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Titel: Nieuwe MAdCAM-antilichamen

De uitvinding heeft betrekking op een verbeterd humaan antilichaam

specifick voor Mucosaal addressin celadhesiemolecuul (MAdCAM).

Mucosaal addressin celadhesiemolecuul (MAdCAM) is een lid van de
immunoglobulinesuperfamilie van celadhesiereceptoren. Het is één van de ad-
hesiemoleculen betrokken in de werving van lymfocyten naar weefsels indien
nodig, door middel van interactie met een integrinemolecuul op de oppervlakte

van de lymfocyten.

Het is aangetoond dat antilichamen die binding van MAdCAM aan zijn
integrinebindingspartner, a4B7, inhiberen, bijvoorbeeld anti-MAdCAM-
antilichamen (b.v. MECA-367; US 65,403,919, US 5,538,724) of anti-a487 —
antilichamen (b.v. Act-1; US 6,651,593 of gechumaniseerd Act-1, ook MLINO2
genoemd, beschreven in in WO 01/78779), leukocytextravasatie in ontstoken
ingewanden kunnen inhiberen, en kunnen daarom voordelig zijn in de behan-

deling van inflammatory bowel disease.

Anti-MAdCAM-antilichamen zoals MECA-367, echter, zijn niet thera-
peutisch bruikbaar in humane patiénten; MECA-367 bindt muis MAdACAM, en
toont niet veel affiniteit voor het humane MAdCAM-molecuul. Daarbij, een
ratantilichaam zijnde, zal het leiden tot een immuunrespons in humané pati-
enten en daarom niet geschikt zijn voor therapeutisch gebruik. Muis monoklo-
nale antilichamen, gericht tegen humaan MAdCAM zijn beschreven (WO
96/24673), maar deze zijn waarschijnlijk ook immunogeen in mensen. Recente-
lijk, zijn therapeutisch bruikbare, geheel humane anti-humane MAdCAM-
antilichamen met uitstekende specificiteit en affiniteit voor humaan en pri-
maat MAdCAM ontwikkeld en beschreven in WO2005/067620.
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Het is bekend dat zelfs geheel humane antilichamen nog steeds tot een
immuunrepons in sommige patiénten kunnen leiden, welke waarschijnlijk ver-
oorzaakt wordt door sequenties in de variabele regio van het antilichaam. De
antilichamen van de onderhavige uitvinding zijn modificaties van de humane
anti-MAdCAM-lichamen beschreven in W02005/067620, welke waarschijnlijk
zelfs minder geneigd zullen zijn tot enige immunogeniciteitproblemen in hu-

mane patiénten.

Aspecten van de uitvinding

Eén aspect van de uitvinding is een monoklonaal antilichaam dat spe-

cifiek MAdCAM bindt, omvattende de variabele regio van de zware keten van
6.22.2-mod_V (SEQ ID NO:2).

Een ander aspect van de uitvinding is een monoklonaal antilichaam
dat specifick MAACAM bindt, omvattende de variabele regio van de lichte ke-
ten van 6.34.2-mod_SSQ, 6.34.2-mod_QT of 6.34.2-mod_SSQ,QT (SEQ ID NOs:
8, 10,12).

Een ander aspect van de uitvinding is een monoklonaal antilichaam
dat specifick MAdCAM bindt, omvattende de variabele regio van de lichte ke-
ten van 6.67.1-mod_Y, 6.67.1-mod_TAP, of 6.671.1-mod_Y, TAP (SEQ ID NOs:
16, 18, 20). , |

Een ander aspect van de uitvinding is een monoklonaal antilichaam
dat specifieck MAdCAM bindt, omvattende de variabele regio van de zware ke-
ten van 6.77.1-mod_AS (SEQ ID NO: 22).
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3
Een ander aspect van de uitvinding is een monoklonaal antilichaam

dat specifiek MAACAM bindt, omvattende de variabele regio van de lichte ke-
ten van 7.16.6_V, 7.16.6_S of 7.16.6_VS (SEQ ID NOs: 30, 32, 34).

Een ander aspect van de uitvinding is een monoklonaal antilichaam
dat specifieck MAACAM bindt, omvattende de variabele regio van de zware ke-
ten van 7.16.6_L (SEQ ID NO: 28).

Een ander aspect van de uitvinding is een monoklonaal antilichaam
dat specifieck MAACAM bindt, omvattende de variabele regio de lichte keten
van 7.16.6_V, 7.16.6_S of 7.16.6_VS (SEQ ID NOs: 30, 32, 34) en de variabele
regio van de zware keten van 7.16.6_L (SEQ ID NO: 28).

Een ander aspect van de uitvinding is een monoklonaal antilichaam
dat specifiek MAdCAM bindt, omvattende de variabele regio van de zware ke-
ten van 9.8.2_AARGAYH,D (SEQ ID NO: 36).

Een ander aspect van de uitvinding is een monoklonaal antilichaam
dat specifiek MAACAM bindt, omvattende de variabele regio van de lichte ke-
ten van 9.8.2-mod (SEQ ID NO: 38).

Een ander aspect van de uitvinding is een monoklonaal antilichaam
dat specifiek MAACAM bindt, waarin het antilichaam wordt geselecteerd uit
de groep bestaande uit: .

(a) een antilichaam omvattende de variabele regio's gecodeerd door de nu-

cleinezuursequenties uiteengezet in SEQ ID NO: 1 en SEQ ID NO: 3;

(b) een antilichaam omvattende de variabele regio's gecodeerd door de nu-
cleinezuursequenties uiteengezet in SEQ ID NO: 5 en SEQ ID NOs: 7, 9 of 11;
() een antilichaam omvattende de variabele regio's gecodeerd door de nu-

cleinezuursequenties uiteengezet in SEQ ID NO: 13 en SEQ ID NOs: 15, 17 of
19;
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4
(d een antilichaam omvattende de variabele regio's gecodeerd door de nu-

cleinezuursequenties uiteengezet in SEQ ID NO: 21 en SEQ ID NO: 23;

(e) een antilichaam omvattende de variabele regio's gecodeerd door de nu-
cleinezuursequenties uiteengezet in SEQ ID NOs: 25 of 27 en SEQ ID NOs: 29,
31 of 33; of

® een antih’chaaxﬁ omvattende de variabele regio's gecodeerd door de nu-
cleinezuursequenties uiteengezet in SEQ ID NO: 35 en SEQ ID NO: 37.

