloalquila, (cicloalquila)alquila, fenila, fenila

substituida, fenilalquila, fenilalquila substituida, nafti-

_la, naftila substituida, (1 ou 2 naftila)alquila, (1 ou 2

naftila)alquila substituida, heteroarila, hetercarila subs-
tituida, (heteroarila)alquila} ou (heteroarila)alquila subs-
tituida, com a condigdo de que R'? e R ndo possam ambos ser
hidrogénio;

R!¢ é alquila, cicloalquila, (cicloalguila)alquila,

fenila, fenila substituida, fenilalquila, fenilalquila subs-

tituida, naftila, naftila substituida, (1 ou 2 nafti-

la)alquila, (1 ou 2 naftila)alquila substituida, heteroari-
la, heterocarila substituida, (heteroarila)alquila, ou (hete-
roarila)alquila substituida;

R® é& C;¢ alguila, cicloalquila, fenila, fenila

substituida, (CHp) nNH>, (CH,) NHCOR?, (CH,) oN (C=NH) NH»,
(CH,) nCO2R?, (CH,) nOR*?, (CHz) oSSR, (CH,)ncicloalquila,
(CHy) nfenila, (CHy)p(fenila substituida), (CH2)n (1 ou 2-

naftila) ou (CHp)n(heteroarila), onde heterocarila inclui pi-
ridila, tienila, furila, tiazolila, imidazolila, pirazolila,

isoxazolila, pirazinila, pirimidila, triazinila, tetrazoli-
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la, e indolila;

R% ¢ hidrogénio ou metila, ou R® e R*® considerado
junto sdo -(CHz)q4- onde d é um numero inteiro de 2 a 6;

R® & fenila, fenila substituida, (CHz)nfenila,
(CH,) o (fenila substituida), cicloalquila, ou cicloalquila de
benzo-fundido;

R® é hidrogénio, alquila inferior, cicloalquila,
fenila, fenila substituida, (CHz)ncicloalquila, (CH,) nfenila,
(CH,) p(fenila substituida), ou (CH2) (1 ou 2-naftila);

R® é hidrogénio, fluor, oxo, alquila inferior, ci-
cloalquila, fenila, fenila substituida, | naftila,
(CHp)pcicloalquila, (CHz)a.fenila, (CHy)pn(fenila substituida),
(CHp)n(1 ou 2-naftila), OR', SR, ou NHCOR’; |

R’ & hidrogénio, oxo (isto é =0), alquila inferi-
or, cicloalquila, fenila, fenila substituida, naftila,
(CH,) pcicloalquila, (CHz)nfenila, (CHz)n(fenila substituida),

ou (CHz)a(1l ou 2-naftila);

R® é alquila inferior, cicloalquila,
(CHy) ncicloalquila, (CHz)nfenila, (CHy)n(fenila substituida),
(CHz) (1 ou 2 - naftila), ou COR®;

R?® é hidrogénio, alquila inferior, cicloalquila,
fenila, fenila substituida, naftila, (CHy)pcicloalquila,
(CHy) nfenila, (CHy)n(fenila substituida), ‘(CHﬂn(l ou 2-
naftila), ORH, ou NRDR!'%;

RO & hidrogénio, alquila inferior, cicloalquila,
fenila, fenila substituida, naftila, (CHz)pcicloalquila,

(CHy)pfenila, (CHz)n(fenila substituida), ou (CHz)n(l ou 2-

naftila);
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R ¢é alquila inferior, cicloaiquila, fenila, feni-
la substituida, naftila, (CH,)pcicloalquila, (CHﬁgfenila,
(CHy)p(fenila substituida), ou (CH2)n(1l ou 2-naftila):

R*2 é alquila inferior, cicloalquila,
(CH,) pcicloalquila, (CHy),fenila, (CHz)n(fenila substituida),
ou (CH3),(1 ou 2 - naftila);

R'® é hidrogénio, alguila inferior, cicloalquila,
fenila, fenila substituida, naftila, naftila substituido,
(CHy)ncicloalquila, (CHz)nfenila, (CHy)n(fenila substituida),
ou (CHy),(1l ou 2-naftila);

R ¢é hidrogénio ou alquila inferior; ou

R'® e RY considerado junto formam um anel de cinco
a sete membros de carbociclico ou heterociclico, tal como
morfolina, ou piperazina N-substituida;

R & fenila, fenila substituida, naftila, naftila
substituida, heterocarila, (CHy) sfenila, (CHz)n{(fenila substi-
tuida), (CHy)a(l ou 2-naftila), ou (CH3) o (hetercarila); R ou
R sdo independentemente alquila inferior, cicloalquila,
fenila, fenila substituida, naftila, fenilalquila, fenilal-
quila substituida, ou (cicloalquila)alquilay;

R!® ¢ R! sao independentemente hidrogénio, alqui-
la, fenila, fenila substituida, (CH,) nfenila, (CH;)n(fenila
substituida), ou R'® e R?® considerado‘junto sdo - (CH=CH),-;

R*® ¢ hidrogénio, alquila, fenila, fenila substitu-
ida, (CHz)nfenila, (CHz)n(fenila substituida);

R?!, R??> e R?*’ sido independentemente hidrogénio, ou
alquila;

X é CHy, (CHz)2, (CHz)3, ou S;
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Y! é 0 ou NR?%;

Y? é CHp, O, ou NR*%;

aé 0oulebélou?2, desde que quando a for 1
entdo b seja 1; c é 1 ou 2, desde que quando ¢ for 1 entdo

5 a seja 0 e b seja 1;

mé lou2; e

nél, 2, 3, ou4;

ou um sal farmaceuticamente aceitavel destes.

Como empregado.aqui, o termo "alquila" significa

10 uma cadeia de carbono C; a Cip reta ou ramificada, tal como
metila, etila, terc-butila, iso-propila, n-octila, e os ou-
tros. O termo "alquila inferior” significa uma cadeia de
carbono C; a Cg reta ou ramificada, tal éomo metila, etila,
iso-propila, e outros.

15 O termo "cicloalquila" significa um anel mono-,

vbi-, ou triciclico que é ou completamente saturado ou parci-
almente n&do saturado. Os exemplos de tal um anel incluem
ciclppropila, ciclobutila, ciclopentila, cicloexila, ciclo-
eptila, adamantila, ciclooctila, cis ou trans de decalina,

20 biciclo[2,2,1l]lhept-2-eno, cicloex-1l-enila, ciclopent-1-
enila} 1,4-ciclooctadienila, e outros.

O termo "(cicloalquila)alquila" significa o grupo
algquila acima definido substituida com um dos anéis de ci-
cloalquila acima. Os exemplos de um tal grupo incluem (ci-

25 cloexil)metila, 3-(ciclopropil)-n-propila, 5=
(ciclopentil)hexila, 6-adamantil)hexila, e outros.

O termo "fenila substituida" especifica um grupo

de fenila substituido com um ou mais substituintes selecio-
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nado de halogénio, hidréxi, hidréxi protegido, ciano, nitro,
trifluorometila, alquila, alcédxi, acila, acildéxi, carbdéxi,
carbbéxi protegido, carboximetila, carboximetila protegida,
hidroximetila, hidroximetila protegida, amino, amino prote-
gido, amino (mono—substituido), amino (mono-substituido)
protegido, amino (di-substituido), carboxamida, carboxamida
protegida, N-(alquila inferior)carboxamida, N-((algquila in-
ferior)sulfonil)amino, N-(fenilsulfonil)amino ou por um gru-
po de fenila substituido ou nao substituido, tal que no ul-
timo caso um grupo bifenila ou naftila resulte, ou onde dois
substituintes de alquila adjacente no anel de fenila substi-
tuido considerados juntos formam um cicloalquila para produ-
zir, por exemplo, tetraidronaftila ou indanila.

Os exemplos do termo "fenila substituida” incluem
um grupo mono-, di-, tri-, tetra, ou penta (halo) fenila tal
como 2-, 3-, ou 4-clorofenila, 2,6-diclorofenila, 2,5-
diclorofenila, 3,4-diclorofenila, 2,3- ou 4-bromofenila,
3,4-dibromofenila, 3-cloro-4-fluorfenila, 2-, 3- ou 4-
fluorfenila, 2,4,6-trifluorfenila, 2,3,5,6-tetrefluorfenila,
2,3,4,5-tetrafluorfenila, 2,3,4,5,6-pentafluorofenila, e ou-
tros; um grupo mono ou di(hidréxi)fenila tal como 2-, 3—, ou
4-hidroxifenila, 2,4-diidroxifenila, os derivado dé hi-
dréxi protegidos destes e outros; um grupo de nitrofeni-
la tal como 2-, 3-, ou 4-nitrofenila; um grupo de ciano-
fenila, por exemplo, 2-, 3-, ou 4-cianofenila; um grupo
mono ou di(alquila)fenila tal como 2-, 3-, ou 4- etilfe-
nila, 2-, 3-, ou 4-(n-propil)fenila e outros; um grupo

mono ou di (alcdéxi) fenila, por exemplo, 2,6-
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dimetoxifenila, 2-, 3—, ou 4-(iso-propdxi) fenila, 2-, 3-, ou
4- (t-butdxi) fenila, 3-etdéxi-4-metoxifenila e outros; 2-, 3-,
ou 4- (hidroximetila protegida)fenila ou  3,4-
di (hidroximetila)fenila; um mono- ou di(aminometila)fenila
ou (aminometila protegida)fenila tal como 2-, 3- ou 4-
(aminometila) fenila ou 2,4-(aminometila protegida)fenila; ou
um mono- ou di (N-(metilsulfonilamino))fenila tal como 2-, 3-
, ou 4-(N-(metilsulfonilamino))fenila. Também. o termo "fe-
nila substifuida" representa grupos fenila di-substituidos
onde os substituintes sdo diferentes, por exemplo, 3-metil-
4—hidréxifenila, 3—hidréxi—4—nitrofenila, 2-hidrdéxi-4-
clorofenila, e outros.

O termo "fenilalquila" significa um dos grupos fe-
nila acima ligados a um dos grupos alquila descrito acima, e
o termo "fenilalgquila substituida" significa que ou a fenila
ou a algquila ou ambos sé&o substituidas com um ou mais dos
substituintes definido acima. Os exemplos de tais grupos
incluem 2-fenil-l-cloroetila, 2-(4'-metoxifenil)etila, 4-
(2'6'-dihidréxi fenil)n-hexila, 2-(5'ciano-3'-metoxifenil)n-
pentila, 3-(2'6'-dimetilfenil)n-propila), 4-cloro-3-
aminobenzila, 6-(4'-metoxifenil)-3-carbdéxi(n-hexil), 5-(4'-
aminometilfenil)-3-(aminometil)n-pentila, 5-fenil-3-oxo-n-
pent-1-il, (4-hidroxinaft-2-il)metila, e outros.

O termo "naftila substituida" significa um grupo
naftila substituido com um ou mais substituintes identifica-
dos acima, e o termo " (1 ou 2 naftila)alquila” significa uma
naftila (1 ou 2) ligada a um dos grupos alquila descritos

acima.
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Os térmos "halo" e "halogénio" se refere aos gru-
pos fluoro, cloro, bromo ou iodo. Estes termos podem também
ser empregados para descrever um Ou mais halogénios, que se-
jam iguais ou diferentes. Os halogénios preferidos no con-
texto desta invencdo sdo cloro e fluoro.

O termo "arila" se refere a anéis carbociclico
cinco e seis de membros aromaticos. Os anéis de seils mem-
bros sdo preferidos. \

| O termo "heteroarila" se refere a anéis heteroci-
clico de cinco membros ou seis membros aromdticos opcional-
mente substituidoé gue tém 1 a 4 heteroatomos, tal como ato-
mos de oxigénio, enxofre e/ou nitrogénio, em particular ni-
trogénio, ou sb ou em.conjunto com atomos de anel de enxofre
ou oxigénio.

Os seguintes sistemas de anel sdo exemplos repre-
sentativos dos radicais de heterociclico denotados pelo ter-

mo "heteroarila" (ou substituido ou n&o substituido): teini-

- la, furila, pirrolila, pirrolidinila, imidazolila, isoxazo-

lila, triazolila, tiadiazolila, oxadiazolila, tetrazolila,
tiatriazolila, oxatriazolila, piridila, pirimidila, pirazi-
nila, piridazinila, oxazinila, triazinila, tiadiazinila, te-
trazolo, 1,5-[blpiridazinila e purinila, bem como derivados
benzo—fundidos, por exemplo, benzoxazolila, benzotiazolila,
benzimidazolila e indolila.

Os Substituintes para os anéis de heteroarila op-
cionalmente substituidos acima sao de ﬁm a trés halo, tria-
lometila, amino, amino protegido, sais de amino, amino mono-

substituido, amino di-substituido, carbdéxi, carbdéxi protegi-



10

15

20

25

20

do, sais-de carboxilato, hidréxi, hidrdéxi protegido, sais de
um grupo hidréxi, alcéxi inferior, alquiltio inferior, al-
quila inferior, alquila inferior substituida, cicloalquila,
cicloalquila substituida, (cicloalquila)alquila, (cicloal-
gquila)alquila substituida, fenila, fenila substituida, feni-
lalquila, e grupos fenilalquila substituida.

Os substituintes para o grupo heterocarila sao como

definido acima, ou como apresentado abaixo. Como empregado

em conjunto com os substituintes acima para anéis de hetero-

arila, "trialometila" podem ser trifluorometila, triclorome-
tila, tribfomometila ou triiodometila"; alcdxi inferior sig-
nifica um grupo alcdéxi C; a C4, similarmente, "alquiltio in-
ferior" signifiéa um grupo alquiltio C; a C4. O termo "al-
quila inferior substituida" significa o grupo alquila infe-
rior definido acima substituido de uma a trés vezes por um
hidréxi, hidroéxi protegidd, amino, amino protegido, ciano,
halo, trifluorometila, amino mono-substituido, amino di-
substituido, alcéxi inferior, alquiltio inferior, carboxi,
carbéxi protegido, ou um sal de carbéxi, amino, e/ou hidré-
xi.

Como empregado em conjunto com Os substituintes
para os anéis de heterocarila, os termos "(cicloalqui-
la)alquila substituida" e "cicloalquila substituida" sao co-
mo definido acima substituidos com o0s mesmos Jrupos COmo
listado para um grupo "alquila substituida”. 0 termo "amino
(mono-substituido)" se refere a ﬁm grupo amino com um subs-
tituinte escolhido do grupo consistindo em grupo fenila, fe-

nila substituida, alquila, alquila substituida, acila Ci a
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C{, alquenila C; a Cy, alquenila C; a Cy substituida, alqui-
nila C, a C;, alquilarila C; a Cje, alquilarila C; a Cji¢ subs-
tituida e heteroarila. O amino (mono-substituido) pode adi-
cionalmente ter um grupo de protecdo de amino como abrangido
pelo termo "amino (mono-substituido) protegido”. O termo
"amino (di-substituido)"” se refere a grupos amino com dois
substituintes escolhido do grupo consistindo em fenila, fe—‘
nila substituida, alquila, alquila substituido, acila C; a
C;, alquenila C; a Cy, alquinila C; a Cy, alquilarila C; a Cie
substituida e heterocarila. Os dois substituintes podem ser
iguais ou diferentes. O termo "heteroaril (alquil)" signifi-
ca um grupo alquila como definido acima, substituido em
gualquer posigdo por um grupo de heteroarila, como acima de-
finido.

Além disso, os anéis heterociclico de cinco mem-
bros ou seis membros substituidos opcionalmente acima, e os
anéis de cicloalquila acima, podem opcionalmente se fundido
a um sistema de anel de cinco membros ou seis membros aroma-
ticos tal como um sistema de piridina ou um triazol, e pre-
ferivelmente a um anel de benzeno.

O termo "grupo protegdo carbdxi" como empregado
aqui se refere a um dos derivado de éster do grupo acido
carboxilico geralmente empregado para bloquear ou proteger o
grupo &cido carboxilico ao mesmo tempo em que as reagdes sao
realizadas em outros grupos funcionais no composto} Os e-
xemplos de tais grupos de.protegéo de &cido carboxilico in-
cluem t-butila, 4-nitrobenzila, 4-metoxibenzila, 3,4-

dimetoxibenzila, 2,4-dimetoxibenzila, 2,4,06-
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trimetoxibenzila, 2,4,6-trimetilbenzila, pentametilbenzila,
3,4-metilenedioxibenzila, benzidrila, 4,4'dimetoxitritila,
4,4',4"-trimetoxitritila, 2-fenilpropila, trimetilsilila, t-
butiladimetilsilila, fenacila, 2,2,2-tricloroetila, B-
(trimetilsilil)etila, B- (di(n-butil)metilsilil)etila, p-
toluenosulfoniletila, 4-nitrobenzilsulfoniletila, alila, ci-
namila, 1-(trimetilsililmetil)-propenila e outras frégées.
As espécies de grupo. de protecdo carbdxi empregado nao é
critica contanto que o acido carboxilico derivado seja esta-
vel as condicdes de reacdo subseqgiiente e possa ser removido
no ponto adequado sem romper o resto da molécula.

O termo "grupo de protecdo hidréxi" se refere a
grupos facilmente clivaveis ligados grupos hidroxila, tal
como o tetraidropiranila, 2-metoxiprop-2-il, l-etoxietil-1-
il, metoximetila, p-metoxietoximetila, metiltiometila, t-
butila, t—émila, tritila, 4-metoxitritila, 4,4°'-
dimetoxitritila, 4,4',4"-trimetoxitritila, benzila, alila,
trimetilsilila, (t-butil)dimetilsilila, 2,2,2-
tricloroetoxicarbonila, e outros.

O termo "grupo de protegdo amino" como empregado
aqui se refere a substituintes do grupo amino geralmente em-
pregado para bloguear ou proteger a funcionalidade de amino
ao mesmo tempo em que reagindo outros grupos funcionais da
molécula. O termo "amino (mono-substituido) protegido" sig-
nifica que had um grupo de protecdo amino no Atomo de nitro-
génio de amino mono-substituido. Os exemplos para tais gru-
pos de protecdo amino sdo listados em WO 00/01666.