Een ander aspect van de uitvinding is een monoklonaal antilichaam
dat specifick MAdCAM bindt, waarin het antilichaam geselecteerd wordt uit
de groep bestaande uit:

(a) een antilichaam omvattende de variabele regio's van de aminozuurse-
quenties uiteengezet in SEQ ID NO: 2 en SEQ ID NO: 4, zonder de signaalse-
quenties;

() een antilichaam omvattende de variabele regio's van de aminozuurse-
quenties uiteengezet in SEQ ID NO: 6 en SEQ ID NOs: 8, 10 of 12, zonder de
signaalsequenties; |
(c) een antilichaam omvattende de variabele regio's van de aminozuurse-
quenties uiteengezet in SEQ ID NO: 14 en SEQ ID NOs: 16, 18 of 20, zonder
de signaalsequenties;

(d) een antilichaam omvattende de variabele regio's van de aminozuurse-
quenties uiteengezet in SEQ ID NO: 22 en SEQ ID NO: 24, zonder de signaal-
sequenties; '

(e) een antilichaam omvattende de variabele regio's van de aminozuurse-
quenties uiteengezet in SEQ ID NOs: 26 of 28 en SEQ ID NOs: 30, 32 of 34,-
zonder de signaalsequenties; of
'§3) een antilichaam omvattende de variabele regio's van de aminozuurse-
quenties uiteengezet in SEQ ID NO: 36 en SEQ ID NO: 38, zonder de signaal-

sequenties.

Een ander aspect van de uitvinding is een monoklonaal antilichaam of

antigeenbindend gedeelte daarvan, waarin genoemd antilichaam omvat:
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(a) een zware keten van aminozuursequentie SEQ ID NO: 2 en de Lichte

keten aminozuursequentie SEQ ID NO: 4, zonder de signaalsequenties.

) een zware keten van aminozuursequentie van SEQ ID NO: 6 en de
lichte keten aminozuursequentie SEQ ID NOs: 8, 10 of 12, zonder de signaal-
sequenties.

© een zware keten van aminozuursequentie van SEQ ID NO: 14 en de
lichte keten aminozuursequentie SEQ ID NOs: 16, 18 of 20, zonder de signaal-
sequenties.

(d) een zware keten van aminozuursequentie SEQ ID NO: 22 en de lichte
keten aminozuursequentie SEQ ID NO: 24, zonder de signaalsequenties;

(e) een zware keten van aminozuursequentie SEQ ID NOs: 26 of 28 14 en
de lichte ketenAaminozuursequentie SEQ ID NOs: 30, 32 of 34, zonder de sig:

naalsequenties.
® een zware keten van aminozuursequentie van SEQ ID NO: 36 en de

lichte keten aminozuursequentie SEQ ID NO: 38, zonder de signaalsequenties.

Een ander aspect van de uitvinding is een humaan monoklonaal antili-
chaam van de uitvinding, waarin het zware keten C-terminale lysine is ge-

kliefd.

Een ander aspect van de uitvinding is een humaan monoklonaal antili-
chaam van de uitvinding, welke een IgGz-isotype is. Een verder aspect van de
uitvinding is een humaan monoklonaal antilichaam van de uitvinding, welke
een IgGy-type is. Een verder aspect van de uitvinding is een humaan monoklo-
naal antilichaam van de uitvinding welke een x lichte keten omvat. Een vefder
agpect van de uitvinding is een humaan monoklonaal antilichaam van de uit-
vinding welke een A lichte keten omvat. Een geprefereerd aspect van de uit-
vinding is een humaan monoklonaal antilichaam van de uitvinding welke een

IgGs-isotype is met k lichte keten.

Een ander aspect van de uitvinding is een vector omvattende één van

de sequenties van de variabele regio's van SEQ ID NOs: 1, 7, 9, 11, 15, 17, 19,
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21, 27, 29, 31, 33, 35 of 37 of één van &e sequenties coderende voor de variabele
regio's van SEQ ID NOs: 2, 8, 10, 12, 16, 18, 20, 22, 28, 30, 32, 34, 36 of 38. Een
verder aspect van de nitvinding is een gastheercel omvattende één van de se-
quenties van de variabele regio's van SEQ ID NOs: 1, 7, 9, 11, 15, 17, 19, 21,
27, 29, 31, 33, 35 of 37, of één van de sequenties coderende voor de variabele
regio's van SEQ ID NOs: 2, 8, 10, 12, 16, 18, 20, 22, 28, 30, 32, 34, 36 of 38. De
gastheercel kan een bacterie zijn zoals E. Coli, een gist zoals Saccharomyces
cerevisiae of Pichia pistoris, een plantencel, een insectencel of een zoogdiercel.

Meer geprefereerd, is de gastheercel een zoogdiercel. Meest geprefereerd is de

-gastheercel een CHO-cel of NS0O-cel.

Een ander aspect van de uitvinding is een werkwijze voor het produce-
ren van het antilichaam van de uitvinding, omvattende kweken van een gast-
heercel omvattende een van de sequenties van de variabele regio's van SEQ
ID NOs: 1, 7,9, 11, 15, 17, 19, 21, 27, 29, 31, 33, 35 of 37 of een van de sequen-
ties coderende voor de variabele regio's van SEQ ID NOs: 2, 8, 10, 12, 16, 18,
20, 22, 28, 30, 32, 34, 36 of 38, onder condities waarin het antilichaam tot ex-
pressie wordt gebracht en het terugwinnen van het antilichaam uit de gast-

heercel of zijn kweek supernatant.

Een ander aspect van de uitvinding is een transgeen dier of een trans-
gene plant, omvattende één van de sequenties van de variabele regio's van
SEQ ID NOs: 1, 7, 9, 11, 15, 17, 19, 21, 27, 29, 31, 33, 35 of 37, of een van de
sequenties coderende voor de variabele regio's van SEQ ID NOs: 2, 8, 10, 12,
16, 18, 20, 22, 28, 30, 32, 34, 36 of 38.

Eén aspect van de uitvinding is de toepassing van de antilichamen van
de uitvinding of een antigeenbindend gedeelte daarvan voor toepassing als een

medicament. Een ander aspect van de uitvinding is de toepassing van de anti-
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lichamen van de uitvinding of een antigeenbindend gedeelte daarvan voor de
vervaardiging van een medicament voor de behandeling van condities die
MAdCAM-gemedieerde adhesie van leukocyten met zich meebrengen. Een an-
der aspect van de uitvinding is de toepassing van de antilichamen van de uit-
vinding of een antigeenbindend gedeelte daarvan voor de behandeling van in-
flammatoire condities, zoals maar niet beperkt tot inflammatoire ziekten van
het gasto-intestinale kanaal omvattende inflammatory bowel diesease zoals de
ziekte van Crohn, ulceratieve colitis; divertikelziekte, gastritis, leverziekte, -
primaire sclerose, scleroserende cholangitis. Inflammatoire ziekten omvatten
ook maar zijn niet beperkt tot abdominale ziekte (inclusief peritonitis, appen-
dicitis, biliaire gangziekte), acute transverse myelitis, allergische dermatitis
(inclusief allergische huid, allergisch eczeem, huidatopie, atopisch eczeem,
atopisch dermatitis, cutane ontsteking, inflammatoir eczeem, inflammatoire
dermatitis, vlooienhuid, miliaire dermatitis, miliair eczeem, huisstofmijthuid),
ankyloserende spondylitis (Reiters-syndroom), astma, luchtwegontsteking,
atherosclerose, arteriosclerose, biliaire atresie, blaasontsteking, borstkanker,
cardiovasculaire ontsteking (inclusief vasculitis, rheumatoide nagelvouwin-
farcten, beenulcera, polymyositis, chronische vasculaire ontsteking, pericardi-
tis, chronische obstructieve pulmonaire ziekte), pancreatitis, inclusief chroni-
sche pancreatitis, perineurale ontsteking, coeliaci, colitis (inclusief amoebe co-
litis, infectieve colitis, bacteriéle colitis, Crohn's colitis, ischemie colitis, ulcera-
tieve colitis, idiopathische proctocolitis, inflammatory bowel disease, psgudo-
mebraneuze colitis), chloroma, collageen vasculaire ziekten (rheumatoide artri-
tis, SLE, progressieve systemische sclerose, gemengde bindweefselziekte, dia-
betes mellitus), ziekte van Crohn (regionale enteritis, granulomateuze ileitis,
ileocolitis, spijsverteringssysteemontsteking), demyeliserende ziekte (inclusief
myelitis, multipele sclerose, disseminerende sclerose, acute disseminerende
encafalomyelitis, perivenezue dimyelisatie, vitamine B12-deficiéntie, Guillain-

Barre-syndroom, MS-geassocieerd retrovirus), dermatomyositis, diverticulitis,
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emfyseen, exudatieve diarree, immunogecompromiteerde patiénten, gastritis,
granulomateuze hepatitis, granulomateuze ontsteking, cholecystitis, insuline-
afhankelijke diabetes mellitus, leVerbntstekingsziekten (leverfibrose inclusief
maar niet bepert tot Hepatitis C-geinduceerde leverschade, alcoholische lever-
ziekte, non-alcoholisch steatohepatitis (NASH); primaire biliaire cirrhose, he-
patitis, scleroserende cholangitis), longontsteking (idiopathische pulmonaire
fibrose, eosinofiele granulomen van de long, pulmonaire histiocytosis X, peri-
bronchiolaire ontsteking, acute bronchitis), lymfogranuloomvenereum, maligne
melancom, mond/tandziekte (inclusief gingivitis, periodontale ziekte), metasta-
tische kankers, mucositis, spierskeletsystemische ontsteking (myositis), non-
alcoholische steatohepatitis (nonalcoholische vette leverziekte), oculaire & or-
bitale ontsteking (inclusief uveitis, optische neuritis, perifere rheumatoide ul-
ceratie, perifere corneale ontsteking), osteoartritis, osteomyelitis, faryngeale
ontsteking, polyartritis, proctitis, psoriasis, stralingsverwonding, sarcoidosis,
sikkelcelnecropatie, oppervlakkige thromboflebitis, systemische inflammatoire
responssyndroom, thyroiditis, systemische lupus erythematosus, tropische
spruuw, graft-versus-host-ziekte, acute verbrandingsverwonding, Behget-

syndroom, Sjérgen-syndroom, baarmoederafwijkingen zoals endometriose,

dysmenorrhea of bekkenontstekingsziekte. Bij voorkeur, worden de antilicha-

men van de uitvinding gebruikt voor de behandeling van inflammatory bowel
disease zoals de ziekte van Crohn en ulceratieve colitis, graft-versus-host-
ziekte, leverfibrose, uveitis. Zelfs meer bij voorkeur, worden de antilichamen
van de uitvinding gebruikt voor de behandeling van inflammatory bowel disea-

se.

Een ander aspect van de uitvinding is een werkwijze voor behandeling
van een conditie zoals boven vermeld, omvattende toediening aan een patiént
die zo'n behandeling nodig heeft een therapeutisch effectieve hoeveelheid van

een antilichaam van de uitvinding.
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Een ander aspect van de uitvinding is een farmaceutische samenstel-
ling omvattende een antilichaam van de uitvinding of een antigeenbindend

gedeelte daarvan en een farmaceutisch acceptabele drager of excipiént.

Gedetailleerde beschrijving van de uitvinding

Een nucleinezuurmolecuul coderende de gehele zware keten van een
anti-MAdCAM-antilichaam van de uitvinding kan worden geconstrueerd door
het fuseren van een nucleinezuurmolecuul coderende voor het gehele variabele
domein van een zware keten of een antigeenbindend domein daarvan met een
constant domein van een zware keten. Vergelijkbaar, kan een nucleinezuurmo-
lecuul coderende voor de lichte keten van een anti-MAdCAM-antilichaam wor-
den geconstrueerd door het fuseren van een nucleinezuurmolecuul coderende
voor het variabele domein van een lichte keten of een antigeenbindend domein
daarvan met een constant domein van een lichte keten. Nucleinezuurmolecu-
len coderende voor de VH- en VL-regio's kunnen worden geconverteerd tot ge-
hele-lengte antilichaamgenen door ze te voegen in expressievectoren die al
voor zware keten constante en lichte keten constante regio's coderen, respec-
tievelijk, zodat het VH-segment operatief wordt verbonden aan de zware keten
constante regio (CH)-segment(en) binnen de vector en het VL-segment opera-
tief wordt verbonden aan het lichte keten constante regio (CL)-segment binnen
de vector. Alternatief, worden de nucleinezure moleculen die coderen voor de
VH- of VL-ketens geconverteerd in gehele-lengte antilichaamgenen door ver-
binding, bijvoorbeeld, ligering, van het nucleinezuurmolecuul coderende voor
een VH-keten aan een nucleinezuurmolecuul coderende voor een CH-keten
gebruikmakende van standaard moleculaire biologische technieken. Hetzelfde
kan worden bereikt door gebruik te maken van nucleinezuurmoleculen die co-

deren voor VL- en CL-ketens. De sequenties van humane zware en lichte keten
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constante regiogenen zijn bekend in dé kunst. Zie, bijvoorbeeld, Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5 Ed., NIH publ. no. 91-
3242 (1991). Nucleinezuurmoleculen coderende voor de gehele-lengte zware
en/of lichte ketens kunnen dan tot expressie worden gebracht uit een cel waar-

in ze zijn geintroduceerd en het anti-MAdCAM-antilichaam worden geisoleerd.