Os termos "aminodcido natural e ndo natural" se
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referem a ambos aminodcidos de ocorréncia natural e outros
o-aminodcidos ndo proteinogénico geralmente utilizados por
aqueles nas técnica quimica de peptideo quando preparado a-
nalogos sintéticos de peptideos de ocorréncia natural, in-
cluindo as formas de D e L. Os aminoadcidos de ocorréncia
natural s&o glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina,
serina, metionina, teonina, fenilalanina, tirosina, tripto-
fano, cisteina, prolina, histidina, &cido aspartico, aspara-
gina, &cido glutéamico, glutamina, &cido y-carboxiglutémico,
arginina, ornitina e lisina. Os exemplos de «a-aminoacido
nio naturais incluem hidroxizina, citrulina, quinurrenina,
(4-aminofenil)alanina, 3-(2'-naftil)alanina, 3-(1'-
naftil)alanina, sulfona de metionina, (t-butil)alanina, (t-
butil)glicina, 4-hidroxifenil-glicina, aminoalanina, fenil-
glicina, vinilalanina, propargil-glicina, 1,2,4-triazolo-3-
alanina) tironina, 6-hidroxitriptofano, 5-hidroxitriptofano,
3-hidroxiquinurrenina, 3-aminotirosina, trifluorometilalani-
na, 2-tienilalanina, (2-(4-piridil)etil)cisteina, 3,4-
dimetéxi-fenilalanina, 3-(2'-tiazolil)alanina, acido ibote-
nico, A&cido l-amino-l-ciclopentano-carboxilico, acido 1-
amino-l-cicloexanocarboxilico, acido quisquéalico, 3-
(trifluorometilfenil)alanina, {cicloexil)glicina, tioistidi-
na, 3-metoxitirosina, norleucina, norvalina, aloisoleucina,
homoarginina, tioprolina, deidroprolina, hidroxiprolina, ho-
moprolina, 4dcido indolina-2-carboxilico, acido 1,2,3,4-
tetraidroisoqﬁinolina—3—carboxilico, acido 1,2,3,4-
tetraidroquinolina-2-carboxilico, acido a-amino-n-butirico,

ciclohexilalanina, A&cido 2-amino-3-fenilbutirico, fenilala-
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nina substituida na posicdo orto, meta, ou para da fracdo de
fenila com um ou dois dos seguintes grupos: um alquila (C; a
Cq), um alcédxi (C; a C4), um grupo halogénio ou nitro, ou
substituido uma vez com um grupo metilonididéxi; B-2- e 3-
tienilalanina; Pp-2- e 3-furanilalanina; B-2-, 3- e 4-
piridilalanina, p-(benzotienil-2- e 3-il)alanina; B-(1- e 2-
naftil)alanina; derivados O-alquilados de serina, treonina
ou tirosina; S-cisteina alquilada, homocisteina S-alquilada,
os ésteres de O-sulfato, O-fosfato, e O-carboxilato de tiro-
sina, 3-(sulfo)tirosina, 3-(carbdéxi)tirosina, 3-
(fosfo)tirosina, o éster de &cido 4-metano-sulfdnico de ti-
rosina, éster de &acido 4-metanofosfonico de tirosina, 3,5-
diiodotirosina, 3-nitrotirosina, e-alquilalisina, e ornitina
S-alquila. Quaisquer destes a-aminoadcidos pode ser substi-
tuido com um grupo metila na alfa posigdo, um halogénio em
qualquer posicdo do residuo aromatico na cadeia lateral o-
amino, ou um grupo de protegdo apropriado ﬁos adtomos de O,
N, ou S dos residuos de cadeia lateral. Os grupos de prote-
cdo apropriados sdo descritos acima.

Dependendo da escolha de solvente e outras condi-
cdes conhecidas pela pessoa versada, estes compostos podém
também tomar a forma de cetal ou acetal, e o uso destas for-
mas na combinacdo da invengdo é incluido na invengdao.

Estes compostos podem ser preparados como descrito
em WO 00/01666 ou em US 6.544.951, desse modo incorporado
por referéncia na sua totalidade.

Os subgrupos preferidos sao esses listados em US

6.544.951.
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Um composto pfeferido da férmula I é selecionado
de:

acido (38)-3-[N-(N'-(2-
benzilfenil)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2',3",5',6'~ |
Tetrafluorfendéxi)-4-Oxopentandico;

| 4cido | : (35) -3 [N- (N' - (1-

Naftila)Oxamil)Valinil]Amino—S—(2‘,3',5',6'—
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido (3S)—3~[N—(N'—(Benzil)Oxamil)Valinil]Amino—'

. 5-(2',3’,5',6'-Tetrafluorfenéxi)-4-Oxopentandico;

dcido . (3S) -3-[N- (N'-(2-
fenoxifenil)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2',3",5',6'-
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido | | (3S) -3-[N- (N'-(1-
Naftilametil)Oxamil)Valinil]Amino—B-(2',3’,5',6‘;
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

dcido - (35) -3- [N- (' - (4-Cloro-1-
Naftila)Oxamil)Valinil]Amino—B—(2‘,3',5',6‘-
Tetrafluorfenéxi)—4—Oxopentanéiéo;

dcido o " (38)-3-[N-(N'-(2-
Antril)Oxamil)Valinil]Amino—5—(2',3',5',6'— |
Tetrafluoffenéxi)—4—Oxopehtanéico;

-écido (38)—3—[N—(N’—(fenetil)Oxamil)Valinil]Amino—
5—(2',3',5',6'—Tetréfluorfenéxi)—4eropen£anéicof

acido (3S)—3-[N—(N'—(Fenil)Oxamil)Valinil]Amino—S—
(2‘,3',5',6'—Tetrafluorfen6xi)54-Oxopentanéico;

acido 4 | | (35)—3—[N—(N'—(2-

Fenilfenil)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2',3',5',6'~



10

15 .

20

25

26

Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

écido (38)-3-[N-(N'-(4-n-
Heptilafenil)Oxamil)Valinil]Amino—S—(2',3',5',6’-
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido (3S)—3—[N-(N'—(5,6,7,8—Tetraidro—1—

Naftila)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2’,3',5',6'-

Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;
acido (38)-3-[N-(N"-(1-

Adamantila)Oxamil)Valinil]Amino—S—(2',3',5',6'—

Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido : (3S)-3-[N-(N'-(4-
Fluorfenil)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2',3',5"',6"'-

Tetraflurfendxi)-4-Oxopentandico;

acido _ (38) =3-[N-(N'~(2-
Naftila)Oxamil)Valinil]Amino—S—(2',3‘,5',6‘— '
Tetrafluorfenéii5—4—Oxopentanéico;

‘ acido ' (38)-3-[N=(N'-(2-
metoxifenil)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2',3"',5",6"'-
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopetandico;

acido (3S)—3—[N—(N'—(N"—N'"f
Difenilambni)Oxaﬁil)Valinil]Amino—S—(2',3',5',6’—
Tetrafluorfenéxi)—4—Oxopentan6ico;

| acido (3S)-3-[N-(N'-(4-

Piridinil)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2',3',5',6'- |
Tetrafluorfenéxi)-4-Oxopentandico;

acido o (35) -3-[N-(N'- (2~
Pirazinil)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2',3',5',6'-

Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

\\ .
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acido (38)-3-[N-(N'-(1,2,3,4-Tetraidro-1-
Naftila)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2',3',5',6'-
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

dcido , (38)-3-[N-(N'-(3,4,5-
Trimetoxibenzil)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2',3',5',06'~
Tetrafluorfenéxi)—4-Oxépentanéico;

acido ' (38)=-3-[N-(N'-
(Benzidril)Oxamil)Valinil]Amino—S—(2',3',5',6'— |
Tetrafluorfendéxi)-4-Oxopentandico;

dcido (35)-3- [N- (N'-(3-
Fenoxilfenil)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2',3',5"',6'-
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

écido' (3S) -3-[N-(N'-(2-terc-
Butilfenil)Oxamil)Valinil]Amino—5—(2',3',5’,6'—
Tetrafluorfenéxi)—4—Oxopentanéico;

dcido (3S) =3 [N-(N'-(2-
Piridinil)Oxamil)valinil]Amino—S-(2‘,3',5',6'—
Tetrafluorphenoxy)—4—onpentanéico;

acido (3S)—3—[N—(N'—(2,3,5,6—Tetrafiuoro—4—
Piridinil)Oxamil)Vvalinil]Amino-5-(2',3',5',6"'-
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico; |

4cido - (38) -3- [N- (N' - (2-
iodofenil)Oxamil)Valinii]Amino—S—(2',3',5‘,6‘—
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido ‘ (3S)=-3—-[N-(N"-(2,6-
Difluorfenil)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2',3',5"',6"'-
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido (38)-3-[N-(N'-(2,5~-Di-terc-
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Butilfenil)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2’,3',5',6"~-
Tétrafluorfenéxi)—4—Oxopentanéico;

acido (3S)-3-[N-(N'"-(5-
indanil)Oxamil)Valinil]Amino—S—(2',3?,5',6’—
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

4cido (35)-3-[N-(N'- (Metil)Oxamil)Valinil]Amino-5-
(2’,3’,5’,6’—Tetrafluorfenéxil)—4—Oxopentanéico;

acido (38)-3-[N-(N'-(n-
Heptila)Oxamil)Valinil]Amino—S—(2‘,3',5',6’—
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido (3S)-3-[N-(N'-(tect-
Octyil)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2’.3".5",6"~
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido _ ' (3S) -3-[N-(N'-
(Cicloekila)Oxamil)Valinil]Amino—S—(2',3',5',6‘-
Tetrafluorfendéxi)-4-Oxopentandico;

acido . (38)—3—[N—(N'—(5ffenila—3—
Pirazolila)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2',3',5',6"'~
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido ; (38)-3-[N-(N'-(2,3,4,5-

Tetrafluorfenil)Oxamil)Valinil]Aminof54(2',3',5',6'—

. Tetrafluorfendéxi)-4-Oxopentandico;

7 acido _ _ (38)-3-[N-(N"-(2,3,4,6-
Tetrafluorfenil)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2’,3",5",6"-
Tetrafluorfenéxi)-4-Oxopentandico;

acido (38)-3-[N-(N"-(2,3,5,6-
Tetraclorofenil)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2’,3’,5",6'-

Tetrafluorfendéxi)-4- Oxopentandico;
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acido (38)-3-[N-(N"'-(2,3,4,5,6-
Pentafluorfenil)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2',3',5',6"'-
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido (3S)-3-[N-(N'"-(2-
Benzimidazolil)Oxamil)Varinil]Amino-5-(2',3",5"',6'~-
Tetrafluorfenéxi)—4—Oxopentanéico; |

~ acido . (3S)-3-[N-(N'-(1-

Naftila)Oxamil)Valinil]Amino—S—(2',6'—Difluorfenéxi)—4—
Oxbpentanéico;

acido | (3S) -3-[N-(N'-(1-
Naftila)Oxamil)Valinil]Amino—S—(2',4',6'—Trifluorfenéxi)—4—
Oxopentandico; |

acido _ (38)-3-[N-(N'"-(1-
Naftila)Oxamil)Valinil]Amino-S—(Difenilfosfiniléxi)—4—
Oxopentandico;

acido (38)-3-[N-(N"-(1-
Naftila)Oxamil)Valinil]Amino—5—(Metilfenilfosfiniléxi)—4—
Oxopentandico;

dcido | (3RS) -3-[N- (N'-(1-
Naftila)Oxamil)Valinil]Amino-S—Fluor—4—Oxopentanéico;

acido (38)—3—[N—(N'—(Fenil)Oxamil)Alaninil]Amino—
5—(2',3',5',6'—Tetrafluorfenéxi)—4—Oxopentanéico;

acido (3S)—3—tN—(N'—(5,6,7,8-Tetraidro—l—
Naftila)Oxamil)Alaninil]Amino—S-(2',3f,5',6'-
Te%rafluOrfenéxi)—4— Oxopentandico;

‘acido ' (3S) -3-[N- (N'-(2-
Fenilfenil)Oxamil)Alaninil]Amino—S—(2',3‘,5‘;6'—

Tetrafluorfenéxi)-4-Oxopentandico;
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acido

(3S)-3-[N-(N"-(2-

Benzilfénil)Oxamil)Alaninil]Amino—S—(2‘,3',5',6'—

Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido

(38)-3-[N-(N'-(1-

Naftilametil)Oxamil)Alaninil]Amino-5-(2',3"',5',6"'-

Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido

(38)-3-[N-(N'-(2-

Fenoxifenil)Oxamil)Alaninil]Amino—54(2',3',5',6'—

Tetrafluorfenéxi)-4-Oxopentandico;

acido

(35) =3-[N-(N'-(3-

Fenoxilfenil)Oxamil)Alaninil]Amino-5-(2',3',5',6'-

Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido

(38) -3 [N- (N' - (4-

Fenilfenil)Oxamil)Alaninil]Amino-5-(2',3',5',6'-

Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido

(3S)-3-[N-(N'-

(Benzidril)Oxamil)Alaninil]Amino—S—(2‘,3',5',6’-

Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

-acido

(3S)-3-[N-(N'"-(2-

Eenilfenil)Oxamil)Alaninil]Amino—S—(2'-Fluorfenéxi)—4—

Oxopentandico;

acido (3S)-3-[N-(N'-(2-terc-

Butilfenil)Oxamil)Alaninil]Amino—S—(2'—Fluorfenéxi)—4—

Oxopentandico;

acido

(38) -3-[N- (N'-(2-

Fenilfenil)Oxamil)Alaninil]Amino—S—(Difenilfosfinéxi)—4—

Oxopentandico;

- 4cido

(3S)—3;[N—(N'—(l—
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Naftila)Oxamil)Alaninil]Amino—S—(Difenilfosfiniléxi)—4—
Oxopentandico;

acido (38)-3-[N~-(N'-(1-
Naftila)Oxamil)Leucinil]Amino—S—(2',4',6'—Trifluorfenéxi)—4—
Oxopentanéico;

4cido (3S) -3- [N- (N'- (1-Naftila)Oxamil) (terc—
Butila)Glicinil]Amino—S—(2',3',5‘,6'—Tetrafluorfenéxi)—4—
Oxopentandico;

acido (38)-3-[N-(N'-(1-Naftila)Oxamil) (terc-
Butila)Norleucinil]Amino—S—(2',3’,5',6'—Tetrafluorfenéxi)—4—
Oxopentandico;

acido (38)-3-[N-(N'-(1l-Naftila)Oxamil) (terc-
Butil)Alaninil]Amino—S—(2',3',5',6'—Tetrafluorfenéxi)—4—
Oxopehtanéico;

4cido (3S)—3—[N—(N'—Naftil)Oxamil)Leucinil]Amino—
5—(2’,3’,5’,6’—Tetrafluorfenéxi)—4-Oxopentanéico; &

acido - (38)-3-[N-(N'-(1-
Naftila)Oxamii)Leucinil]Amino—S—(Metilfenilfosfiniléxi)—4—
Oxopentandico;

acido (38)-3-[N-(N'"-(1-
Naftila)Oxamil)Leucinil]Amino—S—Fluoro—4—Oxopentanéico;

acido : (3S)-3-[N-(N'"-(1-
Naftila)Oxamil)LeuCinil]Amino—S—(Difenilfosfiniléxi)—4—
Oxopentandico; |

acido _ (38)-3-[N-(N'-(2-(1H-Tetrazol-5-
il)Fenil)Oxamil)Valinil]Amino-4-Oxobutandico;

dcido - (3S)-3-[N-(N'-(1-

Adamantila)Fenil)Oxamil)Valinil]Amino-4-Oxobutandico;
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acido (38)—3—[N—(N'—Fenil)Oxamil)Valinil]Amino-4—

Oxobutandico;

acido (38)—3—[N—(N‘—(Benzil)Oxamil)Valinil]Amino—

4-0Oxobutandico;

acido (38)—3—[N—(N'(Fenetil)Oxamil)Valinil]Amino—
4-Oxobutandico;

acido (38)-3-[N-(N'-(2-
Fenoxifenil)Oxamil)Valinil]Amino-4-Oxobutandico;

4cido | | (38) -3 [N- (N'- (1-
Naftila)Oxamil)Valinil1Amino—4—0xobutanéico;

acido . (38)-3-[N-(N'-(2-
Naftila)Oxamil)Valinil]Amino-4-Oxobutandico;

acido ( (38)-3-[N-(N'-(4-Cloro-1-
Naftila)Oxamil)Valinil]Amino-4-Oxobutanéico;

dcido (35)-3-[N-(N'-(5,6,7,8-Tetraidro-1-

Naftila)Oxamil)Valinil]Amino—4—Oxobutanéico;

, acido (38)—3—[N—(N‘—(1,2,3,4—Tetraidro—1—
Naftila)Oxamil)Valinil]Annino-4-Oxobutandico;

acido - (3S)-3-[N-(N"-(1-
Naftilametil)Oxamil)Valinil]Amino—4—Oxobutaﬁéico;

adcido (38)-3-[N-(N'"-(1-
Naftila)Oxamil)Leucinil]Amino—4—Oxobutahéico;

Especialmente preferido sdo compostos selecionados

de: _

acido (3S)=3-[N-(N'-(2-Fluor-4-
lodofenil)Oxamil)Valinil]Amino—S—(2';3',5',6‘—
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico; |

4cido (3S) =3-[N-(N'- (2~
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Clorofenil)Oxamil)Va;inil]Amino—S-(2‘,3',5‘,6'—
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido , : (3S)-3=[N-(N"-(2-
Bromofenil)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2',3"',5',6'-
Tetrafluorfenéxi)-4-Oxopentandico;

acido (3S)-3-[N-(N'"-(2-
Fluorofenil)Oxamil)Valinil]Amino—S—(2',3',5',6‘—
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido (38)-3-[N-(N'"-(2-
Trifluofmetilfenil)Oxamil)Valinil]Amino—S—(2’,3‘,5',6‘—
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido (38)-3-[N-(N'-(1-Antril)Oxamil) vali-
nil]Amino—S—(Z‘,B',S’,6'—Tetrafluorfenéxi)—4—Oxopentanéico;

acido : (3S)-3-[N-(N'-(2-terc-
Butilfenil)Oxamil)Alaninil]Amino-5-(2',3",5",6"~
TetrafluorfenéXi)—4—Oxopentanéico;

acido (38)-3-[N-(N'-(2-
Trifluormetilfenil)Oxamil)Alaninil]Amino—S—(2';3',5',6'—
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico; |

acido (38)-3-[N-(N'-(2, 6~
Difluorofenil)Oxamil)Alaninil]Amino-5-(2',3"',5',6"-
Tetrafluorfendéxi)-4-Oxopentandico;

acido (3S) -3-[N-(N'-(1-
Naftila)Oxamil)Alaninil]Amino—S—(2‘,3’,4},5',6‘— |
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido (3S)=3-[N-(N"-(4-
Metoxifenil)Oxamil)Alaninil]Amino—S—(2',3‘,5‘,6’—

Tetrafluorprienoxi)-4-Oxopentandico;
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acido (3S)-3-[N-(N'-(2-
Triflubrmetilfenil)Oxamil)Valinil]Amino—4—Oxobutanéico;

acido : (38)-3-[N-(N'-(2-terc-
Butilmetilfenil)Oxamil)Valinil]Amino—4—Oxobutanéico;

acido (3S) -3-[N-(N'-(2-
Benzilfenil)Oxamil)Valinil]Amino~-4-Oxobutandico;

dcido (35) -3-[N- (N'-(2-
Fenilfenil)Oxamil)Valinil]Amino-4-Oxobutandico.