Een nucleinezuurmolecuul coderende voor ofwel de zware keten van
een anti-MAdCAM-antilichaam van de uitvinding of een antigeenbindend ge-
deelte daarvan, of de lichte keten van een anti-MAdCAM-antilichaam van de
uitvinding of een antigeenbindend gedeelte daarvan kunnen worden bereid,
bijvoorbeeld, door het synthetiseren van geschikte nucleinezuren gebruikma-
kende van de sequentie-informatie hierin verschaft, en ze te splicen tezamen
met de gewenste constante regio's van immunoglobulinegenen. De vakman zal

zich welbewust zijn van de geschikte werkwijzen.

De nucleinezuurmoleculen kunnen worden toegepast om recombinant
gréte hoeveelheden van anti-MAdCAM-antilichamen tot expressie te brengen,
zoals beneden beschreven. De nucleinezuurmoleculen kunnen ook worden toe-
gepast om chimere antilichamen, enkel-ketenantilichamen, immunoadhesinen,
dialichamen, gemuteerde antilichamen en antilichaamderivaten te produce-
ren, zoals verder beneden beschreven Als de nucleinezuurmoleculen zijn ver-
kregen van een niet-humaan, nontransgeen dier, kunnen de nucleinezuurmo-
leculen worden toegepast voor antilichaamhumanisatie, zoals ook beneden be-

schreven.

De uitvinding verschaft vectoren omvattende de nucleinezuurmolecu-
len van de uitvinding die coderen voor de zware keten van het antigeenbin-
dende gedeelte daarvan. De uitvinding verschaft ook vectoren omvattende de

nucleinezuurmoleculen van de witvinding die voor de lichte keten of antigeen-
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bindend gedeelte daarvan coderen. De uitvinding verschaft ook vectoren om-
vattende nucleinezuurmoleculen coderende voor fusieproteinen, gemodificeer-

de antilichamen, antilichaamfragmenten en probes daarvan.

Om de antilichamen, of antilichaamgedeelten toegepast in de uitvin-
ding, tot uitdrukking te brengen, worden DNA's coderende voor gedeeltelijk of
gehele-lengte lichte en zware ketens, verkregen zoals boven beschreven, ge-
voegd in expressievectoren zodat de genen operatief worden verbonden aan
transcriptionele en translationele controlesequenties. Expressievectoren om-
vatten plasmiden, retrovirussen, adenovirussen, adeno-geassocieerde virussen
(AAV), plantvirussen zoals bloemkoolmozaiekvirus, tabakmozaiekvirus, cos-
miden, YAC's, EBV-gederiveerde episomen, en dergelijke. Het antilichaamgen
wordt geligeerd in een vector zodat transcriptionele en translationele controle-
sequenties binnen de vector hun bedoelde functie dienen van regulering van de
transcriptie en translatie van het antilichaamgen. De expressievector en ex-
pressie controlesequenties worden gekozen om verenigbaar te zijn met de toe-
gepaste expressie gastheercel. Het antilichaam lichte keten gen en het antili-
chaam zware keten gen kunnen worden gevoegd in een afzonderlijke vector. In
een geprefereerde uitvoeringsvorm, worden beide genen gevoegd in dezelfde
expressievector. De antilichaamgenen worden gevoegd in de expressievector
door standaard werkwijzen (b.v., ligatie van complementaire restrictiegebieden
op het antilichaam genfragment en vector, of stomp einde ligatie als geen re-

strictieplaatsen aanwezig zijn).

Een geschikte vector is een die codeert voor een functioneel volledige
humane CH- of CL-immunoglobulinesequentie, met passende restrictiegebie-
den zo geconstrueerd dat een VH- of VL-sequentie gemakkelijk kan worden
ingevoegd en tot expressie worden gebracht, zoals boven beschreven. In zulke

vectoren, treedt splicing meestal op tussen het splice-donorgebied in de inge-
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voegde J-regio en het splice acceptorgebied voorafgaande aan de humane C-
regio, en ook bij de splice-regio's die voorkomen binnen de humane CH-exonen.
Polyadenylatie- en transcriptieterminatie treden op bij natieve chromosomale
gebieden stroomafwaarts van de coderende regio's. De recombinante expres-
sievector kan ook coderen voor een signaalpeptide die uitscheiding van de anti-

lichaamketen uit een gastheercel faciliteert.

Het antilichaam keten gen kan worden gekloneerd in de vector zodat
het signaalpeptide in-frame wordt verbonden aan het aminouiteinde van het
antilichaam keten gen. Het signaalpeptide kan een immunoglobuline signaal-
peptide of een heteroloog signaalpeptide zijn (d.w.z., een signaalpeptide van

een niet-immunoglobuline-eiwit).

In aanvulling op de antilichaam keten genen, dragen de recombinante
expressievectqren van de uitvinding regulatoire sequenties die de.expressie
van de antilichaam keten genen in een gastheercel controleren. Het zal worden
begrepen door diegenen geoefend in de kunst, dat het ontwerp van de expres-
sievector, inclusief de selectie van regulatoire sequenties af zal kunnen hangen
van zulke factoren zoals de keuze van de gastheercel om te transformeren, het
niveau van expressie van het gewenste eiwit, etc. Geprefereerde regulatoire
sequenties voor een zoogdier gastheercel expressie omvatten virale elementen
die hoge niveaus van eiwitexpressie in zoogdiercellen geven, zoals promotors
en/of enhancers verkregen van retrovirale LTR's, cytomegalovirus (CMV) (zo-
als de CMV-promotr/enhancer), Simian-virus 40 (SV40) (zoals de SV40-
promotor/enhancer), adenovirus (b.v. de adenovirus major late promotor (Ad-
MLP)), polyoma en sterke zoogdierpromotors zoals natieve immunoglobuline-
en actinepromotors. Voor verdere beschrijving van virale regulatoire elemen-
ten, en sequenties daarvan, zie b.v. U.S. octrooi nrs. 5,168,062, 4,510,245 en

4,968,615, elk waarvan hierbij door referentie wordt opgenomen. Werkwijzen
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voor expressie van antilichamen in planten, omvattende een beschrijving van
promotors en vectors, zowel als transformatie van planten zijn bekend in de

kunst. Zie, b.v. Verenigde Staten octrooi 6,517,529. Werkwijzen van expressie
van polypeptiden in bacteriéle cellen of fungale cellen, b.v. gistcellen, zijn ook

goed bekend in de kunst.

In toevoeging op de antilichaam keten genen en regulatoire sequenties,
kunnen de recombinante expressievectoren toegepast in de uitvinding additio-
nele sequenties dragen, zoals sequenties die replicatie van de vector in gast-
heercellen reguleren (b.v. corsprongen van replicatie) en selecteerbaar mar-
kergenen. Het selecteerbare markergen faciliteert selectie van gastheercellen
waarin de vector is geintroduceerd (zie, b.v., V.S. octrooi nrs. 4,399,216,
4,634,665 en 5,179,017). Bijvoorbeeld, verleent het selecteerbare markergen
typisch resistentie tegen medicijnen, zoals G418, hygromycine of methotr-
exaat, aan een gastheercel waarin de vector geintroduceerd is. Geprefereerde
selecteerbare markergenen omvatten het dihydrofolaatreductase-(DHFR)-gen
(voor toepassing in dhrf -gastheercellen met methotrexaat-selectie/amplifi-

catie) en het neogen (voor G418-selectie), en het glutamaatsynthetasegen.

Nucleinezuurmoleculen coderende voor de zware keten of een anti-
geenbindend gedeeite daarvan en/of de lichte keten of een antigeenbindend
gedeelte daarvan of een anti-MAdCAM-antilichaam, en vectoren die deze nu-
cleinezuurmoleculen omvatten, kunnen worden toegepast voor transformatie
van geschikte zoogdier-, plant- , bacterie- of gistgastheercel. Transformatie kan
door elke bekende werkwijze voor introduceren van polynucleotiden in een
gastheercel. Werkwijzen voor introductie van heterologe polynucleotiden in
zoogdiercellen zijn goed bekend in de kunst en omvattende dextran-
gemedieerde transfectie, calciumfosfaatprecipitatie, polybreen-gemedieerde

transfectie, protoplastfusie, elektroporatie, inkapseling van de polynucleoti-
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de(n) in liposomen, biolistische injectie en direct microinjectie van het DNA in

- nuclei. Daarbij, kunnen nucleinezuurmoleculen worden geintroduceerd in

zoogdiercellen door virale vectoren. Werkwijzen om cellen te transformeren
zijn goed bekend in de kunst. Zie, b.v., V.S. octrooi nrs. 4,399,216, 4,912,040,
4,740,461 en 4,9595,455 (welke octrooien hierbij hierin zijn opgenomen door
verwijzing). Werkwijzen voor transformatie van plantencellen zijn goed bekend
in de kunst, omvattende, b.v., Agrobacterium-gemedieerde transformatie, bio-
listische transformatie, directe injecte, elektroporatie en virale transformatie.
Werkwijzen voor transformeren van bacteriéle en gistcellen zijn ook goed be-

kend in de kunst.

Zoogdiercellijnen beschikbaar als gastheren voor expressie zijn goed
bekend in de kunst en omvatten vele geimmortaliseerde cellijnen beschikbaar
uit de American Type Culture Collection (ATCC). Deze omvatten, onder ande-
re, Chinese hamsterovarium(CHO)-cellen, NSO-, SP2-cellen, HEK-293T-cellen,
NIH-3T3-cellen, HeLa-cellen, baby hamster nier(BHK)-cellen, apen niercellen
(COS), humane hepatocellulaire carcinomacellen (b.v., Hep G2), A549-cellen,
3T3-cellen en een aantal andere cellijnen. Zoogdiergastheercellen omvatten
humane, muizen-, ratten-, honden-, apen-, varken-, geiten-, runder-, paarden-
en hamstercellen. Cellijnen van specifieke voorkeur worden geselecteerd door
vast te stellen welke cellijnen hoge expressieniveaus hebben. Andere cellijnen
die kunnen worden toegepast zijn insectencellijnen, zoals Sf3-cellen, amfibie-
cellen, bacteriéle oelien, plantencellen en fungale cellen. Wanneer recombinan-
te expressiefactoren coderen voor de zware keten of antigeenbindend gedeelte
daarvan, worden de lichte keten en/of antigeenbindend gedeelte daarvan gein-
troduceerd in zoogdiergastheercellen, worden antilichamen geproduceerd door
de gastheercellen te kweken gedurende een tijdsperiode voldoende om expres-
sie van het antilichaam in de gastheercellen toe te staan, of, meer bij voorkeur,

secretie van het antilichaam in het kweekmedium in welke de gastheercellen
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worden opgekweekt. Antilichamen kunnen worden verkregen uit het kweek-
medium gebruikmakend van standaard eiwitzuiveringswerkwijzen. Planten-
gastheercellen omvatten, bijvoorbeeld, Nicotiana, Arabidopsis, eendekroos,
mais, tarwe, aardappel, etc. Bacteriéle gastheercellen omvatten E. Coli- eh
Streptomyces-soorten. Gistgastheercellen omvatten Schizosaccharomyces pom-

be, Saccharomyces cerevisiae en Pichia pastoris.

Verder, kan expressie van antilichamen toegepast in de uitvinding (of
andere eenheden daarvan)van productiecellijnen worden verhoogd, een aantal
bekende technieken toepassende. Bijvoorbeeld, is het glutaminesynthetase-
genexpressiesysteem (het GS-systeem) een bekende benadering om expressie
onder bepaalde condities te verhogen. Het GS-systeem wordt geheel of gedeel-
telijk besproken in samenhang met Europese patent nrs. 0 216 846, 0 256 055,
0 338 841 en 0 323 997.

Het is waarschijnlijk dat antilichamen tot expressie gebracht door ver-
schillende cellijnen of in transgene dieren verschillende glycosylatie van elkaar
zullen hebben. Echter, alle antilichamen gecodeerd door de nucleinezuurmole-
culen hierin verschaft, of omvattende de aminozuursequenties hierin verschaft
zijn deel van de huidige uitvinding, onafhankelijk van de glycosylatie van de
antilichamen. Transgene niet-humane dieren en transgene planten omvatten-
de een of meer nucleinezuurmoleculen hierboven beschreven, kunnen worden
toegepast om antilichamen toegepast in de uitvinding te produceren. Antili-
chamen kunnen worden geproduceerd in en verkregen uit weefsel of lichaams-
vloeistoffen, zoals melk, bloed of urine, van geiten, koeien, paarden, varkens,
ratten, muizen, konijnen, hamsters of andere zoogdieren. Zie, b.v. V.S. patent
nrs. 5,827,690, 5,756,687, 5,750,172 en 5,741,957. Zoals hierboven beschreven,
kunnen niet-humane transgene dieren die humane immunoglobuline loci om-

vatten worden geimmuniseerd met MAdACAM of een gedeelte daarvan. Werk-
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wijzen voor het maken van antilichamen in planten worden beschreven, b.v.,

in V.S. octrooien 6,046,037 en 5,959,177, hierin door referentie opgenomen.