Mais preferivelmente, o composto é acido (35)-3-
[N—(N'—(2—Terc—Butilfenil)Oxamil)Alaninil]Amiho—S—
(2',3',5',6'—Tetrafluorfenéxi)—4—Oxopentanéico.

O anticorpo anti-MAdCAM ou porgdo de ligagao de
antigeno deste é preferivelmente um anticorpo como descrito
em WO2005/067620, desse modo incorporado por referéncia em
sua totalidade. Em particular, todas SEQ ID Nos referidas
aqui se refere as seqléncias atualmente descrita em
W02005/067620.

Preferivelmente o anticorpo anti-MAdCAM empregado
na invencdo especificamente liga MAdCAM. Ainda mais prefe-
rivelmente, pelo menos as seqgiiéncias de CDR do'referido an-
ticorpo sdo seqiiéncias de CDR humanas,.ou uma porcao de 1li-
gacdo de antigeno de um anticorpo humano. Preferivelmente o
anticorpo é um anticorpo humano, mais preferivelmente um an-
ticorpo que atua como um antagonista MAJdCAM.

Outro aspecto da invengdo é o uso na combinacao da
invencdo da cadeia de leve e/ou pesada do referido anticorpo
anti—MAdCAM ou a regido variavel ou outra porgdo de ligagéo

de antigeno deste, ou moléculas de acido nucléico codifican-
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do gqualquer dos énteriores e um veiculo farmaceuticamente
aceitavel. Este aspecto da invengdo inclui o uso de frag-
mentos de quaisquer dos anticorpos anteriores, incluindo po-
rém nado limitado aos fragmentos, fragmentos F(ab’)., frag-
mentos Fv de cadeia unica (scFv).

Preferivelmente, o anticorpo anti-MAdCAM é um an-
ticorpo anti-MAACAM inibidor humano selecionado de 1.7.2,
1.8.2, 6.14.2, 6.22.2, 6.34.2, 6.67.1, 6.73.2, 6.77.1,
7.16.6, 7.20.5, 7.26.4, 9.8.2, 6.22.2-mod, 6.34.2-mod,
6.67.1l-mod, 6.77.1-mod ou 7.26.4-mod como descrito em
W02005/067620. Préferivelmente, o anticorpo anti-MAJCAM
compreende a cadeia leve compreendendo uma seqiéncia de ami-
nodcido selecionada da SEQ ID NO: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28,
32, 36, 40, 44, 48, 54, 58, 62, 66 ou 68 como descrito em
WO2005/067620 (com ou sem a seqgiiéncia de sinal) ou a regiao
varidvel de qualquer uma das referidas seqgiéncias de aminoa-
cido, ou um ou mais CDRs destas seqliéncias de aminodcido. O
anticorpo anti-MAdCAM preferivelmente compreende uma cadeia
pesada compreendendo uma seqiiéncia de aminoacido selecionada
da SEQ ID NO: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 4o,
52, 56, 60 ou 64 como descrito em W02005/067620 (com ou sem
a seqgiiéncia de sinal) ou a seqiiéncia de aminoacido da regido
variavel, ou.dé um ou mais CDRs das referidas seqléncias de
aminoacido. 0 anticorpo anti-MAdCAM preferivelmente é um
anticorpo anti-MAdCAM humano compreendendo a seqgiiéncia de
aminodcido inicio do CDR1 ao fim do CDR3 de qualquer uma das
segiiéncias mencionada acima. O anticorpo anti-MAdCAM empre-

gado na invengdo pode também ser um anticorpo anti-MAdCAM
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compreendehdo uma ou mais regides de FR de quaisquer das se-
gliéncias mencionada acima.

O anticorpo anti-MAdCAM empregado na combinagdo da
invencdo pode também incluir um anticorpo anti-MAdCAM com-
preendendo uma das seqiiéncias de aminoacido acima mencionada
nas quais uma ou mais modificac¢des foram feitas. Por exem-
plo, cisteinas no anticorpo, que pode ser quimicamente rea-
tiva, sdo substituidas com outro residuo, tal como, sem li-
mitagéo, alanina ou serina. A substituigdo pode esta em uma
cisteina nao candnica ou em uma cisteina candnica. A subs-
tituigdo pode.ser feita em uma regido estrutura ou CDR de um
dominio variavel ou no dominio constante de um anticorpo.

Uma substituigéo de aminoédcido pode também ser
feita para eliminar sitios proteoliticos potenciais no anti-
corpo. Talis sitios podem ocorre em uma regido estrutura ou
CDR de um dominio variéavel ou no dominio constante de um an-
ticorpo. A substituicdo de residuos de cisteina e remogao
de sitios proteoliticos pode diminuir a heterogeneidade no
produto de anticorpo. Os pares de asparagina-glicina, que
formam sitios de desamidacdo potenciais, podem ser elimina-
dos alterando-se um ou ambos os residuos. Uma substituigédo
de aminoadcido pode ser feita para adicionar ou remover si-
tios de glicosilacdo potencials na regido variavel de um an-
ticorpo empregado na invengao.

A lisina C terminal da cadeia pesada do anticorpo
anti-MAdCAM empregado na invengdo pode ser clivada. As ca-
deias pesadas e leves dos anticorpos anti-MAdCAM podem op-

cionalmente incluir uma seqiéncia de sinal.
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Doze anticorpos monoclonal anti-MAdCAM humanos 1i-
nibidores preferidos para usar na combinagdo da invengao sao
descrito em detalhes em WO2005/067620: 1.7.2, 1.8.2, 6.14.2,
6.22.2, 6.34.2, 6.67.1, 6.73.2, 6.77.1, 7.16.6, 7.20.5,
7.26.4 e 9.8.2.

Classe e Subclasse de Anticorpos Anti-MAdCAM

O anticorpo pode ser uma molécula de IgG, IgM, I-
gE, IgA ou IgD. Preferivelmente o anticorpo € uma classe de
IgG e é uma subclasse IgGi;, IgGz, IgGs ou IgGs. Mais prefe-
rivelmente, o anticorpo anti-MAdCAM ¢é subclasse IgGz oOu
Ig9Gy. Mais preferivelmente, o anticorpo anti-MAdCAM é a
mesma classe e subclasse como anticorpo 1.7.2, 1.8.2,
7.16.6, 7.20.5, 7.26.4, 6.22.2-mod, 6.34.2-mod, 6.67.1-mod,
6.77.1-mod ou 7.26.4-mod que ¢é IgG,, ou 6.14.2, 6.22.2,
6.34.2, 6.67.1, 6.73.2, 6.77.1 ou 9.8.2 que & IgGs como des-
crito em W02005/067620.

A classe e subclasse de anticorpoé anti-MAdCAM po-
dem ser determinadas por qualquer método conhecido na técni-
ca. Em geral, a classe e subclasse de um anticorpo podem
ser determinadas empregando anticorpos que s&o especifico
para uma classe e subclasse particular de anticorpo. Tais

anticorpos estdao disponiveis comercialmente. ELISA, macha do

oceste bem como outras técnicas podem determinar a classe e

subclasse. Alternativamente, a classe e subclasse podem ser
determinadas através de sequenciamento todos ou uma porgao
dos dominios constantes das»cadeias pesadas e/ou leves dos
anticorpos, comparando suas segiiéncias de aminoacido com as

seqiiéncias de aminoadcido conhecidas de varias classes e sub-
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classe de imunoglobulinas, e determinando a classe e sub-
classe dos anticorpos como classe mostrando a identidade de
seqgiiéncia superior.

Espécies e Seletividade de Molécula

0 anticorpo anti-MAdCAM empregado na combinagao da
invencdo demonstra tanto as espécies quanto a seletividade
de molécula. O anticorpo anti-MAdCAM pode se ligar ao MAd-
CAM humano, cinomolgo ou de cachorro. Outros anticorpos an-
ti-MAdCAM empregados na combinagdo da invengdo nao se ligam
a uma espécie de macaco New World como um sagii. Alguém po-
de determinar a seletividade de espécie para o anticorpo an-
ti-MAdCAM empregando métodos bem conhecido na técnica. Por
exempio, alguém determinar seletividade de espécies empre-
gando macha do oeste, FACS, ELISA ou imunoistoquimica. Em
uma modalidade preferida, alguém pode determinar a seletivi-
dade de espécie émpregando imunoistoquimica.

Um anticorpo anti-MAdCAM empregado na combinaqéb
da invencdo que especificamente liga MAdCAM tem seletividade
para MAdCAM sobre VCAM, fibronectina ou qualquer outro anti-
geno que seja pelo menos 10 vezes, preferivelmente pelo me-
nos 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou 90 vezes, mais preferivel-

mente pelo menos 100 vezes. Preferivelmente o anticorpo an-

- ti-MAdCAM néao exibe qualquer ligag¢do apreciavel a VCAM, fi-

bronectina ou qualquer outro antigeno exceto MAdCAM. Alguém

pode determinar a seletividade do anticorpo anti-MAdCAM para

MAdCAM empregando métodos bem conhecido na técnica seguindo
os ensinos da especificacgdo. Por exemplo, alguém podé de-

terminar a seletividade empregando macha do oeste, FACS,
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ELISA, ou imunoistoquimica.

Afinidade de Ligacdo de Anticorpos Anti-MAdCAM a
MAJdCAM

Os anticorpos anti-MAdCAM empregado na combinagao
da invencdo preferivelmente especificamente se ligam a MAd-
CAM com afinidade elevada. Um anticorpo anti-MAdCAM empre-
gado na combinagdo da invencgao especificamente se liga a
MAdCAM com um Kyg de 3 x 10°® M ou menos, quando medido por
ressonancia de pléasmon superficial, tal como BIAcore. Pre-
ferivelmente, o anticorpo especificamente se liga a MAdCAM
com um Kg de 1 x 10™® ou menos ou 1 x 10™° M ou menos. Mais
preferivelmente, o anticorpo especificamente se liga a MAd-
CAM com um Kg ou 1 x 1071 M ou menos. Um anticorpo emprega-
do na combinacdo especificamente se liga a MAdCAM com um Kq
de 2,66 x 107 M ou menos, 2,35 x 10°*' M ou menos ou 9 x 107
12 M ou menos. Preferivelmente, o anticorpo especificamente
se liga ao MAdCAM com um K4 ou 1 x 10" M ou menos. iPrefe—
rivelmente, o anticorpo especificamente se liga ao MAdCAM
com substancialmente o mesmo Kq como um anticorpo seleciona-
do de 1.7.2, 1.8.2, 6.14.2, 6.22.2, 6.34.2, 6.67.1, 6.73.2,
6.77.1, 7.16.6, 7.20.5, 7.26.4, 9.8.2, 6.22.2-mod, 6.34.2-
mod, 6.67.1l-mod, 6.77.1-mod ou 7.26.4-mod. Um anticorpo com
"substancialmente o mesmo Kgq" como um anticorpo de referén-
cia tem um Kg que é + 100 pM, preferivelmente * 50 pM, mais
preferivelmente * 20 pM, ainda mais preferivelmente * 10 pM,
+ 5 pM ou + 2 pM, comparados com o Kyq4 do anticorpo de refe-
réncia na mesma experiéncia. Preferivelmente, o anticorpo

se liga ao MAdCAM com substancialmente o mesmo Ky como um
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anticorpo que compreende um ou dominios mais varidveis ou um
ou mais CDRs de um anticorpo selecionado de 1.7.2, 1.8.2,
6.14.2, 6.22.2, 6.34.2, 6.67.1, 6.73.2, 6.77.1, 7.1l6.6,
7.20.5, 7.26.4, 9.8.2, 6.22.2-mod, 6.34.2-mod, 6.67.1-mod,
6.77.1-mod ou 7.26.4-mod como descrito em W02005/067620.
Preferivelmente, o anticorpo se liga a MAdCAM com substanci-
almente o mesmo K, como um anticorpo que compreende uma das
seqiéncias de aminodcido selecionado da SEQ ID NOS: 2, 4, 6,
g8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36,
38, 40, 42, 44, 46 48, 52, 54, 56, 58, 62, 64, 66 ou 68 (com
ou sem a seqiiéncia de sinal) como descrito em W02005/067620,
ou o dominio varidvel deste. Preferivelmente, o anticorpo
se liga a MAdCAM com substancialmente o mesmo Ky como um an-
ticorpo que compreende um ou mais CDRs de um anticorpo que
compreende uma seqiiéncia de aminodcido selecionado da SEQ ID
NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30,
32, 34, 36, 38, 40, 42,‘44, 46 48, 52, 54, 56, 58, 62, 64,
66 ou 68 como descrito em W02005/067620.

A afinidade de ligacdo de um anticorpo anti-MAdCAM
ao MAJCAM pode ser determinada por qualgquer método conhecido
na técnica. Em uma modalidade, a afinidade de ligacdao pode'
ser medida por ELISAs, RIAs ou ressondncia de plasmon super-
ficial competitivos, tal como BIAcore. Em uma modalidade -
mais preferida, a afinidade de ligagdo é medida por resso—
nancia de plasmon superficial. Em uma modalidade ainda mais
preferida; a afinidade de ligacdo e taxa de dissociagdo sao
medidas empregando um BIAcore. Um exemplo'de determinar a-

finidade de ligacdo pode ser encontrado em W02005/067620.
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Meia-vida dos Anticorpos Anti-MAdCAM

O anticorpo anti-MAdCAM empregado na combinacao da
invencdo tem uma meia-vida de pelo menos um dia in vitro ou
in vivo. Preferivelmente, o anticorpo ou porgdo deste tem
uma meia-vida de pelo menos trés dias. Mais preferivelmen-
te, o anticorpo ou porgdo tem uma meia-vida de quatro dias
ou mais. Ainda mais preferivelmente,.o anticorpo ou porg¢ao
deste tem uma meia-vida de oito dias ou mais. O anticorpo
ou porcdo de ligacgdo de antigeno deste empregado na inveng¢ao
pode também ser derivado ou modificado tal que tem uma meia-
vida mais longa, como descrito abaixo. Em outra modalidade
preferida, o anticorpo pode conter mutacgdo pontual para au-
mentar a meia vida do soro, tal como descrito em WO
00/09560.

A meia-vida do anticorpo pode ser medida por
quaisquer meio conhecidos a alguém tendo experiéncia ordina-
ria na técnica. Por exemplo, a meia vida do anticorpo pode
ser medida por macha do oeste, ELISA ou RIA durante um peri-
odo apropriado de tempo. A meia-vida do anticorpo pode ser
medida em qualquer animal apropriado, tal como um primata,
por exemplo, macaco cinomolgo, ou um humano.

Identificacdo de Epitopos MAdCAM Reconhecidos por
Anticorpo Anti-MAJCAM

A invencdo também fornecer uma combinagdo com um
agente antifibrético de um ahticorpo anti-MAdCAM humano dque
ligé o mesmo antigeno ou epitopo como um énticorpo anti-
MAdJCAM humano fornecido aqui. Além disso, a invengdo forne-

ce a combinacdo com um agente antifibrético de um anticorpo-
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anti-MAdCAM humano gue compete ou compete cruzado com um an-
ticorpo anti-MAdCAM humano. Preferivelmente, o anticorpo
anti-MAdCAM humano é 1.7.2, 1.8.2, 6.14.2, 6.22.2, 6.34.2,
6.67.1, 6.73.2, 6.77.1, 7.l6.6, 7.20.5, 7.26.4, 9.8.2,
6.22.2-mod, 6.34.2-mod, 6.67.1-mod, 6.77.1-mod ou 7.26.4-
mod. Preferivelmente, o anticorpo anti-MAdCAM humano com-

preende um ou mais dominios varidveis ou um ou mais CDRs de

‘um anticorpo selecionado de 1.7.2, 1.8.2, 6.14.2, 6.22.2,

6.34.2, 6.67.1, 6.73.2, 6.77.1, 17.16.6, 7.20.5, 7.26.4,
9.8.2, 6.22.2-mod, 6.34.2-mod, 6.67.1-mod, 6.77.1-mod ou
7.26.4-mod. Preferivelmente, o anticorpo anti-MAdCAM humano
compreende uma das seqiiéncias de aminoacido selecionado de
SEQ ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 2o,
28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46 48, 52, 54, 56, 58,
62, 64, 66 ou 68 (com ou sem a seqiiéncia de sinal) como des-
crito em WO2005/067620, ou um dominio variavel deste. Pre-
ferivelmente, o anticorpo anti—MAdCAM humano compreende um
ou mais CDRs de um anticorpo que compreende uma das sequén-
cias de aminoadcido selecionado de SEQ ID NOS: 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38,
40, 42, 44, 46 48, 52, 54, 56, 58, 62, 64, 66 ou 68, como
descrito em WOZdO5/O67620.