Niet-humane transgene dieren en transgene planten worden geprodu-
ceerd door een of meer nucleinezuurmoleculen toegepast in de uitvinding te
introduceren in het dier of de plant door standaard transgene technieken. Zie
Hogan, hierboven. De transgene cellen toegepast voor het maken van het
transgene dier kunnen embryonale stamcellen zijn, somatische cellen of gefer-
tiliseerde eicellen. De transgene niet-humane organismen kunnen chimeer,
niet-chimere heterozygoten, en niet-chimere homozygoten zijn. Zie, b.v., Hogan
e.a., Manipulating the Mouse Embryo : A Laboratory Manual 2de ed. Cold
Spring Harbor Press (1999); Jackson et al., Mouse Genetics an Transgenics: A
Practical Approach, Oxford University Press (2000); en Pinkert, Transgenic
Animal Technology: A Laboratory Handbook, Academic Press (1999). De
transgene niet-humane organismen kunnen een targeted disruptie en vervan-
ging hebben die codeert voor een zware keten en/of een lichte keten van inte-
resse. De transgene dieren of planten kunnen omvatten en tot uitdrukking
brengen nucleinezuurmoleculen die coderen voor zware en lichte ketens, die
combineren om specifick aan MAdACAM te binden, bij voorkeur humaan MAd-
CAM. De transgene dieren of planten kunnen nucleinezuurmoleculen omvat-
ten coderende voor een gemodificeerd antilichaam zoals een enkele ketenanti-
lichaam, een chimeer antilichaam of een gehumaniseerd antilichaam. De anti-
MAdCAM-antilichamen kunnen worden gemaakt in een transgeen dier. De |
niet-humane dieren omvatten muizen, ratten, schapen, varkens, geiten, rund-
vee of paarden. Het niet-humane transgene dier brengt genoemde gecodeerde
polypeptiden tot uitdrukking in bloed, melk, urine, speeksel, tranen, slijm en

andere lichaamsvloeistoffen.
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Behandeling kan toediening ‘van een of meer inhibitoire anti-
MAdCAM-monoklonale antilichamen van de uitvinding, of antigeenbindende
fragmenten daarvan, alleen of met een farmaceutisch aanvaardbare drager.
Inhibitoire anti-MAdCAM-antilichamen en samenstelling deze omvattende,
kunnen worden toegediend in combinatie met een of meer andere therapeuti-
sche, diagnostische of profylactische agentia. Zulke additionele agentia kunnen
worden omvat in dezelfde samenstelling of afzonderlijk toegediend. Additionele
therapeutische agentia omvatten anti-inflammatoire of immuunmodulerende
agentia. Deze agentia omvatten, maar zjn niet beperkt tot, de topicale en ora-
le corticosteroiden, zoals prednisolon, methylprednisolon, NCX-1015 of budes-
onide; de aminocalicylaten zoals mesalazine, olsalazine, balsalazide of NCX-
456; de klasse van immunomodulatoren zoals azathioprine, 6-mercaptopurine,
methotrexaat, cyclosporine, FK5086, IL-10 (Ilodecakin), IL-11 (Oprelevkin), IL-
12, MIF/CD74-antagonisten, CD40-antagonisten, zoals TNX-100/5-D12,
OX40L-antagonisten, GM-CSF, pimecrolimus of rapamycine; de klasse van
anti-TNFa-agentia zoals infliximab, adalimumab, CDP-870, onercept, etaner-
cept; de klasse van anti-inflammatoire agentia, zoals PDE-4-inhibitoren (rof-
lumilast, etc), TACE-inhibitoren (DPC-333, RDP-58, etc.) en ICE-inhibitoren
(VX-740, etc.) zowel als IL-2-receptorantagonisten, zoals daclizumab, de klasse
van selectieve adhesiemolecuulantagonisten, zoals natalizumab, MLN-02 of
alicaforsen, klassen van analgentische agentia, zoals, maar niet beperkt tot,
COX-2-inhibitoren, zoals rofecoxib, valdecoxib, delecoxib, P/Q-type voltagege-
voelige kanaal(026)-madulatoren, zoals gabapentin en pregabalin, NK-1-
receptorantagonisten, cannabinoidreceptormodulatoren, en delta-
opioidreceptorantagonisten, zoals als antineoplastische, antitumor, anti-
angiogenechemotherapeutische agentia, of antifibrotische agentia omvattende
maar niet beperkt tot protease-inhibitoren, bij voorkeur caspase-inhibitoren,
meer geprefereerd is de caspaseOinhibitor een verbinding van formule 1.

De verbinding van formule I
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waarin A, B, R1 en R2 zijn zoals beneden beschreven.

waarin

A een natuurlijk of onnatuurlijk aminozuur van formule Ila-i is:
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B is een waterstofatoom, een deuteriumatoom, alkyl, cycloalkyl, fenyl, ge-
substitueerd fenyl, naftyl, gesubstitueerd naftyl, 2-benzo-oxazolyl, gesubsti-
tueerd 2-oxazolyl, (CHz)n-cycloalkyl, (CH2)a-fenyl, (CHz2)n-(gesubstitueerd fe-
nyl), (CHz2)n-(1- of 2-naftyl), (CHz)a-(gesubstitueerd 1- of 2-naftyl), (CHz)a-
(heteroaryl), (CH2)n-(gesubstitueerd heteroaryl), halomethyl, CO2R12,
CONR13R!4, CH2ZR15 , CH20CO(aryl), CH20CO(heteroaryl) of
CH:OPOR)R 17, waar Z een zuurstof- of een zwavelatoom is, of B is een

groep van de formule IIla-c:

. 30
H, C~o §_H:
3o 0 C~
= R
Y2
R® (o] R19 o
ia itb e

R! is alkyl, cycloalkyl, (cycloalkylalkyl, fenyl, gesubstitueerd fenyl, fenylalkyl,
gesubstitueerd fenylalkyl, naftyl, gesubstitueerd naftyl, (1- of 2-naftyl)alkyl,
gesubstitueerd (1- of 2-naftyl)alkyl, heteroaryl, gesubstitueerd heteroaryl, (he-
teroarylalkyl, gesubstitueerd (heteroarylalkyl, R13(R1*)N of R1<O, en R?is
waterstof, lager alkyl, cycloalkyl, (cyloalkyl)alkyl, fenyl, gesubstitueerd fenyl,
fenylalkyl, gesubstitueerd fehylalkyl, naftyl, gesubstitueerd naftyl, (1- of 2-
naftyl)alkyl of gesubstitueerd (1- of 2-naftyl)alkyl;

en waarin:
R!a en R!Y zijn onafhankelijk waterstof, alkyl, cycloalkyl, (cycloalkyl)alkyl, fe-
nyl, gesubstitueerd fenyl, fenylalkyl, gesubstitueerd fenylalkyl, naftyl, gesub-
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stitueerd naftyl, (1- of 2-naftyl)alkyl, gesubstitueerd (1- of 2-naftyl)alkyl, hete-
roaryl, gesubstitueerd heteroaryl, (heteroaryl)alkyl of gesubstitueerd (heteroa-
ryl)alkyl, met het voorbehoud dat R12 en R1? niet beide waterstof kunnen zijn;
Rl is alkyl, cycloalkyl, (cycloalkyl)alkyl, fenyl, gesubstitueerd fenyl, fenylalkyl,
gesubstitueerd fenylalkyl, naftyl, gesubstitueerd naftyl, (1- of 2-naftyl)alkyl,
gesubstitueerd (1- of 2-naftyl)alkyl, heteroaryl, gesubstitueerd heteroaryl, (he-
teroaryl)alkyl, of gesubstitueerd (heteroaryl)alkyl;