Alguém pode determinar se um anticorpo anti-MAdCAM

‘se liga ao mesmo antigeno como outro anticorpo anti-MAdCAM

empregando uma variedade de métodos conhecido na técnica.
Por exemplo, alguém pode usar um anticorpo anti-MAdCAM co-
nhecido para capturar o antigeno, eluir o antigeno do anti-

corpo anti-MAdCAM, e em seguida determina se o anticorpo de
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teste se ligard ao antigeno de eluido. Alguém pode determi-
nar se um anticorpo compete com um anticorpo anti-MAJCAM li-
gando-se por anticorpo anti-MAdCAM ao MAdCAM sob condigdes
saturacdo, e entdo medindo a capacidade do anticorpo de tes-
te de se ligar a MAdCAM. Se o anticorpo de teste é capaz de
se ligar ao MAdCAM ao mesmo tempo como O anticorpo anti-
MAdCAM, entdo o anticorpo'de teste se liga ao um epitopo di-
ferente que o anticorpo anti-MAdCAM. Entretanto, se © anti-
corpo de teste ndo é capaz de se ligar ao MAdCAM ao mesmo
tempo, entdo o anticorpo de teste compete com um anticorpo
anti-MAdCAM humano. Esta experiéncia pode ser realizada em-
pregando ELISA, ou ressondncia de plasmon superficial ou,
preferivelmente, BIAcore. Para testar se um anticorpo anti-
MAJCAM compete cruzado com outro anticorpo anti-MAdCAM, al-
guém pode usar o método de competicdo descrito acima.em duas
direcdes, isto é, determinando se © anticorpo conhecido blo-
queia o anticorpo de teste e'vice—versa.

Uso de Gene de Cadeia Leve ou Pesada

A invencdo também fornecer a combinagdo com agente
antifibrético de um anticorpo anti-MAdCAM que compreende uma
regido variavel de cadeia leve codificada'por um gene K hu-
mano. Preferivelmente, a regido variavel de cadeia leve ¢&
codificada por uma familia de gene Vx A2, A3, AZ26, B3, 012
ou 018 humano. Preferivelmente, a cadeia leve compreende
nio mais que onze, ndo mais que seis ou ndo mais que trés
substituicdes de aminodcido da segiiéncia Vk A2, A3, AZ26, B3,
012 ou 018 humana de linha germinativa. Preferivelmente, as

substituicdes de aminodcido sdo substituigdes conservadoras.
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Preferivelmente, o VL do anticorpo anti-MAdCAM
contém as mesmas mutacdes, relativo a seqgiiéncia de aminoaci-
do da linha germinativa, como gqualquer um ou mais do VL de
anticorpos 1.7.2, 1.8.2, 6.14.2, 6.22.2, 6.34.2, 6.67.1,
6.73.2, 6.77.1, 7.16.6, 7.20.5, 7.26.4, 9.8.2, 6.22.2-mod,
6.34.2-mod, 6.67.1-mod, 6.77.1-mod ou 7.26.4-mod. A inven-
cdo inclui a combinégéo com agente antifibrético de um anti-
corpo anti-MAdCAM que utiliza o mesmo genes JK humano e VK
humano como um anticorpo exemplificado. 0 anticorpo-pode
compreende um ou mais das mesmas mutacdes de linha germina-
tiva como um ou mais anticorpos exemplificados, ou o anti-
corpo pode compreende substituigles diferentes em uma ou
mais das mesmas posicdes como um ou mais dos anticorpos e-
xemplificados. Por exemplo, o VL do anticorpo anti-MAdCAM
pode conter uma ou mais substituicdes de aminoadcido que sao
iguais aquela presente no anticorpo 7,16,6, e outra substi-
tuicdo de aminoécido. que é igual como anticorpo 7,26,4.
Desta maneira, alguém pode misturar e combinar diferentes
caracteristicas de ligacdo de anticorpo a fim de alterar,
por exemplo, a afinidade do anticorpo para MAdCAM ou sua ta-
xa de dissociacdo do antigeno. As mutacgdes podem ser feitas
na mesma posicdo como aquelas encontradas em qualquer um ou
mais do VL de anticorpos 1.7.2, '1.8.2, 6.14.2, 6.22.2,
6.34.2, 6.67.1, 6.73.2, 6.77.1, 7.16.6, 7.20.5, 7.26.4,
9.8.2, 6.22.2-mod, 6.34.2-mod, 6.67.1l-mod, 6.77.1-mod ou
7.26.4-mod, porém as substituigbes de aminodcido conservado-
ras sdo feitas exceto empregando o mesmo aminodcido. Por

exemplo, se a substituigcdo de aminodcido comparada a linha
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germinativa em um dos anticorpos 1.7.2, 1.8.2, 6.14;2,
6.22.2, 6.34.2, 6.67.1, 6.73.2, 6.77.1, 7T.l6.6, 7.20.5,
7.26.4, 9.8.2, 6.22.2-mod, 6.34.2-mod, 6.67.1-mod, 6.77.1-
mod ou 7.26.4-mod é glutamato, alguém pode substituir con-
servadamente aspartato. Similarmente, se a substituicgdo de
aminodcido foi serina, alguém pode substituir conservadamen-
te treonina.

A cadeia leve do anticorpo anti-MAdCAM pode com-
preende uma seqiiéncia de aminoacido que é a mesma’como a se-
giiéncia de aminoacido do VL de 1.7.2, 1.8.2, 6.14.2, 6.22.2,
6.34.2, 6.67.1, 6.73.2, 6.77.1, 7.16.6, 7.20.5, 7.26.4,‘
9.8.2, 6.22.2-mod, 6.34.2-mod, 6.67.1-mod, 6.77.1-mod ou
7.264-mod. A cadeia leve preferivelmente compreende seqién-
cias de aminodcido que sdo as mesmas como as regides de CDR
da cadeia leve de 1.7.2, 1.8.2, 6.14}2, 6.22.2, 6.34.2,
6.67.1, 6.73.2, 6.77.1, 7.16.6, 7.20.5, 7.26.4, 9.8.2,
6.22.2-mod, 6.34.2—mod, 6.67.1-mod, 6.77.1l-mod ou 7.26.4-
mod. A cadeia leve pode compreende uma seqiiéncia de amino-
4cido com pelo menos uma regido de CDR da cadeia leve de
1.7.2, 1.8.2, 6.14.2, 6.22.2, 6.34.2, 6.67.1, 6.73.2,
6.77.1, 7.16.6, 7.20.5, 7.26.4, 9.8.2, 6.22.2-mod, 6.34.2-
mod, 6.67.1-mod, 6.77.l1l-mod ou 7.26.4-mod. A cadeia leve
pode compreender seqiiéncias de aminoacido com CDRs de dadei—
as de leves diferentes que usam o0s mesmos genes VK e JK.
Preferivelmente os CDRs de cadeias leves diferentes sdo ob-
tidos de 1.7.2, 1.8.2, 6.14.2, 6.22.2, 6.34.2, 6.67.1,
6.73.2, 6.77.1, 7.16.6, 7.20.5, 7.26.4, 9.8.2, 6.22.2-mod,

6.34.2-mod, 6.67.1-mod, 6.77.1-mod ou 7.26.4-mod. Preferi-
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velmente a cadeia leve compreende uma seqléncia de aminoaci-
do selecionada de SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32,
36, 40, 44, 48, 54, 58, 62, 64, 66 ou 68 como descrito em
W02005/067620 com ou sem a segiéncia de sinal. Preferivel-
mente a cadeia leve compreende uma seqiéncia de aminoacido
codificada por uma seqiiéncia de nucleotideo selecionada de
SEQ ID NOS: 3, 7, 11, 15, 19, 23, 27, 31, 35, 39, 43, 47,
53, 57, 61, 65 ou 67 (com ou sem a seqiéncia de sinal) como
descrito em W02005/067620, ou uma sequéncia de nucleotideo
qgue codifica uma seqiiéncia de aminoacido que tem 1-11 inser-
cdes de aminoacido, delegdes ou substituigdes desta. ‘Prefe—
rivelmente, as substituicées de aminodcido s&o substituigdes
de aminodcido conservadoras. O anticorpo ou porcdo deste
pode compreender uma cadeia leve lambda.

A presente invencdo também fornece a combinacao
com um agente anti-fibrético de um anticorpo anti-MAdCAM ou
porcdo deste que compreende uma seqiiéncia de gene VH humana
ou uma seqgiiéncia derivada de um gene VH humano. A seqiéncia
de aminodcido de cadeia pesada pode ser derivada de uma fa-
milia de gene 1-18, 3-15, 3-21, 3-23, 3-30, 3-33 ou 4-4 VH
humano. Preferivelmente, a cadeia pesada compreende nao
mais do que quinze, ndo mais do que seis ou ndo mais do que
trés alteracdes de aminodcido da seqiiéncia de géne 1-18, 3-
15, 3-21, 3-23, 3-30, 3-33 ou 4-4 VH humana da linha germi-
nativa.

SEQ ID NOS: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38,
42 e 46 como descrito em W02005/067620 fornecem as seqlién-

cias de aminoadcido das cadeias pesadas de tamanho natural de
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doze anticorpos anti-MAdCAM que podem ser empregados na com-
binacdo da invengdo.

Preferivelmente, o VH do anticorpo anti-MAdCAM
contém as mesmas mutacdes, relativo & seqiiéncia de aminoaci-
do de linha germinativa, como qualquer um ou mais do VH de
anticorpos 1.7.2, 1.8.2, 6.14.2, 6.22.2, 6.34.2, 6.67.1,
6.73.2, 6.77.1, 7.16.6, 7.20.5, 7.26.4, 9.8.2, 6.22.2-mod,
6.34.2-mod, 6.67.1l-mod, 6.77.1l-mod ou 7.26.4-mod. Similar
aquele descrito acima, o anticorpo‘compreende uma ou mais
das mesmas mutacdes de linha germinativa como um ou mais an-

ticorpos exemplificados. O anticorpo também pode compreen-

der substituicdes diferentes em uma ou mais das mesmas posi-

cdes como um ou mais dos anticorpos exemplificados. Por e-
xemplo, o VH do anticorpo anti-MAdCAM pode conter uma ou
mais substituicdes de aminodcido que estdo iguais aquelas
presentes no anticorpo 7.16.6, e outra substituicdo de ami-
noécido que é igual ao anticorpo 7.26.4. Desta maneira, al-
guém pode misturar e combinar caracteristicas diferentes de
ligacdo de anticorpo para alterar, por exemplo, a afinidade
do anticorpo com MAdCAM ou sua taxa de dissociagdo do anti-
geno. Uma substituicdo de aminodcido comparada com a linha
germinativa pode ser feita na mesma posigdo como uma substi-
tuicdo da linha germinativa como encontrédo em qualquer um
ou mais do VH de anticorpo de referéncia 1.7.2, 1.8.2,
6.14.2, 6.22.2, 6.34.2, 6.67.1, 6.73.2, 6.77.1, 7.16.6,
7.20.5, 7.26.4, 9.8.2, 6.22.2-mod, 6.34.2-mod, 6.67.1-mod,
6.77.1-mod ou 7.26.4 - mod, porém a posigdo é¢ substituilda

com um residuo diferente, que é uma substituicdo conservado-
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ra comparado com o anticorpo de referéhcia.

Preferivelmente a cadeia pesada do anticorpo anti-
MAdCAM empregada na combina¢do da invengdo compreende uma
seqiiéncia de aminodcido que é igual a seqiéncia de aminoaci-
do do VH de 1.7.2, 1.8.2, 6.14.2, 6.22.2, 6.34.2, 6.67.1,
6.73.2, 6.77.1, 7.16.6, 7.20.5, 7.26.4, 9.8.2, 6.22.2-mod,
6.34.2-mod, 6.67.1-mod, 6,77.1l-mod ou 7.26.4-mod. Mais pre-
ferivelmente, a cadeia pesada compreende as seqiiéncias de
aminodcido que sdo iguais as régiées de CDR da cadeia pesada
de 1.7.2, 1.8.2, 6.14.2, 6.22.2, 6.34.2, 6.67.1, 6.73.2,
6.77.1, 7.16.6, 7.20.5, 7.26.4, 9.8.2, 6.22.2—mod, 6.34.2-
mod, 6.67.1l-mod, 6.77.1 - mod ou 7.26.4-mod. Preferivelmen-
te, a cadeia pesada compreende uma sequéncia.de aminoéacido
de pelo menos uma regido de CDR da cadeia pesada de 1.7.2,
1.8.2, 6.14.2, 6.22.2, 6.34.2, 6.67.1, 6.73.2, 6.77.1,
7.16.6, 7.20.4, 7.26.4, 9.8.2, 6.22.2-mod, 6.34.2-mod,
6.67.1-mod, 6.77.1l-mod ou 7.26.4-mod, ou a cadeia pesada po-
de compreender as seqgiiéncias de aminodcido com CDRs de ca-
deias pesadas diferentes. Preferivelmente, os CDRs de ca-
deias pesadas diferentes s&o obtidos de 1.7.2, 1.8.2,
6.14.2, 6.22.2, 6.34.2, 6.67.1, 6.73.2, 6.77.1, 7.16.¢6,
7.20.5, 7.26.4, 9.8.2, 6.22.2-mod, 6.34.2-mod, 6.67.1-mod,
6.77.1-mod ou 7.26.4-mod. Preferi?elmente, a cadeia pesada
compreende uma seqiiéncia de aminoacido selecionada de SEQ ID
NOS: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46, 52, 56,
60 ou 64 como descrito em W02005/067620 com ou sem a seqiién-
cia de sinal. A cadeia pesada também pode compreender uma

seqiéncia de aminodcido codificada por uma seqiéncia de nu-
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cleotideo selecionada de SEQ ID‘NOS: 1, 5, 9, 13, 17, 21,
25, 29, 33, 37, 41, 45, 51, 55, 59 ou 63 como descrito em
WO2005/067620, ou uma seqiiéncia de nucleotideo que codifica
uma seqiiéncia de aminodcido que tem 1-15 insercgodes, delecdes
ou substituicdes de aminoacido nela. As substituic¢des séo
preferivelmente substituicées de aminoacido conservadoras.

Acidos Nucléicos, Vetores, Células Hospedeiras e
Métodos Recombinantes para a Fabricacdo de Anticorpos.

Os acidos nuciéicos, vetores, células hospedeiras
e métodos recombinantes para a fabricagdo destes anticorpos
sdo descritos em WO 2005/067620.

Anticorpos Rotulados e Derivados

Um anticorpo ou porgao de anticorpo para a combi-
nacdo da invencdo pode ser derivado ou ligado a outra molé-
cula (por exemplo, outro peptideo ou proteina) . Em geral,
os anticorpos ou por¢des destes sdo derivados tal'que a li-
gacdo de MAdCAM nédo seja adversamente afetada pela derivagao
ou rotulagao. Conseqgiientemente, os anticorpos e porgao de
anticorpo para a combinacgdo da invengdo sao pretendidos in-
cluir tanto as formas intactas quanto as modificadas dos an-
ticorpos anti-MAdCAM humanos descritos aqui. Por exemplo,
um anticorpo ou porcdo de anticorpo empregado na inveng¢ao
pode ser funcionalmente ligado (através de acoplamento qui-
mico, fusdo genética, associagdo ndo covalente ou de outro
modo) a uma ou mais outras entidades moleculares, tal como
outro anticorpo (por exemplo, a anticorpo bi—especificd ou
um diacorpo), um agente de detecgdo, um agente citotdxico,

um agente farmacéutico, e/ou uma proteina ou peptideo que
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possa mediar a associagéo'do anticorpo ou porgdo de anticor-
po com outra molécula (tal como regido nicleo de estreptavi-
dina ou um rétulo de poliistidina).

Um tipo de anticorpo derivado é produzido por re-
ticulacdo de dois ou mais anticorpos (do mesmo tipo ou de
tipos diferentes, por exemplo, para criar anticorpos biespe-
cificos). Os reticuladores adequados incluem esses que sao
heterobifuncionais, tendo dois grupos distintamente reativos
separados por um éspagador apropriado (por exemplo, éster de
m-maleimidobenzoil-N-hidroxissucinimida) ou homobifuncional
(por exemplo, suberato de dissucinimidila). Tais ligadores
estdo disponiveis de Pierce Chemical Company, Rockford, III.

Outro tipo de anticorpb derivado é um anticorpo
rotulado. Os agentes de detecgdo uteis com os quais um an-
ticorpo ou porgdo de anticorpo da invengao pode ser derivado
incluem compostos fluorescentes, incluindo fluoresceina, i-
sotiocianato de fluoresceina, rodamina, cloreto de 5-
dimetilamina-l-naftalenossulfonila, ficoeritrina, fésforos
de lantanida e outros. Um anticorpo também pode ser rotula-
do com enzimas que sdo Uteis para detecgdo, tal como rabano
picante peroxidase, p-galactosidase, luciferase, alcalina
fosfatase, glicose oxidase e outros. Quando um anticorpo é
rotulado com uma enzima detectavel, ele é detectado adicio-
nando-se os reagentes adicionais que a enzima usa para pro-
duzir um produto de reagdo que pode ser discernido. Por e-

xemplo, quando o agente de peroxidase rabano picante estiver

_ presente, a adigdo de peréxido de hidrogénio e diaminobenzi-

dina conduz a um produto de reagdo colorido, que é detectéa-
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vel. Um anticorpo também pode ser rotulado com biotina, e
detectado por medigdo indireta de avidina ou ligagdo de es-
treptavidina. Um anticorpo pode ser rotulado com agente
magnético, como gadolinio. Um anticorpo também pode ser ro-
tulado com um epitopo de polipeptideo predeterminado reco-
nhecido por um repérter secundario (por exemplo, seqiiéncias
de par de ziperes da leucina, sitios de ligacdo para anti-
corpos secundéarios, dominios de ligagdo de metal rétulos do
epitopo) . Em algumas modalidades, os rétulos sdo fixos por
bracos espacadores de varios comprimentos para reduzir o im-
pedimento estérico potencial.

Um anticorpo anti-MAdCAM também pode ser rotulado
com um aminoacido radiorrotulado. O radiorrdétulo pode ser
empregado para propdsitos diagnésticos e terapéuticos. Por

exemplo, o radiorrétulo pode ser empregado para descobrir

tecidos expressando MAdCAM por radiografia ou outras técni-

cas diagnésticas. Além disso, o radiorrdétulo pode ser em-
pregado terapeuticamente como uma toxina para tecido doente
ou tumores expressando MAdCAM. Os exemplos de rétulos para
polipeptideos incluem, porém ndo estdo limitados aos seguin-
tes radioisdétopos ou radionuclides -3y, Y, 15y, s, Py,
99pe, llrp, 1257, 1317,

Um anticorpo anti-MAdCAM também pode ser derivado
com um grupo quimico tal como polietileno glicol (PEG), um
grupo metila ou etila, ou um grupo carboidrato. Estes gru-
pos podem ser Uteis para melhorar as caracteristicas biold-
gicas do anticorpo, por exemplo, para aumentar a meia vida

do soro ou aumentar a ligagdo de tecido. Esta metodologia
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também se aplicaria a qualquer fragmento de ligagdo de anti-
geno ou versdes de anticorpos anti-MAdCAM.

Kits e Composicbes Farmacéuticas

Em um aspecto adicional, a invengdo fornece compo-
sicdes que compreendem um anticorpo anti-MAdCAM inibidor hu-
mano e métodos para tratar individuos com tais composigdes.
Em algumas modalidades, o individuo do tratamento é humano.
Em outras modalidades, o individuo é um individuo veterina-
rio.. Em algumas modalidades, o individuo veterinario é um
cachorro ou um primata ndo humano.

0 trafamento pode envolver a administragdo de um
ou mais anticorpos monoclonais inibidores anti-MAdCAM, ou
fragmentos de ligagéé de antigeno destes, sozinho ou com um
veiculo farmaceuticamente aceitavel. Os antiéorpos anti-
MAJCAM inibidores e composicdes que os compreende, podem ser
administrados em combinagao com um ou mais outros agentes
terapéuticos, diagnésticos ou profilaticos. Como empregado
aqui, "veiculo farmaceuticamente aceitavel” quer dizer qual-
quer e todos os solventes, meios de dispersdo, revestimen-
tos, agentes antibacteriano e antifungicos, agentes de re-
tardamento e realce de absorcdo e isotdnico, e outros que
sdo fisiologicamente compativeis. Alguns exemplos de veicu-
los farmaéeuticamente aceitadveis sdo &gua, salina, salina
tamponada de fosfato, tampdo de acetato com cloreto de soé-
dio, dextrose, -glicerol, polietileno glicol, etanol e ou-
tros, como também combinacées destes. Em muitos casos, sera
preferivel incluir os agentes isotdnicos, por exemplo, acu-

cares, polidlcoois, tal como manitol, sorbitol, ou cloreto
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de sédio na composicdo. Os exemplos adicionais de substan-
cias farmaceuticamente aceitdveis sdo tensoativos, agentes
umectantes ou quantidades menores de substancias auxiliares
tal como agentes umectantes ou emulsificantes, preservativos
ou tampdes que realcam a vida de prateleira ou efetividade
do anticorpo.

As composicdes empregadas nesta invengdo podem es-—
tar em uma variedade de formas, por exemplo, formas de dosa-
gem liquidas, semi-sdlidas e sélidas, tal como solugdes 1li-
quidas (por exemplo, solugdes injetaveis e infusiveis), dis-
persdes oﬁ suspensdes, comprimidos, pilulas, massa liofili-
zada, pd seco, lipossomas e supositérios. A forma preferida
depende do modb pretendido de administracdo e aplicagdo te-
rapéutica. As composigdes preferidas tipicas estdo na forma
de solucdes injetaveis ou infusiveis, tal como composicdes
similares agquelas empregadas para imunizagdo passiva de hu-
manos. O modo preferido de administracdo é parenteral (por
exemplo, intravenoso, subcutaneo, intraperitoneal, intramus-
cular, intradérmico). Em uma modalidade preferida, o anti-
corpo é administrado por infusdo ou injegdo intravenosa. Em
outra modalidade preferida, o anticorpo é administrado por
injecdo intramuscular, intradérmica ou subcutédnea. Se dese-
jado, o anticorpo pode ser administrado empregando uma bom-
ba, enema, supositério, ou reservaté4rio de demora ou simila-
res.

As composigdes terapéuticas devem ser tipicamente
estéreis e estadveis sob condicdes de fabricagdao e armazena-

mento. A composigdo pode ser formulada como uma solugao,
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massa liofilizada, pd seco, microemuls&do, dispersdo, lipos-
soma, ou outra estrutura ordenada adequada para alta concen-
tracdo de droga. As solug¢des injetadveis estéreis podem ser
preparadas incorporando o anticorpo anti-MAdCAM na quantida-
de exigida em um solvente apropriado com um ou uma combina-
cdo de ingredientes enumerados acima, como requerido, segui-
do por esterilizagdo. No caso de pds-estéreis para a prepa-
racdo de solugdes injetéaveis estéreis, os métodos preferidos
de preparacdo sdo secagem a vacuo e liofilizagdo que produz
um pbé do ingrediente ativo mais qualquer ingrediente deseja-
do‘adicional de uma solucdo previamente estéril. Geralmen-
te, as dispersdes sdo preparadas incorporando-se o composto
ativo em um veiculo estéril que contém um meio de dispersao
basico e os outros ingredientes exigidos daqueles enumerados
acima. AS caracteristicas desejadas de uma solucdo podem
ser mantidas, por éxemplo, pelo uso de tensoativos e o tama-
nho de particula exigido no caso de disperséo pelo uso de
tensoativos, fosfolipideos e polimeros. A absorgdo prolon-
gada de composicdes injetadveis pode ser provocada incluindo-
se na composicdo um agente que retarde a absorgdo, por exem-
plo, sais de monoestearato, materiais poliméricos, &leos e
gelatina.

Os anticorpos da combinagdo da presente invengao
podem ser administrados por uma variedade de métodos conhe-
cidos na técnica, embora para muitas aplicacgdes terapéuticas
a rotina/modo preferida 'de administracdo seja subcutanea,
intramuscular, intradérmica ou infusdo intravenosa. Como

serd apreciado pelo técnico versado, o modo e/ou rotina de
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administracdo variard dependendo dos resultados desejados.
Em certas modalidades, as composig¢des de anticorpo podem ser
preparadas com um veiculo que protegera o anticorpo contra
liberacdo rapida, tal como uma formulagdo de liberacao con-
trolada, incluindo implantes, emplastros transdérmicos, e
sistemas de liberacdo microencapsulados. Os polimeros bio-
compativeis, biodegradaveis podem ser empregados, tal como
acetato de vinila de etileno, polianidretos, éacido poligli-
célico, colageno, poliortoésteres, e acido polilatico. Mui-
tos métodos para a preparagdo de tais formulagdes sao paten-
teados ou geralmente conhecidos por aqueles versados na téc-
nica. Veja, por exemplo, Sustained and Controlled Release
Drﬁg Delivery Systems (J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker,
Inc., Nova Iorque (1978)).

Em certas modalidades, um anticorpo anti-MAdCAM da
combinacao da invencdo pode ser oralmente administrado, por
exemplo, com um diluente inerte oﬁ um veiculo comestivel as-
similavel. O composto (e outros ingredientes, se desejado)
também pode ser incluido em uma cépsula de gelatina de casca
dura ou macia, prensados em comprimidos, ou incorporados di-
retamente na dieta do individuo. Para administracdo tera-
péutica oral, os anticorpos anti-MAdCAM podem ser incorpora-
dos com excipientes e empregados na forma de comprimidos in-
geriveis, comprimidos bucais, pastilhas, cépsulas, elixires,
suspensdes, Xaropes, bolachas, e outros. Para administrar
um composto da invénqéo por outras que ndo seja a adminis-
tracdo parenteral, pode ser necessario cobrir o composto

com, ou co-administra o composto com, um material para pre-
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venir sua inativacgdo.

As composicdes da invengdo podem incluir uma
"quantidade terapeuticamente efetiva" ou uma "quantidade
profilaticamente efetiva" de um anticorpo ou porgdo de liga-
cdo de antigeno da invengao. Uma "quantidade terapeutica-
mente efetiva" se refere a uma quantidade efetiva, em dosa-
gens e durante periodos de tempo necessarios, para alcancar
o resultado terapéutico desejado. Uma quantidade terapeuti-
camente efetiva do anticorpo ou porgdo de anticorpo pode va-
riar de acordo com fatores tal como o estado de doenca, ida-
de, sexo, e peso do individuo, e a capacidade do anticorpo
ou porcgdo de anticorpo de extrair uma resposta desejada no
individuo. Uma gquantidade terapeuticamente efetiva também &
uma na qual qualquer efeito téxico ou prejudicial do anti-
corpo ou porgdo de anticorpo é mais importante que os efei-
tos terapeuticamente benéficos. Uma "quantidade profilati-
camente efetiva" se refere a uma quantidade efetiva, em do-
sagens e durante periodos de tempo necessarios, para alcan-
car o resultado profildtico desejado. Tipicamente, uma vez
que uma dose profildtica é empregada em individuos antes de
ou em um estagio precoce da doeng¢a, a quantidade profilati-
camente efetiva'pode ser menor do que a quantidade terapeu-
ticamente efetiva.

Os regimes de dosagem podem ser ajustados para
fornecer a resposta desejada ideal (por exemplo, uma respos-
ta terapéutiéa ou profildtica). Por exemplo, um bolo unico
pode ser administrado, varias doses divididas podem ser ad-

ministradas com o passar do tempo ou a dose pode ser propor-
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cionalmente reduzida ou aumentada como indicado pelas exi-
géncias da situacgdo terapéutica. E especialmente vantajoso
formular composicdes parenterais na forma de unidade de do-
sagem para facilidade de administracédo e uniformidade de do-
sagem. A forma de unidade de dosagem como empregado aqui se
refere a unidades fisicamente discretas adequadas como dosa-
gens unitarias para os individuos mamiferos a serem trata-
dos; cada unidade contendo uma quantidade predeterminada de
composto ativo calculada para produzir o efeito terapéutico
desejado em associagdo com o veiculo farmacéutico exigido.
A espécificagéo para as formas de unidade de dosagem da in-
vencdo é ditada por e diretamente dependentes (a) das carac-
teristicas unicas do anticorpo anti-MAdCAM ou porgdo deste e
do efeito terapéutico ou profilactico particular a ser al-

cancado, e (b) das limitagdes inerentes na técnica de compor

um tal anticorpo para o tratamento de sensibilidade em indi-

viduos.

Uma faixa ndo limitante exemplar para uma quanti-
dade terapeuticamente ou profilaticamente efetiva de um an-
ticorpo ou porcdo de anticorpo da invengao é 0,025 a 50
mg/kg, mais preferivelmente 0,1 a 50 mg/kg, mais preferiVel—
mente 0,1-25, 0,1 a 10 ou 0,1 a 3 mg/kg. Em algumas modali-
dades, uma formulacdo contém 5 mg/mL de anticorpo em um tam-
pdo de 20 mM de acetato de sdédio, pH 5,5, 140 mM de NaCl, e
0,2 mg/mL de polissorbato 80.  Em outras modalidades, uma
formulagéo contém 10 mg/ml de anticorpo em 2,73 mg/ml de
triidrato de acetato de sédio, 45 mg/ml de manitol, 0,02

mg/ml de diidrato de EDTA de dissédio, 0,2 mg/ml de polis-



10

15

20

25

58

sorbato 80, ajustados para pH 5,5 com acido acético glacial,
por exemplo, para uso intravenoso. Em outras modalidades,
uma formulacdo contém 50 mg/ml de anticorpo, 2,73 mg/ml de
triidrato de acetato de sédio, 45 mg/ml de manitol, 0,02
mg/ml de diidrato de EDTA dissédio, 0,4 mg/ml de polissorba-
to 80, ajustados para pH 5,5 com &acido acético glacial, por
exemplo, para uso subcutdneo ou intradérmico. Sera observa-
do que os valores de dosagem podem variar com O tipo e gra-
vidade da condicdo a ser aliviada. Deve ser também entendi-

do que para qualquer individuo particular, regimes de dosa-

gem especificos deveriam ser ajustados com o passar do tempo

de acordo com a necessidade individual e o julgamento pro-
fissional da pessoa que administra ou supervisiona a admi-
nistracao das composigées, e que as faixas de dosagem apre-
sentadas aqui sdo exemplares somente e ndo é pretendido 1li-
mitarem o escopo ou pratica da composicdo reivindicada.

Outro aspecto da presente. invencdo fornece kits
que compreendem um anticorpo anti-MAdCAM ou porgdo de anti-
corpo da invengdo ou uma composigao que compreende um tal
anticorpo com um agente anti-fibrético como descrito aqui.
Um kit pode incluir, além do anticorpo ou composigéo e do
agente anti-fibrético, outros agentes terapéuticos ou diag-
nésticos. Um kit também pode incluir instrug¢des para uso em
um método diagndstico ou terapéutico.

Terapia de Gene

Os anticorpos empregados na combinagdo da invengéao
podem ser administrados a um paciente em necessidade destes

por terapia de gene. A terapia ode ser ou in vivo ou ex vi-
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vo. Em uma modalidade preferida, as moléculas de acido nu-
cléico que codificam tanto uma cadeia pesada quanto uma ca-
deia leve sdo administradas a um paciente. Em uma modalidade
mais preferida, as moléculas de &cido nucléico séao adminis-
tradas tal que elas sejam estavelmente integradas em cromos-
somos de células B porque estas células sdo especializadas
para produzir anticorpos. Em uma modalidade preferida, as
células B precursoras sdo transfectadas ou infectadas ex vi-
vo e re-transplantadas em um paciente em necessidade deste.
Em outra modalidade, as células precursoras B ou outras cé-
lulas sdo infetadas in vivo empregando um virus recombinante
conhecido por infectar o tipo de célula de interesse. Os
vetores tipicos empregados para terapia de gene incluem 1li-
posSomas, plasmideos e vetores viréticos. Os vetores vird-
ticos exemplares sdo retrovirus, adenovirus e virus adenoas-
sociados. Apds a infecgdo ou in vivo ou ex vivo, OS niveis
de expressdo de anticorpo podém ser monitorados tomando-se
uma amostra do paciente tratado e empregado qualquer imuno-
ensaio conhecido na técnica ou descrito aqui.

Em uma modalidade preferida, o método de terapia
de gene compreende as etapas de administrar uma molécula de
4cido nucléico isolada codificando a cadeia pesada ou uma
porcdo de ligagdo de antigeno desta de um anticorpo anti-
MAdJCAM e expressando a molécula de acido nucléico. Em outra
modalidade, o método de terapia de gene compreende as etapas
de administrar uma molécula de 4cido nucléico isolada codi-
ficando a cadeia leve ou uma porcdo de ligacdo de antigeno

desta de um anticorpo anti-MAdCAM e expressando a molécula
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de 4cido nucléico. Em um método mais preferido, o método de
terapia de gene compreende as etapas de administracdo de uma
molécula de acido nucléico isolada que codifica a cadeia pe-
sada ou uma porcdo ligacdo de antigeno desta e uma molécula
de 4cido nucléico isolada codificando a cadeia leve ou a
porcdo ligagdo de antigeno desta de um anticorpo anti-MAdCAM
da invencao e expresséndo as moléculas de &cido nucléico. O
método de terapia de gene também pode compreender a etapa de
administrar outro antiinflamatério ou agente imunomodulador.

Inibicdo de adesdo dependente de o4f7-MAACAM por
anticorpo anti-MAdCAM:

A invencdo também fornece a combinagdo com um a-
gente anti-fibrético de um anticorpo anti-MAdCAM que liga
MAdCAM e inibe a ligacdo e adesdo de ouPy-integrina trans-
portando células para MAdCAM ou outros ligandos cognatos,
tal como L-selectina, para MAdCAM. Em uma modalidade prefe-
rida, o MAdCAM é humano.e estd ou em uma forma soluvel, ou
expresso na superficie de uma célula. Em outra modalidade
preferida, o anticorpo anti-MAdCAM é um anticorpo humano.
Em outra modalidade, © anti¢orpo ou porcdo deste inibe a li-
gacdo entre disso woyfs e MAdCAM com um valor de ICsy de néo
mais do que 50 NM. Em uma modalidade preferida, o valor de
ICso € ndo mais do gque 5 NM. Em uma modalidade mais prefe-
rida, o valor de ICsp é menos do que 5 NM. Em uma modalida-
de mais preferida, o valor de ICsy é menos do que 0,05
pug/mL, 0,04 pg/mL ou 0,03 pg/mL. Em outra modalidade prefe-
rida o valor de ICsy é menor do que 0,5 pg/mL, 0,4 pg/mL ou

0,3 pg/mL. O valor de ICso pode ser medido por qualquer mé-



10

15

20

25

61

todo conhecido na técnica. Tipicamente, um valor de ICM'
pode ser medido por ELISA ou ensaio de adesdo. Em uma moda-
lidade preferida, o valor de ICso € medido por ensaio de a-
desdo que usa ou células ou tecido que nativamente expressam
MAdCAM ou células ou tecidos que foram construido para ex-
pressar MAJCAM.

A menos que de outro modo definido aqui, os termos
técnicos e cientificos empregados com relagdo a presente in-
vencdo terdo os significados que sdo geralmente comﬁreendi—
dos por aqueles de experiéncia ordindria na técnica. Além
disso, a menos que de outro modo exigido pelo contexto, os
termos singulares deverdo inclui pluralidades e termos plu-

rais deverdo incluir o singular. Geralmente, as nomenclatu-

ras empregadas com relacdo a, e técnicas de, cultura de cé-

lula e tecido, biologia molecular, imunologia, microbiologi-
a, genéticas, proteina e quimica de acido nucléico e hibri-
dizagao descritas.aqui sdo aquelas bem conhecidas e geral-
mente empregadas na técnica. Os métodos e técnicas da pre-
sente invencdo sdo geralmente realizados de acordo com Os
métodos convencionais conhecidos na técnica e como descrito
em varias referéncias gerais e mais especificas que sdo ci-
tadas e descritas ao longo da especificagdo presente a menos
que de outro modo indicado. Veja, por exemplo, Sambrook e
outros, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicgéo,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y. (1989) e Ausubel e outros, Current Protocols in Molecu-
lar Biology, Greene Publishing Associates (1992), e Harlow e

Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
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Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1990), qué estéo
aqui incorporados por referéncia. As técnicas de purifica-
cdo e reacdes enzimdticas sdo realizadas de acordo com as
especificacdes de fabricante, como geralmente realizado na
arte ou como descrito aqui. As técnicas padrdes sao empre-
gadas para sinteses quimicas, andlises quimicas, preparagao
farmacéutica, formulacdo, e liberagdo, e tratamento de paci-
entes.