R3is Cl-Cs-alkyl, cylcoalkyl, fenyl, gesubstitueerd fenyl, (CHz)nNHp,
(CH2)NHCORS?, (CHz2)x:N(C=NH)NH2, (CH2)»CO:2R2, (CH2)mOR1?, (CHz2 )mSR11,
(CH2)cycloalkyl, (CHa)nfenyl, (CHz)n-(gesubstitueerd fenyl), (CHz)n-(1- of 2-
naftyl) of (CHz)a-(heteroaryl), waarin heteroaryl pyridyl, thiényl, furyl, thiazo-
lyl, imidazolyl, pyrazolyl, isoxazolyl, pyrazinyl, pyrimidyl, triazinyl, tetrazolyl
en indonyl omvat;

R3a is waterstof of methyl, of R3 en R32 zijn samengenomen -(CHz)q4- waarin d
een geheel getal is van 2 tot 6;

R 4 fenyl, gesubstitueerd fenyl (CH2)m fenyl, (CH2)m (gesubstitueerd fenyl), cy-
cloalkyl of benzogefuseerd cycloalkyl is;

R 5 waterstof, lager alkyl, cycloalkyl, fenyl, gesubstitueerd fenyl,
(CHa)ncycloalkyl, (CHz)afenyl, (CHz)n(gesubstitueerd fenyl) of (CHz)n(1- of 2-
naftyl) is; ’

R ¢ waterstof, fluorine, oxo, lager alkyl, cycloalkyl, fenyl, gesubstitueerd fenyl,
naftyl, (CHg)ncycloalkyl, (CHz)nfenyl, (CH2)n (gesubstitueerd fenyl), (CH2)n(1- of
2-naftyl), OR 19, SR 11 of NHCOR 9 is; o
R7 is waterstof, oxo (b.v. =0), lager alkyl, cycloalkyl, fenyl, gesubstitueerd fe-
nyl, naftyl, (CHz)ncycloalkyl, (CHa)nfenyl, (CHz)n(gesubstitueerd fenyl of
(CHz)n(1- of 2-naftyl);

R 8 is lager alkyl, cycloalkyl, (CHz)acycloalkyl, (CHz2)nfenyl,
(CHz)a(gesubstitueerd fenyl), (CH2)a(1-of 2-naftyl of COR?;
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R9 is waterstof, lager alkyl, cycloalkyl, fenyl, gesubstitueerd fenyl, naftyl
(CHa)acycloalkyl, (CHz)afenyl, (CHz)n(gesubstitueerd fenyl), (CHz)u(1- of 2-
naftyl), OR12, of NRI3R14;

R 10 waterstof, lager alkyl, cycloalkyl, fenyl, gesubstitueerd fenyl, naftyl,
(CHa)acycloalkyl, (CHz)afenyl, (CHz)n(gesubstitueerd fenyl) of (CHz)n(1- of 2-
naftyl) is;

R 1 Jager alkyl, cycloalkyl, fenyl, gesubsitueerd fenyl, naftyl, (CHz)scycloalkyl,
(CHz)nfenyl, (CHaz)n(gesubstitueerd fenyl) of (CHz)a(1- of 2-naftyl) is;

R 12 is lager alkyl, cycloalkyl, (CHz)ncycloalkyl, (CHz)nfenyl,
(CHz)a(gesubstitueerd fenyl) of (CHz2)n(1- of 2-naftyl );

R 13 waterstof, lager alkyl, cycloalkyl, fenyl, gesubstitueerd fenyl, naftyl, ge-
substitueerd naftyl, (CH2)ncycloalkyl, (CHz)nfenyl, (CHz)n(gesubstitueerd fenyl)
of (CHz2)n(1- of 2-naftyl) is;

R 4 is waterstof of lager alkyl; of

R 13 en R 14 vormen samengenomen een vijf- tot zevenledig carbocyclische of
heterocyclische ring, zoals morfoline of N-gesubstitueerd pipearzine;

R 15 jg fenyl, gesubstitueerd fenyl, naftyl, gesubstitueerd naftyl, heteroaryl,
(CHg)ufenyl, (CHz)n(gesubstitueerd fenyl), (CHz2)a(1- of 2-naftyl of
(CHa)n(heteroaryl;

R 16 of R 17 zijn onafhankelijk lager alkyl, cycloalkyl, fenyl, gesubstitueerd fe-
nyl, naftyl, fenylalkyl, gesubstitueerd fenylalkyl of (cycloalkyl)alkyl;

R 18 en R 12 zijn onafbankelijk waterstof, alkyl, fenyl, gesubstitueerd fenyl
(CHz)afenyl, (CHz)n(gesubstitueerd fenyl) of R 18 en R 19 samengenomen - '
(CH=CH)2-;

R 20 ig waterstof, alkyl, fenyl, gesubstitueerd fenyl, (CHz)nfenyl,
(CH2)n(gesubstitueerd fenyl);

R 2L R 22 en R 23 zijn onafhankelijk waterstof of alkyl;

X is CHz, (CHz)2, (CH2)3 of S;

Y tis O of NR23;
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Y 2i1s CHg, O, of NR23;
ais 0 of 1enb is 1 of 2, onder voorbehoud dat wanneer a 1is dan b 1 is;
cis 1 of 2, onder voorbehoud dat wanneercl1isdana Oisenb 1 is;
mis 1of 2;en
nis 1, 2, 3 of 4;
of een farmaceutisch aanvaardbaar zout daarvan.

Zoals hierin toegepast, betekent de term "alkyl" een rechte of vertakte
C1 tot Cio koolstofketen, zoals methyl, ethyl, tert-butyl, isopropyl, n-octyl en
dergelijke. De term "lager alkyl” betekent een rechte keten of vertakte C; tot
Cs koolstofketen zoals methyl, ethyl, iso-propyl, en dergelijke.

Afhankelijk van de keuze van oplosmiddel en andere condities bekend
aan de vakman, kunnen deze verbindingen ook de ketale af acetale vorm aan-
nemen, en de toepassing van deze vormen in de combinatie van de uitvinding

is omvat in de uitvinding.

Deze verbindingen kunnen worden bereid zoals beschreven in WO
00/01666 of in US 6,544,951, hierin door referentie in hun geheel opgenomen.
Geprefereerde subsgroepen zijn deze zoals opgenoemd in US 6,544,051.