O termo "polipeptideo" abrange préteinas nativas
ou artificiais, fragmentos de proteina e andlogos de poli-
peptideo de uma seqiiéncia de proteina. Um polipeptideo pode
ser monomérico ou polimérico.

O termo "proteina isolada" ou "polipeptideo isola-
do" & uma proteina ou polipeptideo que em virtude de sua o-
rigem ou fonte de derivagdo (1) nao é associado com compo-
nentes naturalmente associados que os acompanham em seu es-
tado nativo; (2) estd livre de outras proteinas das mesmas
espécies (3) é expresso por uma célula de uma espécie dife-
rente, ou (4) ndo é de ocorréncia natural. Desse modo, um
polipeptideo que ¢é quimicamente sintetizado ou sintetizado
em um sistema celular diferente da célula da qual ele natu-
ralmente origina serd “isolado" de seus componentes natural-
mente associados. Uma proteina também pode sef tornada

substancialmente livre de componentes naturalmente associa-

dos através de isolamento, empregando técnicas de purifica-

cdo de proteina bem conhecidas na técnica.
Uma proteina ou polipeptideo é ™“substancialmente

pura”, “substancialmente homogénea" ou "substancialmente pu-
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rificado" quando pelo menos cerca de 60 a 75% de uma amostra
exibe uma unica espécie de polipeptideo. O polipeptideo ou
proteina pode ser monomérico ou multimérico. Um polipepti-

deo ou proteina substancialmente pura incluira tipicamente

o\

cerca de 50%, 60%, 70%, 80% ou 90% e peso/peso de uma amos-
tra de proteina, mais geralmente cerca de 95%, e preferivel-
mente serd mais de 99% puro. A pureza ou homogeneidade de
proteina pode ser indicada por varios meios bem conhecidos
na técnica, tal como eletroforese de gel de poliacrilamida
de uma amostra de proteina, seguido por visualizagdo de uma
Unica banda de polipeptideo ao manchar o gel com ﬁma mancha
conhecida na técnica. Para certos propdsitos, a resolugao
mais elevada pode ser fornecida empregando-se HPLC ou'dutros
meios bem conhecidos na técnica para purificagdo. -

O termo "fragmento de polipeptideo" como empregado
aqui se refere a um polipeptideo que tem uma delecdo amino-
terminal e/ou carbéxi-terminal, porém onde a seqiiéncia de
aminodcido restante é idéntica .as posigdes correspondentes
na seqiiéncia de ocorréncia natural. Em algumas modalidades,
os fragmentos sdo pelo menos 5, 6, 8 ou 10 aminoadcidos lon-
gos. Em outras modalidades, os fragmentos sdo pelo menos 14
aminoacidos longos, mais preferivelmente pelo menos 20 ami-
nodcidos longos, normalmente pelo menos 50 éminoécidos lon-
gos, ainda mais preferivelmente pelo menos 70, 80, 90, 100,
150 ou 200 aminoacidos longos.

O termo "analogo de polipeptideo” como empregado
aqui se refere a um polipeptideo que compreende um segmento

de pelo menos 25 aminoacidos que tem identidade substancial
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a uma porgdo de uma seqiiéncia de aminoééido e gue tem pelo
menos uma das seguintes propriedades: (1) ligacdo especifica
a MAACAM sob condicdes de ligacdo adequadas, (2) capacidade
de inibir a ligacdo de oyuPy; integrina e/ou L-selectina a
MAdCAM, ou (3) capacidade de reduzir a expressdo de superfi-
cie de célula de MAdCAM in vitro ou in vivo. Tipicamente,
os andlogos de polipeptideo compreendem uma substituicdo de
aminoacido conservadora (ou insercdo ou delegdo) com respei-
to & seqiiéncia de ocorréncia natural. Os anaélogos tipica-
mente sdo pelo menos 20 aminoacidos longos, preferivelmente
pelo menos 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150 ou 200 aminoacidos
longos ou mais longos, e podem freqlentemente ser tdo longo
quanto um polipeptideo de ocorréncia natural de‘tamanho na-
tural. Uma "imunoglobulina" é uma molécula tetramérica. Em
uma imunoglobulina de ocorréncia natural, cada tetramero é
composto de dois pares idénticos de cadeias de polipeptideo}
cada par tendo uma cadeia “leve” (cerca de 25 kDa) e uma ca-
deia "pesada" (cerca de 50-70 kDa). A porcgao amino-terminal
de cada cadeia inclui uma regido varidvel de cerca de 100 a
110 ou mais aminodcidos principalmente responsavel pelo re-
conhecimento de antigeno. A porgdo carboxi-terminal de cada
cadeia define uma regido constante principalmente responsa-
vel pela fungdo efetora. As cadeias.léves humanas sdo clas-
sificadas como cadeias leves x e A. As cadeias pesadas sao
classificadas como H, &, vy, & ou g, e define o isdétipo do
anticorpo como IgM, IgD, IgG, IgA, e IgE, respectivamente.
Dentro das Cadeias leves e pesadas, as regides variaveis e

constantes sdo unidas por uma regido "J" de cerca de 12 ou
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mais aminoacidos, com a cadeia peéada também incluindo uma
regido "D" de cerca de 10 ou mais aminoacidos. Geralmente
veja, Fundamental Immunology, Capitulo 7 (Paul, W., ed., 2%
edicdo, Raven Press, N.Y. (1989)) (incorporado por referén-
cia em sua totalidade para todos os propdsitos). As regides
varidveis de cada cadeia leve/pesada formam o sitio de liga-
cdo de anticorpo tal que uma imunoglobulina intacta tenha
dois sitios de ligacgao.

As cadeias de imﬁnoglobulina exibem a mesma estru-
tura geral de regides de estrutura relativamente conservadas
(FR) unidas por trés regides hipervariéveis, também chamadas
regides ou CDRs de determinacgdao de complementaridade. Os
CDRs das duas cadeias de cada par sao aliﬁhados pelas regi-
des de estrutura para formar um sitio de ligagdo especifico
de epitopo. Da terminagdo N a terminagdo C, ambas cadeias
leves e pesadas incluem os dominios FR1, CDR1, FRZ} CDR2,
FR3, CDR3 e FR4. O designio dos aminoacidos para cada domi-
nio é de acordo com as definicdes Kabat, Sequences of Prote-
ins of Immunological Interest (National Institutes of Heal-
th, Bethesda, Md. (1987 e 1991)), ou Chothia & Lesk, J. MoI.
Biol., 196:901-917(1987); Chothia e outros, Nature, 342:878-
883(1989), cada dos quais esté& aqui incorporado por refe-
réncia em sua totalidade. |

Um “anticorpo” se refere a uma imunoglobulina in-
tacta ou a uma porcdo ligagdo de antigeno desta que compete
com o anticorpo intacto para ligacdo especifica. Em algumaé
modalidades, um anticorpo é uma porc¢do de ligacdo de antige-

no deste. As porcdes de ligacgdo de antigeno podem ser pro-
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duzidas por técnicas de DNAlrecombinantes ou por clivagem
enzimatica ou quimica de anticorpos intactos. As porg¢des de
ligacdo de antigeno incluem, entre outras, Fab, Fab’,
F(ab’),, Fv, dAb, e fragmentos de regido de determinacdo de
complementaridade (CDR), anticorpos de cadeia tunica (scFv),
anticorpos quiméricos, diacorpos e polipeptideos que contém
pelo menos uma porgdo de uma imunoglobulina que é suficiente
para conceder ligacdo de antigeno especifico ao polipepti-
deo. Um fragmento de Fab é um fragmento monovalente que
consiste nos dominios ‘VL, VH, CL e CHl; um fragmento de
F(ab), é um fragmento bivalente.que compreende dois fragmen-
tos Fab unidos por uma ponte de dissulfeto na regido de do-
bradica; um fragmento Fd consiste noé dominios de VH e CHI;
um fragmento de Fv consiste nos dominios de VL e VH de um
Gnico braco de um anticorpo; e um fragmento de dAb (Ward e
outros, Nature, 341:544-546(1989)) consiste em um dominio de
VH.

Como empregado aqui, um anticorpo que é referido
como, por exemplo, 1.7.2, 1.8.2, 6.14.2, 6.34.2, 6.67.1,
6.77.2, 7.16.6, 7.20.5, 7.26.4 ou 9.8.2, & um anticorpo mo-
noclonal que é produzido pelo hibridoma do mesmo nome. FPor
exemplo, o anticorpo 1.7.2 é produzido pelo hibridoma 1.7.2.
Um anticorpo que é refefido como 6.22.2-mod, 6.34.2-mod,
6.67.1-mod, 6.77.1-mod ou 7.26.4-mod é um anticorpo monoclo-
nal cuja seqiiéncia foil modificada de sua origem correspon-
dente por mutagénese direcionada ao sitio.

Um anticorpo de cadeia unica (scFv) & um anticorpo

no qual as regides de VL e VH sdo emparelhadas para formar
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uma molécula monovalénte por um ligador sintético que as
possibilitam serem feitas como uma unica cadeia de proteina
(Bird e outros, Science, 242:423-426 (1988) e Huston e ou-
tros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:5879-5883 (1988)). Os
diacorpos sdo anticorpos bivalentes, biespecificos nos quais
os dominios de VH e VL sdo expressos em uma Unica cadeia de
polipeptideo, porém empregando um ligador que é muito curto
para permitir emparelhar entre os dois dominios na mesma ca-
deia, desse médo forcando os dominios a emparelhar com domi-
nios complementares de outra cadeia e criando dois sitios de
ligacdo de antigeno (veja, por exemplo, Holliger, P., e ou-
tros, Proc. Natl. Acad. Sci. E.U.A., 90: 6444-6448 (1993) e
Poljak, R. J., e outros, Struéture, 2:1121-1123 (1994)). Um
ou mais CDRs de um anticorpo da invencdo podem ser incorpo-
rados em uma molécula covalentemente ou ndo covalentemente
para tornd-las uma imunocadesina que espécificamente se liga
a MAdJCAM. Uma imunoadesina pode incorporar o CDR(s) como
parte de uma cadeia de polipeptideo maior, possa covalente-
mente ligar o CDR(s) a outra cadeia de polipeptideo, ou pode
incorporar o CDR(s) né&o covalentemente. Os CDRs permitem
que a imunoadesina especificamente se ligue a um antigeno
particular de interesse.

Um anticérpo pode ter um ou mais sitios de liga-
cdo. Se houver mais do que um sitio de ligagdo, os sitios
de ligacdo podem ser idénticos, um ao outro ou podem ser di-
ferentes. Por exemplo, uma imunoglobulina de bcorréncia na-
tural tem dois sitios de ligacdo idénticos, um anticorpo de

cadeia unica ou fragmento de Fab tem um sitio de ligagdo, ao



10

15

20

25

68

mesmo tempo em que um anticorpo "biespecifico" ou "bifuncio-
nal" (diacorpo) tem dois sitios de ligagdo diferentes.

Um “anticorpo isolado” é um anticorpo que (1) néo
& associado com componentes naturalmente-associados, inclu-
indo outros anticorpos naturalmente associados, que Os acom-
panham em seu estado nativo, (2) é livre de outras proteinas
das mesmas espécies, (3) é expresso por uma célula de uma
espécie diferente, ou (4) nao ocorre in nature. Os exemplos
de antiéorpos isolados incluem um anticorpo anti-MAdCAM que
foi purificado por afinidade empregando MAdCAM, um anticorpo
anti-MAdCAM que foi produzido por uma hibridoma oﬁ outra li-
nhagem de célula in vitro, e um anticorpo anti-MAdCAM humano
derivado de um mamifero'ou planta transgénica.

Como empregado aqui, o termo "anticorpo humano"
significa um anticorpo no qual as seqiiéncias de regido vari-
avel e constante sdo seqiiéncias humanas . O termo abrange
anticorpos com segiéncias derivadas de genes humanos, porém
que foram alterados, por exemplo, para diminuir possivel i-
munogenicidade, aumentar a afinidade, eliminar as cistelnas
ou sitios de glicosilagido que podem causar duplicagao inde-
sejavel, etc. O termo abrange tais anticorpos recombinante-
mente produzidos em células ndo humanas que poderiam conce-
der glicosilégéo ndo tipica de células humanas. O termo
também abrange anticorpos que foram elevados em um camundon-
go transgénico que compreende algum ou todo loco de cadeia
pesada e leve de imunoglobulina humana.

Em um aspecto, a invengdo fornece um anticorpo hu-

manizado. Em algumas modalidades, o anticorpo humanizado &



10

15

20

25

69

um anticdrpo que é derivado de uma espécie nao humana nas
quais certos aminoacidos na estrutura e dominios constantes
das cadeias pesadas e leves foram mutados para evitar ou ab-
rogar uma resposta imune em humanos. Em algumas modalida-
des, um anticorpo humanizado pode ser produzido fundindo-se
os dominios constantes de um anticorpo humano com os domi-
nios variadveis de uma espécie ndo humana. Os exemplos de
como fazer anticorpos humanizados pode ser encontrado nas
Patentes dos Estados Unidos Nos. 6.054.297, 5;886.152 e
5.877.293. Em algumas modalidades, um anticorpo anti-MAdCAM
humanizado da invencdo inclui a seqiiéncia de aminoacido de
uma ou mais regides de estrutura de um ou mais anticorpos
anti-MAdCAM humanbs da invencdao.

Em outro aspecto, a inveng¢do inclui o uso de um
"anticorpo quimérico". Em algumas modalidades o anticorpo
quimérico se refere a um ahticorpo gue contém uma ou mais
regides de um anticorpo e uma ou mais regides de um ou mais
outros anticorpos. Em uma modalidade preferida, um ou mais
do CDRs sdo derivados de um anticorpo anti-MAdCAM humano da
invencdo. Em uma modalidade mais preferida, todos CDRs sao
derivados de um anticorpo anti-MAdCAM humano da invengao.
Em outra modalidade preferida, os CDRs de mais de um anti-
COorpo énti—MAdCAM humano da inveng¢do sdo misturados e empa-
relhados em um anticorpo quimérico. Por exemplo, um anti-
corpo quimérico pode compreender um CDR1 da cadeia leve de
um primeiro anticorpo anti—MAdCAMbhumano que pode ser combi-
nado com CbR2 e CDR3 da cadeia leve de um segundo anticorpo

anti-MAdCAM humano, e o CDRs da cadeia pesada podem ser de-
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rivédos de um terceiro anticorpo anti-MAdCAM. Além disso,
as regides de estrutura podem ser derivadas de um dos mesmos
anticorpos anti-MAdCAM, de um ou mais anticorpos diferentes,
tal como um anticorpo humano, ou de um anticorpo humanizado.

Um "anticorpo neutralizante", "um anticorpo inibi-
dor" ou anticorpo antagonista é um anticorpo que inibe a 1li-
gacdo de ouPf7 ou células expressando agf7, ou gualquer outro
ligando cognato ou células expressando ligando cognato, a

MAdCAM por pelo menos cerca de 20%. Em uma modalidade pre-

ferida, o anticorpo reduz ou inibe a ligagdo de ouf; integri-

na ou células expressando o4P; a MAJCAM em pelo menos 40%,
mais preferivelmente antes em 60%, ainda mais preferivelmen-
te em 80%, 85%, 90%, 95% ou 100%. A reducdo da ligagdo pode
ser medida por qualquer meio conhecido por alguém de experi-
éncia ordinadria na técnica, por exemplo, como medido em um
ensaio de ligacgao competitivo in vitro. Um exemplo de medi-
cdo da redugao da ligagéo de células expressando aﬂ% a MAd-
CAM é apresentado no Exemplo I.

Os fragmentos ou andlogos de anticorpos podem ser
preparados facilmente por aqueles de experiéncia ordinaria
na técnica seguindo os ensinamentos desta especificagdo. As
amino ou carbdéxi terminacdes preferidas, de fragmentos ou
énélogos ocorrem proéximas aos limites dos dominios funcio-
nais. Os dominios estruturais e funcionais podem ser iden-
tificados por comparagdo dos dados da seqiiéncia de nucleoti-
deo e/ou aminoacido com as bases de dados da seqiéncia do
proprietdrio a publica. Preferivelmente, os métodos de com~

paracdo computadorizados sdo empregados para identificar os
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motifs de seqgiiéncia ou dominios de conformagao de proteina
preditos que ocorrem em outras proteinas de estrutura e/ou
funcdo conhecida. Os métodos para identificar as segiiéncias
de proteina que dobram em uma estrutura tridimensional co-
nhecida sdo conhecidos (Bowie e outros, Science, 253:164
(1991)) .

O termo "k.e:" se refere a constante do indice de
dissociacdo de um anticorpo do complexo de anticor-
po/antigeno.

O termo "Kq" se refere a constante de dissociagdo

de uma interacdo de anticorpo-antigeno particular. Um anti-

corpo é dito ligar um antigeno quando a constante de disso-
ciagéo é < 1 uM, preferivelmente < 100 nM e mais preferivel-
mente < 10 nM. O termo "epitopo" inclui qualquer determi-
nante de proteina capaz de ligagdo especifica a uma imuno-
globulina ou reCeptor de célula T ou de outro modo interagir
com uma molécula. Os determinantes epitdpicos normalmenfe
consistem em agrupamentos de superficie quimicamente ativos
de moléculas tal como aminodcidos ou cadeias laterais de
carboidrato e normalmente tém trés caracteristicas estrutu-
rais dimensionais especificas, como também caracteristicas
de carga especificas. Um epitopo pode ser "linear" ou "con-
formacional”. Em um epitopo linear, todos os pontos de in-
teracdo, entre a proteina e a molécula de interacdo (tal co-
mo um anticorpo) ocorrem linearmente ao longo da segiiéncia
de aminoacido primérié da proteina. Em um epitopo conforma-
cional, os pontos de interagao ocorrem através de residuos

de aminoadcido na proteina que é separada de uma outra.
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Como empregado aqui, os vinte aminoacidos conven-
cionais e as suas abreviacdes seguem uso convencional. Veja
Immunology - A Synthesis'(zé Edicdo, E.S. Golub e D.R. Gren,
Eds., Sinauer Associates, Sunderland, Mass. (1991)) que esta
aqui incorporado por referéncia. Os estereoisbmeros (por
exemplo, D-aminodcidos) dos vinte aminodcidos convencionais,
aminodcidos ndo naturais tal como aminoacidos «, o-
dissubstituidos, aminoadcidos de N-alquila, &cido latico, e
outros aminodcidos convencionais podem também ser componen-
tes adequados para polipeptideos da presente invengédo. Os
exemplos de aminoadcidos ndo convencionais incluem: 4-
hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, £-N,N,N-trimetilisina,
g¢-N—-acetilisina, O-fosfoserina, N- acetilserina, N-
formilmetionina, 3-metilistidina, 5-hidroxilisina, s—-N-
metilarginina, e outros aminodcidos similares e dcidos de
imino (por exemplo, 4-hidroxiprolina). Na anotacgao de poli-
peptideo empregada aqui, a diregdo a esquerda é a.diregéo
amino terminal e a direcdo a direita é a diregdo carboxi-
terminal, de acordo com a convengdo e uso padrdo.

0 termo "polinucleotideo" como referido aqui sig-
nifica uma forma polimérica de nucleotideos de pelo menos 10
bases em comprimento, ribonucleotideos ou deoxinucleotideos
ou uma forma modificada de qualquer tipo de nucleotideo. O
termo inclui formas de filamento UGnico ou duplo de DNA.

O termo "polinucleotideo isolado" como empregado
aqui deve significar um polinucleotideo de origem gendmica,
cDNA, ou sintética ou algumas combinagdes destes, que em

~ z

virtude de sua origem o "polinucleotideo isolado" (1) nao ¢
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associado com todo ou uma porcdo de um polinucleotideo no
gqual o "polinucleotideo isolado" é encontrado in nature, (2)
¢ operavelmente ligado a um polinucleotideo que nao estad li-
gado in nature, ou (3) nao ocorre in nature como parte de
uma seqiéncia maior.

O termo "oligonucleotideo" referido aqui, inclui
nucleotideos de ocorréncia natural e modificados, ligados
juntos por ocorréncia natural, e ligacdes de oligonucleoti-
deos de ocorréncia ndo natural. Os oligonucleotideos sao um
subgrupo de polinucleotideo que geralmente compreende um
comprimento de 200 bases ou menos. Preferivelmente os oli-
gonucleotideos sdo 10 a 60 bases em comprimento e pfeferi—
velmente 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, ou 20 a 40 bases em
comprimento. Os oligonucleotideos sdo normalmente de fila-
mento Unico, por exemplo, para sondas; embora os oligonucle-
otideos possam ser de filamento duplo, por exemplo, para uso
na construcdo de um mutante de gene. Os oligonucleotideos
da invencido podem ser oligonucleotideos de ou sentido ou an-
ti-sentido.

O termo "nucleotideos de ocorréncia natural” refe-
rido aqui inclui deoxirribonucleotideos e ribonucleotideos.
O termo "nucleotideos modificados" referidos aqui inclui nu-
cleotideos com grupos de agucar modificados ou substituidos
e outros. O termo “ligacées de oligonucleotideo” referido
aqui inclui ligagdes de oligonucléotideos tal como fosforo-
tiotato,'fosforoditioato, fosforoselenocato, fosforodiseleno-
ato, fosforoanilotioato, fosforaniladato, fosforoamidato, e

outros. Veja, por exemplo, LaPlanche e outros, Nucl. Acids



10

15

20

25

74

Res. 14:9081 (1986); Stec e outros, J. Am. Chem. Soc.
106:6077(1984) ; Stein e outros, Nucl. Acids Res.,
16:3209(1988) ; Zon e outros, Anti-Cancer Drug Design
6:539(1991); Zon e outros, Oligonucleotides and Analogues: A
Practical Approach, pp. 87-108 (F. Eckstein, Ed., Oxford U-
niversity Press, Oxford England(1991)); Stec e outros, Pa-
tente U.S. No. 5.151.510; Uhlmann ebPeyman, Chemical Revi-
ews, 90:543(1990), as descrigdes das guais desse modo incor-
poradas por referéncia. Um oligonucleotideo pode incluir um
rétulo para deteccdo, se desejado.

Seqgiiéncias "operavelmente ligadas” incluem ambas
as seqiiéncias de controle de expressao que sao contiguas com
o gene de interesse e seqiiéncias de controle de expressao
gue agem em trans ou a uma distancia para controlar o gene
de interesse. O termo "seqiiéncia de controle de expressao”
como empregado aqui se refere as seqiiéncias de polinucleoti-
deo que sdo necessarias para efetuar é expressdo e proces-
sando de seqiiéncias de codificagdo as quais eles estdo liga-
dos. As seqiiéncias de controle de expressao incluem seqiién-
cias de iniciacdo, terminag¢do, promotoras e realcadoras de
transcricdo apropriadas; sinais de processamento de RNA efi-
ciente tal como sinais de unido e poliadenilacdo; seguéncias
que estabilizam o mRNA citopléasmico; seqiiéncias que realg¢am
a eficiéncia de translacdo (isto é, seqgiiéncia de consenso
Kozak); seqliéncias que real¢am a estabilidade de proteina; e
quando desejado, seqiéncias que realcam a secrecgao de prote-
ina. A natureza de tails seqgiiéncias de controle difere de-

pendendo do organismo hospedeiro; em procariotas, tais se-
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giiéncias de controle geralmente incluem promotor, sitio de
ligacdo ribossémica, e seqliéncia de terminacdo de transcri-
cdo; em eucariotas, geralmente, tais seqiiéncias de controle
incluem os promotores e seqiéncia de terminagao de transcri-
cdo. O termo "seqgiiéncias de controle" é pretendido incluir,
a um minimo, todos os componentes cuja presenga é essencial
para expressao e processando,‘e também pode incluir compo-
nentes adicionais cuja presenca ¢é vantajosa, por exemplo,
seqiiéncias condutoras e seqiiéncias de par de fusdo.

O termo "vetor", como empregado aqui, é pretendido
referir-se a uma molécula de &cido nucléico capaz de trans-
portar outro acido nucléico ao qual ela estd ligada. Um ti-
po de vetor é um "plasmideo", que se refere a uma alga de
ADN de filamento duplo circular na qual os segmentos de DNA
adicionais podem ser ligados. Outro tipo de vetor é um ve-
tor viral, onde os segmentos de DNA adicionais podem ser 1i-
gados no génoma viral. Certos vétores sdo capazes de repli-
cacdo auténoma em uma célula hospedeira na qual eles sao in-
troduzidos (por exemplo, vetores bacterianos tendo uma ori-
gem bacteriana de vetores de mamifero epissémicos e de re-
plicacdo). Outros vetores (por exemplo, vetores de mamife-
ros ndo epissédmicos) podem ser integrados no genoma de uma
célula hospedeira sob introdu¢éo na célula hospedeira, e
desse modo sdo replicados junto com o genoma hospedeiro.
Além disso, certos vetores sdo capazes de direcionar a ex-
pressdo de genes aos quais eles estdo operativamente liga-
dos. Tais vetores sdo referidos aqui como "vetores de ex-

pressado recombinante"” (ou simplesmente, "vetores de expres-
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sao") . Em geral, os vetores de expressao de utilidade em
técnicas de DNA recombinante estdo freqgiientemente na forma
de plasmideos. Na presente especificagcdo, "plasmideo" e
"vetor" podem ser empregados alternadamente uma vez que O
plasmideo é a forma mais comumente empregada de vetor. En-
tretanto, a invencdo é pretendida incluir tais outras formas
de vetores de expressdo, tal como vetores virais (por exem-
plo, retrovirus defeituoso de replicacdo, adenovirus e ade-
novirus associado), que exercgam funcdes equivalentes. |

O termo “célula hospedeira recombinante” (ou sim-
plesmente "célula hospedeira"), como empregado aqui, é pre-
tendido se referir a uma célula na qual um vetor de expres-
sio recombinante tenha sido introduzido. Deveria ser enten-
dido que tais termos sdo pretendidos referir ndo somente a
célula objetivo particular, porém a progénie de uma tal cé-
lula. Porque certas modificacdes podem ocorrer em geracdes
sucessivas devido & mutacdo ou influéncias ambientais} tal
progénie ndo pode, na realidade, ser idéntico a célula de
origem, porém ainda é incluida dentro do escopo do termo
“célula hospedeira" como empregado aqui.

O termo "seletivamente hibridizar" referido aqui
significa meios para detectavelmente e especificamente unir.
Os polinucleotideos, oligonucleotideos e fragmentos destes
de acordo com a invencdo, hibridizam para filamentos de aci-
do nucléico sob condicées de lavagem e hibridizagdo que mi-
nimizam as quantidades aprgciéveis de ligagdo detectéavel aos
dcidos nucléicos ndo especificos. "Rigorosidade elevada" ou

condicdes "altamente rigorosas" podem ser empregadas para
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alcancar as condig¢des de hibridizagao seletiva como conheci-
do na técnica e descrito aqui. Um exemplo de "rigorosidade
elevada" ou condicdes "altamente rigorosas" €& um método para
incubar um polinucleotideo com outro polinucleotido, onde um
polinucleotideo pode ser anexado a uma superficie sbélida tal
como uma membrana, em um tampdoc de hibridizacdo de 6X de
SSPE ou SSC, 50% de formamida, 5X de reagente de Denhardt,
0,5% de SDS, 100 pg/ml de DNA de esperma de salmao desnatu-
rado, fragmentado a uma temperatura de hibridizacao dé 42°C
durante 12-16 horas, em seguida lavando-se duas vezes a 55°C

de SDS.

o\

empregando um tampdo de lavagem de 1X de S8sc, 0,5
Também veja, Sambrook e outros, supra, pp. 9,50-9,55.

O termo "percentual da identidade de segiiéncia" no
contexto de seqiiéncias de nucleotideo se refere aos residuos
em duas seqiiéncias que sdo iguais quando alinhados para cor-
respondéncia maxima. O comprimento de comparagao de identi-
dade de seqgiiéncia péde estar acima de uma extensdo de pelo
menos cerca de nove nucleotideos, normalmente pelo menos
cerca de 18 nucleotideos, mais normalmente pelo menos cerca
de 24 nucleotideos, tipicamente pelo menos cerca de 28 nu-
cleotideos, mais tipicamente pelo menos cerca de 32 nucleo-
tideos, e preferivelmente pelo menos cerca de 36, 48 ou mais
nucleotideos. Ha varios algoritmos diferentes conhecidos né
arte que podem ser empregados para medir identidade de se-
qiéncia de nucleotideo. Por exemplo, as seqgiiéncias de poli-
nucleotideo podem ser comparadas empregando FASTA, Gap ou
Bestfit que sao programas em Wisconsin Package Versao 10.3,

Accelrys, San Diego, CA. FASTA, que inclui, por exemplo, Os
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programas FASTA2 e FASTA3, fornecem alinhamentos e percentu-
al de identidade de seqgiiéncia das regides do melhor sobrepo-
sicdo entre as seqiéncias de indagagdo e de pesquisa (Pear-
son, Methods Enzymol., 183: 63-98 (1990); Pearson, Methods
MoI. Biol., 132: 185-219 (2000); Pearson, Methods Enzymol.,
266: 227- 258 (1996); Pearson, J. Mo/. Biol., 276: 71-84
(1998); aqui incorporados por referéncia). A menos que de
outro modo especificado, os pardmetros default para um pro-
grama particular ou algoritmo s&o empregados. Por exemplo,
o percentual de identidade de seqliéncia entre seqgiiéncias de
nucleotideo pode ser determinado empregando FASTA com seﬁs
parametros default (um tamanho de palavra de 6 e o fator
NOPAM para a matriz de classificagdo) ou empregando Gap com
seus pardmetros default quando fornecido em Wisconsin Packa-
ge Versdo 10.3, aqui incorporado por referéncia.

Uma referéncia para uma seqiéncia de nucleotideo
abrange seu cémplemento a menos que de outro modo especifi-
cado. Desse modo, uma referéncia para uma molécula de acido
nucléico que tem uma seqiiéncia particular deveria ser enten-
dida abranger seu filamento complementar, com sua seqliéncia
complementar.

Na técnica de biologia molecular, os pesquisadores
usam os termos "percentual de identidade de sequéncia",
"percentual de similaridade de seqiiéncia” e "percentual de
homologia de seqgiiéncia” alternadamente. Nesta pedido, estes
termos devem ter o mesmo significado com respeito as seqiién-
cias de nucleotideo somente.

O termo "similaridade substancial"™ ou "similarida-
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de de segiiéncia substancial", quando se referindo a um acido
nucléico ou fragmento deste, indica que, quando otimamente
alinhados com insercdes ou delegdes de nucleotideo apropria-
das com outro acido nucléico (ou seu filamento complemen-
tar), h& identidade de seqiiéncia de nucleotideo em pelo me-
nos cerca de 85%, preferivelmente pelo menos cerca de 90%, e
mais preferivelmente pelo menos cerca de 95%, 96%, 97%, 98%
ou 99¢ das bases de nucleotideo, quando medido por qualquer
algoritmo bem conhecido de identidade de seqiiéncia, tal como
FASTA, BALST ou Gap, como descrito acima.

Como aplicado aos polipeptideos, o termo ﬁidenti—
dade substancial" significa que duas seqiiéncias de peptideo,
guando idealmente alinhadas, tal como pelos programas GAP ou
BESTFIT empregando pesos de abertura default, compartilham
pelo menos 75% ou 80% de identidade de seqliiéncia, preferi-
velmente pelo menos 90% ou 95% de identidade de seqiéncia,
ainda méis preferivelmente pelo menos 98% ou 99% de identi-
dade de seqiiéncia. Preferivelmente, as posicdes de residuo
que ndo sdo idénticas diferem por substituicdes de aminoaci-
do conservadoras. Uma "substituicdo de aminoacido conserva-
dora" é uma na qual um residuo de aminodcido é substituido
por outro residuo de aminoacido que tem uma cadeia lateral
(grupo R) com propriedades quimicas similares‘(por exemplo,
carga ou hidrofobicidade) . Em geral, uma substituicdoc de
aminoadcido conservadora substancialmente ndo alterara as
propriedades funcionais de uma proteina. Em casos onde duas
ou mais seqiiéncias de aminodcido diferem uma da outra por

substituicdes conservadoras, o percentual de identidade de
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seqgiiéncia ou grau de similaridade pode ser ajustado para ci-
ma para corrigir quanto & natureza conservadora da substitu-
icdo. Os meios de fazer este ajuste sdo bem conhecidos por
aqueles de experiéncia na técnica. Veja, por exemplo, Pear-
son, Methods Mol. Biol., 24: 307-31 (1994), aqui incorporado
por referéncia. Os exemplos de grupos de aminoacidos que
tém cadeias laterais com propriedades quimicas similares in-
cluem 1) cadeias laterais alifé&ticas: glicina, alanina, va-
lina, leucina e isoleucina; 2) cadeias laterais de hidroxila
alifatica: serina e treonina; 3) cadeias laterais contendo
amida: asparagina e glutamina; 4) correntes léterais aroma-
ticas: fenilalanina, tirosina, e triptofan; 5) correntes la-
terais basicas: lisina, arginina, e histidina; e 65 cadeias
laterais contendo enxofre sdo cisteina e metionina. Os gru-
pos de substituig¢do de aminodcidos conservadores preferidos
sio: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisi-
né—arginina, alanina-valina, glutamato-aspartato, e aspara-
gina-glutamina.

Alternativamente, uma substituig¢do conservadora ¢
qualquer alteragdo que tem um valor positivo na matriz de
probabilidade de log PAM250 descrita em Gonnet e outros,
Science, 256: 1443-45 (1992), aqui incorporado por referén-
cia. Uma substituicgao "moderadamente_cdnservadora" é qual-
quer alteracdo que tem um valor ndo negativo na matriz de
probabilidade de log PAM250.

A similaridade de seqgiiéncia para polipeptideos ¢
tipicamente medida empregando software de anadlise de seqién-

cia. O software de andlise de proteina compara seqiiéncias
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similares empregando medig¢des de simiiaridade designadas pa-
ra varias substituicdes, delecdes e outras modificagdes, in-
cluindo substituicdes de aminodcido conservadoras. Por e-
xemplo, GCG contém programas tal como "Gap" e "Bestfit" que
podem ser empregados com pardmetros default para determinar
a homologia de segiiéncia ou identidade de sequUéncia entre os
polipeptideos intimamente relacionados, tal como polipepti-
deos homdélogos de espécies diferentes de organismos ou entre
uma proteina tipo silvestre é uma muteina desta. Veja, por
exemplo, Wisconsin package Versdo 10.3. As seqliéncias de
polipeptideo também podem ser comparadés empregando FASTA
empregando pardmetros default ou recomendados, um programa
Wisconsin package Versdo 10.3. FASTA (por exémplo, FASTAZ e
FAST A3) fornece alinhamentos e percentual de identidade de
seqiiéncia das regides de melhor sobreposigdo entre as se-
qiéncias de indagacdo e de pesquisa (Pearson (1990) ; Pearson
(2000)). Outro algoritmo preferido quando comparando uma se-
gliéncia da invengdo a um banco de dados que contém um numero
grande de seqiiéncias de organismos diferentes é o programa
de computador BLAST, especialmente blastp ou tblastn, empre-
gando os‘parémetros default. Veja, por exemplo, Altschul e
outros, J. MoI. Biol. 215: 403-410 (1990); Altschul e ou-
tros, Nucleic Acids Res. 25:3389e402 (1997); aqui incorpora-
do por referéncia.

O comprimento de seqiiéncias de polipeptideo compa-
radas com homologia geralmente serd pelo menos cerca de 16
residuos de aminoacido, normalmente pelo menos cerca de 20

residuos, mais normalmente pelo menos cerca de 24 residuos,



10

15

20

25

82

tipicamente pelo menos cerca dé 28 residuos, e mais preferi-
velmente de cerca de 35 residuos. Ao procurar um banco de
dados que contém seqiiéncias de um numero grande de organis-
mos diferentes, é preferivel comparar seqiiéncias de aminoa-
cido.

Como empregado aqui, os termos "rétulo" ou "rotu-
lado" se referem a incorporacdo de outra molécula no anti-
COorpo. Fm uma modalidade, o rétulo é um marcador detectéa-
vel, por exemplo, incdrporagéo de um aminodcido radiorrotu-
lado ou ligacdo a um polipeptideo de fracdes de biotinila
gque podem ser detectadas por avidina marcada (por exemplo,

estreptavidina que contém um marcador fluorescente ou ativi-

‘dade enzimdtica que pode ser detectada através de métodos

bpticos ou colorimétricos). Em outra modalidade, o rdétulo
ou marcador pode ser terapéutico, por exemplo, uma toxina ou
droga conjugada. Os varios métodos de rotulagéoAde polipep-
tideos e glicoproteinas s&do conhecidos na técnica e podem
ser empregados. Os exemplos de rétulos para polipeptideos
incluem, porém ndo estdo limitados aos seguintes: radioisé-
topos ou radionuclideos (por exemplo, 3H, 14C, 1%L 358, 90Y,
P, lin, 1259, 1317y, rétulos fluorescentes (por exemplo,
FITC, rodamina, fésforos de lantanideo), rétulos enzimdti-
cos {(por exemplo, rébéno picante peroxidase, B-
galactosidase, luciferase, alcalina fosfatase), marcadores
quimioluminescentes, grupos de biotinila, epitopos de poli-
peptideo predeterminado reconhecido por um repérter secunda-
rio (por exemplo, seqgiiéncias de par de ziper de leucina, si-

tios de ligacdo para anticorpos secunddrios, dominios de li-
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gacdo de metal, rdétulos de epitopo), agentes magnéticos, tal
como quelados de gadolinio, toxinas tal como toxina de co-
queluxe, taxol, citocalasina B, gramicidina D, brometo de
etidio, emetina, mitomicina, etoposideo, tenoposideo, vin-
cristina, vinblastina, colquicina, doxorubicina, daunorubi-
cina, diona de antracina de diidréxi, mitoxantrona, mitrami-
cina, actinomicina D, l-deidrotestosterona, glicocorticdide,
procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, e puromicina e
andlogos ou homélogos destes. Em algumas modalidades, os
rétulos sdo fixos por bracos espacadores de varios compri-

mentos para reduzir o impedimento estérico potencial.
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REIVINDICACOES

1. Combinacdo de um anticorpo monoclonal anti-
MAdCAM ou porc¢do de ligagdo de antigeno deste, CARACTERIZADO
pelo fato de ser com um agente antifibrético.

2. Combinacdo, de acordo com a reivindicagédo 1,
CARACTERIZADA pelo fato de que o agente antifibrético é um
inibidor de caspase.

3. Combinacdo, de acordo com a reivindicacéo 2,
CARACTERIZADA pelo fato de que o inibidor de caspase é um

composto de férmula I:

COR?
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i — B
SRR
0 o

Férmula I
Onde A é um aminoacido natural ou ndo natural de

Férmula IIa-i:
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B é um &tomo de hidrogénio, um atomo de deutério,
alquila, cicloalquila, fenila, fenila substituida, naftila,
naftila substituida, 2-benzoxazolila, 2-oxazolila substitui-
da, (CHy)s-cicloalquila, (CHz),-fenila, (CH,) n- (fenila substi-
tuida), (CHy),—-(1 ou 2-naftila), (CHy)p=( 1 ou 2-naftila
substituida), (CH,),-(heteroarila), (CH3) n— (heterocarila subs-
tituida), halometila, CO,R'?, CONR"R', CH,ZR*,
CH,OCO (arila), CH,OCO (heteroarila), ou CHOPO(R')R'", onde Z

& um atomo de enxofre ou oxigénio, ou B é um grupo de Formu-

la IITIa-c:
H,
C<o 0 R20. Cyo
R20 X R21
Ri A Y Rz Ny
| - z
Rt ' o. 13 Y
R . e}
lita b . e

R' é alquila, cicloalquila, (cicloalquila)alquila,
fenila, fenila substituida, fenilalquila, fenilalquila subs-
tituida, naftila, naftila substituida, (1 ou 2 nafti-
la)alquila, (1 ou 2 naftila)alquila substituida, heteroari-
la, heteroarila substituida, (heteroarila)alquila, (heteroa-
rila)alquila substituida, R'™(R™)N, ou R¥°0; e

R? & hidrogénio, alquila inferior, cicloalqﬁila,
(cicloalquila)alquila, fenila, fenila substituida, fenilal-
quila, fenilalgquila substituida, naftila, naftila substitui-
da, (1 ou 2 naftila)alquila, ou (1 ou 2-naftila)alquila
substituida;

E onde:

R!® e R sdo independentemente hidrogénio, alqui-
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la, cicloalquila, (cicloalquila)alquila, fenila, fenila
substituida, fenilalquila, fenilalquila substituida, nafti-
la, naftila substituida, (1 ou 2-naftila)alquila, (1 ou 2-
naftila)alquila substituida, heterocarila, heteroarila subs-
tituida, (heterocarila)alquila, ou (heteroarila)alquila subs-
tituida, com a condicdo de que R"™ e R néo'possam ambos ser
hidrogénio;

R!® ¢ alquila, cicloalquila, (cicloalquila)alquila,
fenila, fenila substituida, fenilalquila, fenilalquila subs-
tituida, naftila, naftila substituida, (1 ou 2-
naftila)algquila, (1 ou 2-naftila)alquila substituida, hete-
roarila, heterocarila substituida, (heteroarila)alguila, ou
(heteroarila)alquila substituida;

R® é& Ci.¢ algquila, cicloalquila, fenila, fenila

substituida, (CHz) nNH3, (CH,) NHCOR?, (CH,) oN (C=NH) NH,,
(CHz) nCO2R?, (CHz) nOR?, (CHp) nSR'?, (CHp) pcicloalquila,
(CH,) nfenila, (CHz)n(fenila substituida), (CH)n (1 ou 2-

naftila) ou (CthAhéteroarila), onde heteroarila inclui pi-
ridila, tienila, furila, tiazolila, imidazolila, -pirazolila,
isoxazolila, pirazinila, pirimidila, triazinila, tetrazoli-
la, e indolila;

R3® & hidrogénio ou metila, ou R® e R*® considerados
juntos sdo - (CHz)q- onde d & um numero inteiro de 2 a 6;

R & fenila, fenila substituida, (CHz)nfenila,
(CH,)n(fenila substituida), cicloalquila, ou cicloalquila de
benzo-fundido;

R° ¢ hidrogénio, alquila inferior, cicloalquila,

fenila, fenila substituida, (CH,) pcicloalquila, (CHz)afenila,

\ —
SN



5

10

15

25

(CHy)n(fenila substituida), ou (CHy)n(1 ou 2-naftila):

R® é hidrogénio, fluor, oxo, alquila inferior, ci-
cloalquila, fenila, fenila substituida, naftila,
(CH,),cicloalquila, (CHz)nfenila, (CHy)n(fenila substituida),
(CHz)n(1 ou 2-naftila), ORY, SR', ou NHCOR’;

R’ & hidrogénio, oxo (isto & =0), alquila inferi-
or, cicloalquila, fenila, fenila substituida, naftila,
(CH,) ncicloalquila, (CHz)gpfenila, (CH;), (fenila substituida),

ou (CHy)a(l ou 2-naftila);

R® é alquila inferior, cicloalquila,
(CH,).cicloalquila, (CHz)afenila, (CH,)n(fenila substituida),
(CHz)n (1 ou 2 - naftila), ou COR®;

R®> ¢é hidrogénio, algquila inferior, cicloalquila;
fenila, fenila substituida, naftila, (CHy) pcicloalquila,
(CHs) nfenila, (CHy)n(fenila substituida), (CHy)n(1 ou 2-
naftila), OR'?, ou NRVRY™;

R® & hidrogénio, alquila inferior, cicloalquila,
fenila, fenila substituida, naftila, (CHy) ncicloalquila,
(CH,).fenila, (CH»)n(fenila substituida), ou (CHz)a(l ou 2-
naftila);

R & alquila inferior, cicloalquila, fenila, feni—
la substituida, naftila, (CHz)npcicloalquila, (CHy)pfenila,
(CH,) n(fenila substituida), ou (CHz)a(l ou 2-naftila);

R12 é algquila inferior, cicloalquila,
(CH,)ncicloalquila, (CHz)nfenila, (CHy)p(fenila substituida),
ou (CH»)a(1l ou 2 - naftila):;

R}® ¢é hidrogénio, alquila inferior, cicloalquila,

fenila, fenila substituida, naftila, naftila substituido,

r—y
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(CHp) pcicloalquila, (CHz)qfenila, (CH,) s (fenila substituida),
ou (CHy),(1 ou 2-naftila);

R!¥ & hidrogénio ou alguila inferior; ou

R} e R' considerado junto formam um anel de cinco
a sete membros de carbociclico ou heterociclico, tal como
morfolina, ou piperazina N-substituida;

R!® & fenila, fenila substituida, naftila, naftila
substituida, heterocarila, (CH,),fenila, (CHz)n(fenila substi-
tuida), (CHz),(1l ou 2-naftila), ou (CH;) o (heteroarila);

R'® ou RY sdo independentemente alquila inferior,
cicloalquila, fenila, fenila substituida, naftila, fenilal-
quila, fenilalquila substituida, ou (cicloalquila)alquila;

R!® e R'? sdo independentemente hidrogénio, alqui-
la, fenila, fenila substituida, (CH,)nfenila, (CHz)n(fenila
substituida), ou R'® ¢ R!? considerados juntos sdo -(CH=CH):-;

R?® ¢ hidrogénio, alquila, fenila, fenila substitu-
ida, (CHjz)nfenila, (CHz)n(fenila substituida) ;

R?!, R*? e R? sao independentemente hidrogénio, ou
alquila;

X é CHy, (CHz),, (CHz)s, ou S;

Y! ¢ 0 ou NR?;

Y? & CHp, O, ou NR*;

aé0oulebéllou?2, desde que quando a for 1
entdo b seja 1;

c é 1 ou 2, desde que quando ¢ for 1 entdo a seja
0 e b seja 1;

mé 1l ou 2; e

nél, 2, 3, ou 4;
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ou um sal farmaceuticamente aceitével destes.

4. Combinacdo, de acordo com a reivindicacdo 3,
CARACTERIZADA pelo fato de que o composto de férmula I é se-
lecionado do seguinte grupo de compostos:

acido (38)-3-[N-(N'~-(2-Fluor-4-
lodofenil)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2',3"',5",6"'~
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido (3S)-3-[N-(N'-(2-
Clorofenil)Oxamil)Valinil]Amino—S—(2',3',5',6'—
Tetrafluorfenédxi)-4-Oxopentandico;

acido (3S)-3-[N-(N'-(2-
Bromofenil)Oxamil)Valinil]Amino—S—(2',3‘,5',6'—
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido (3S) -3—-[N-(N'-(2-
Fluorfenil)Oxamil)Valinil]Amino—S—(2‘,3',5',6'—
Tetrafluorfenéxi)-4-Oxopentandico;

acido (3S) -3-[N-(N'-(2-
Trifluormetilfenil)Oxamil)Valinil]Amino-5-(2',3',5",6"'-
Tetrafluorfenéxi)-4-Oxopentandico;

acido (3S)-3-[N-(N'-(1-Antril)Oxamil) vVali-
nil]Amino—5—(2‘,3',5’,6'—Tetrafluorfenéxi)—4—Oxopentanéico;

acido (38)-3-[N-(N'-(2-texc-
Butilfenil)Oxamil)Alaninil]Amino—S—(2',3',5',6’—
Tetrafluorfenéxi)-4-Oxopentandico;

acido (3S) -3-[N-(N'"-(2-
Trifluormetilfenil)Oxamil)Alaninil]Amino—S—(2',3',5',6’—
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;

acido ' (38)-3-[N-(N'-(2,6-
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Difluorfenil)Oxamil)Alaninil]Amino-5-(2',3',5"',6"'-
Tetrafluorfendxi)-4-Oxopentandico;
acido (3S)-3-[N=-(N'"-(1-

Naftila)Oxamil)Alaninil]Amino-5-(2',3’,5"',6"'-

- Tetrafluorfenéxi)-4-Oxopentandico;

acido (3S)-3-[N-(N"-(4-
Metoxifenil)Oxamil)Alaninil]Amino-5-(2',3',5',6'-
Tetrafluorfenoxi)-4-Oxopentandico;

acido (38)-3-[N-(N'-(2-
Trifluormetilfenil)Oxamil)Valinil]Amino-4-Oxobutandico;

acido ' (38)-3-[N-(N'-(2-terc-
Butilmetilfenil)Oxamil)Valinil]Amino-4-Oxobutandico;

ééido | (35)=3-[N-(N"-(2-
Benzilfenil)Oxamil)Valinil]Amino-4-Oxobutandico;

acido (38)-3-[N-(N'—-(2-
Fenilfenil)Oxamil)Valinil]Amino—4—Oxobutanéico.

5. Combinacdo, de acordo com quaisquer das reivin-
dicacdes anteriores, CARACTERIZADA pelo fato de que o anti-
corpo anti-MAdCAM ou porgdo de ligagao de antigeno deste é
um anticorpo monoclonal humano ou porgdo de ligacao de anti-
geno.

6. Combinacdo, de acordo com a reivindicagdo 35,
CARACTERIZADA pelo fato de que 5 anticorpo ou porgdo possui
pelo menos uma das seguintes propriedades:

(a) se liga as células humanas;

(b) tem uma seletividade para MAdCAM sob VCAM ou

fibronectina de pelo menos 100 vezes;

(c) se liga a MAdCAM humana com um Kd de 3 x 10710
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M ou menos; ou

(d) inibe a ligacdo de células de expressdo de agfy
a MAdCAM humana.

(e) inibe a convocacdo de linfécitos para tecido
linféide gastrointestinal.

7. Combinacdo, de acordo com quaisquer das reivin-
dicacdes 5 ou 6, CARACTERIZADA pelo fato de que o referido
anticorpo ou porcdo de ligacdo de antigeno inibe a ligacao
de MAdCAM humana a ouPs, € onde o anticorpo ou porgdo de li-
gagéo de antigeno destes tem pelo menos uma das propriedades
seguintes:

(a) competicdo cruzada com um anticorpo de refe-
réncia para ligagdo a MAdCAM;

(b) competicdo com um anticorpo de referéncia para
ligagéo a MAJCAM;

(c) ligacdo ao mesmo epitopo de MAdCAM como um an-
ticorpo de referéncia;

(d) ligacdo & MAJCAM com substancialmente o mesmo
Kg como um anticorpo de referéncia;

(e) ligacdo a MAdCAM com substancialmente a mesma
taxa como um anticorpo de referéncia;

onde o anticorpo de referéncia é selecionado do
grupo consistindo em: anticorpo ménoclonal 1.7.2, anticorpo
monoclonal 1.8.2, anticorpo monoclonal 6.14.2, anticorpo mo-
noclonal 6.22.2, anticorpo monoclonal 6.34.2, anticorpo mo-
noclonal 6.67.1, anticorpo monoclonal 6,73,2, anticorpo mo-
noclonal 6.77.1, anticorpo monoclonal 7.16.6, anticorpo mo-

noclonal 7.20.5, anticorpo monoclonal 7.26.4, anticorpo mo-
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noclonal 9.8.2, anticorpo monoclonal 6.22.2-mod, anticorpo
monoclonal 6.34.2-mod, anticorpo monoclonal 6.67.1-mod, an-
ticorpo monoclonal 6.77.1-mod e anticorpo monoclonal 7.26.4-
mod.

8. Combinacdo, de acordo com quaisquer das rei-
vindicacdes 5 a 7, CARACTERIZADA pelo fato de que o anticor-
po monoclonal ou uma porgdo de ligacéo de antigeno deste é
selecionado dos seguintes anticorpos:

(a) a cadeia pesada compreende as seqiéncias de
aminodcido CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia pesada de um anticor-
po de referéncia selecionado do grupo consistindo em 1.7.2,
1.8.2, 6.14.2, 6.22.2, 6.34.2, 6.67.1, 6.73.2, 6.77.1,
7.16.6 7.20.5, 7.26.4, 9.8.2, 6.22.2-mod, 6.34.2-mod,
6.67.1-mod, 6.77.1-mod e 7.26.4-mod

(b) a cadeia leve compreende as seqﬁéncias de ami-
noadcido CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia leve de um anticorpo de
referéncia selecionado do grupo consistindo em 1.7.2, 1.8.2,
6.14.2, 6.22.2, 6.34.2, 6.67.1, 6.73.2, 6.77.1, 7.16.6,
7.20.5, 7.26.4, 9.8.2, 6.22.2-mod, 6.34.2-mod, 6.67.1-mod,
6.77.1-mod e 7.26.4-mod

(c) o anticorpo compreende uma cadeia pesada de
(a) e uma cadeia leve de (b), e

(d) o anticorpo de (c) onde as seqiéncias de ami-
noacido CDR de cadeia pesada e cadeia leve sdo selecionadas
do mesmo anticorpo de referéncia.

9. Combinacdo, de acordo com quaisquer reivindica-
cdes 2 a 4, CARACTERIZADA pelo fato de ser de um anticorpo

de integrina anti-o4B7 ou porcdo de ligagdo de antigeno des-
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te com um inibidor de caspase.

10. Uso da combinacdo, conforme definida em quais-
quer das reivindicagdes anteriores, CARACTERIZADO pelo fato
de ser para fabricacdo de um medicamento para o tratamento
de fibrose hepéatica.

11. Uso, de acordo com a reivindicacdo 10,
CARACTERIZADO pelo fato de que a fibrose hepatica é fibrose
hepatica associada a Hepatite C, doenca do figado alcodlica
ou esteatoepatite ndo alcodlica.

12. Composicdo farmacéutica da combinacgéao, confor-
me definida em qualquer das reivindicagées 1 a 9,
CARACTERIZADA pelo fato de ser com excipiente ou veiculo

farmaceuticamente aceitavel.
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RESUMO

“COMBINACAO DE ANTICORPO ANTI-MADCAM E INIBIDOR DE
CASPASE ANTIFIBROTICA PARA TRATAR FIBROSE HEPATICA”

A invencdo se refere a uma combinagdo de um anti-
corpo anti-MAdCAM com agente antifibrético, tal como um ini-
bidor de protease, preferivelmente um inibidor de caspase.
A invencdo também se refere a composigdes farmacéuticas com-
preendendo a combinagdo da invengdo, e o uso da combinagdo

para o tratamento de fibrose hepatica.
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