Geprefereerd zijn verbindingen geselecteerd uit:
(3S-3-[N-N"-)2-fluor-4-iodofenyl)oxamyl)valinyl}Jamino-5-(2', 3', 5',6'-
tetraﬂuorfenoxy)-tt-oxopantanoéenzimr;

(39)- 3-[N-(N'-(2-chloorfenyl)oxamy)valinyljamino-5-(2',3',5',6'-
tetrafluorfenoxy)-4-oxopentanoé€enzuur;
(3S)-3-[N-(N'-(2-broomfenyl)oxamy)valinylJamino-5(2',3',5',6-'tetrafluorfenoxy)-
4-oxopentanoéenzuur;
(39)-3-[N-(N'-(2-flucrfenyl)oxamy)valinyl]amino-5-(2',3',5',6'"-tetrafluorfenoxy)-

4-oxopentanoéenzuur;
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(3S)-3-[N-(N'-(2-trifluormethylfenyl)oxamy)valinylJamino-5-(2',3',5',6'-
tetrafluorfenoxy)-4-oxopentanoéenzuur;
(35)-3-[N-(N'-(1-anthryl)oxamy)valinyljJamino-5-(2',3',5',6'-tetrafluorfenoxy)-4-
oxopentanoéenzuur;
(3S)-3-[N-N'-(2-tert-butylfenyl)oxamyl)alaninylJamino-5-(2',3',5',6-
tetrafluorfenoxy)-4-oxopentanoéenzuur;
(3S)-3-[N-(N'-(2-trifluormethylfenyl)oxamyl)alaninyl]amino-5-(2',3',5',6'-
tetrafluorfenoxy)-4-oxopentanoéenzuur;
(39)-3-[N-(N'-(2,6-difluorfenyl)oxamyl)alaninyl]amino-5-(2',3',5',6'"-
tetrafluorfenoxy)-4-oxopentanoéenzuur; ‘
(35)-3-[N-N'-(1-naftyl)oxamyl)alaninylJamino-5(3',3',5',6'-tetrafluorfenoxy)-4-
oxopentanoéenzuur,
(3S)-3-[N-(N-'(4-methoxyfenyl)axamyl)alaninyl]jamino-5-(2',3',5',6'-
tetrafluorfenoxy)-4-oxopentanoéenzuur;
(3S)-3-[N-(N'-(2-trifluormethylfenyl)oxamyl)valinyl]amino-4-
oxobutanoéenzuur;
(3S)-3-[N-(N'-(2-tert-butylmethylfenyhoxamyl)valinyl]amino-4-
oxobutanoéenzuur;
(39)-3-[N-(N'-(2-benzylfenyl)oxamyl)valinylJamino-4-oxobutanoéenzuur;
(3S)-3-[N-(N'-(2-fenylfenyl)oxamyl)valinyl]Jamino-4-oxobutanoéenzuur.l

Meest geprefereerd, is de verbinding (3S)-3-[N-N'-(2-tert-
butylfenyl)oxamyl)alaninyl]Jamino-5-(2',3',5',6'-tetrafluorfenoxy)-4-

oxopentanoéenzuur.

Zoals hierin toegepast, betekent "farmaceutisch acceptabele drager"
alle oplosmiddelen, dispersiemedia, coatings, antibacteriéle en antifungale
agentia, isotone en absorptieverhogende of - vertragende agentia, en dergelijke

die fysiologisch compatibel zijn. Enige voorbeelden van farmaceutisch accepta-
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bele dragers zijn water, zoutoplossing, fosfaatgebufferde zoutoplossing, ace-
taatbuffer met natriumchloride, dextrose, glycerol, polyethyleenglycol, ethanol
en dergelijke, zowel als combinaties daarvan. In vele gevallen, zal het geprefe-
reerd zi)n isotone agentia in de samenstelling op te nemen, bijvoorbeeld, sui-
kers, polyalcoholen zoals mannitol, sorbitol, of natriumchloride. Additionele
voorbeelden van farmaceutisch acceptabele stoffen zijn surfactantia, bevochti-
gingsmiddelen of kleine hoeveelheden van hulpstoffen zoals bevochtings- of
emulgerende agentia, conserveermiddelen of buffers, welke het plantleven of

effectiviteit van het antilichaam verhogen.

De samenstellingen toegepast in deze uitvinding kunnen in een ver-
scheidenheid aan vormen zijn, bijvoorbeeld, vloeibaar, halfvast en vaste dose-
ringsvormen, zoals vloeibare oplossingen (b.v., injecteerbare en infuseerbare
oplossingen), dispersies of suspensies, tabletten, pillen, gevriesdroogde koek,
droge poeders, liposomen en zetpillen. De geprefereerde vorm hangt af van de
bedoelde wijze van toediening en therapeutische applicatie. Typisch geprefe-
reerde samenstellingen zijn in de vorm van injecteerbare of infuseerbare op-
lossingen, zoals samenstellingen vergelijkbaar aan deze toegepast voor passie-
ve immunisatie van mensen. De geprefereerde wijze van toediening is parente-
raal (b.v., intraveneus, subcutaan, interperitoneaal, intramusculair, intrader-
maal). In een voorkeursuitvoering, wordt het antilichaam toegediend door in-
traveneuze infusie of injectie. In een andere voorkeursuitvoering, wordt het
antilichaam toegediend door intramusculaire, intradermale of subcutane injec-
tie. Indien gewenst, kan het antilichaam worden toegediend door toepassing

van een pomp, klisma, zetpil, of inwendig reservoir of iets dergelijks.

Therapeutische samenstellingen moeten typisch steriel zijn en stabiel
onder de omstandigheden van vervaardiging en opslag. De samenstelling kan

worden geformuleerd als een oplossing, gevriesdroogde cake, droog poeder, mi-
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cro-emulsie, dispersie, liposoom, of andere bestelde structuur geschikt voor
hoge medicijnconcentratie. Steriele injecteerbare oplossingen kunnen worden
bereid door het anti-MAdCAM-antilichaam op te nemen in de benodigde hoe-
veelheid in een geschikt oplosmiddel met één of een combinatie van ingredién-
ten hierboven opgesomd, zoals benodigd, gevolgd door sterilisatie. In het geval
van steriele poeders voor de bereiding van steriele injecteerbare oplossingen,
zijn de geprefereerde werkwijzen van bereiding vacuiimdroging en vriesdro-
ging dat een poeder van het actieve ingrediént opbrengt met een additioneel
gewenst ingrediént van een voorafgaand steriele oplossing daarvan. In het al-
gemeen, worden dispersies bereid door de actieve verbinding op te nemen in
een steriel vehikel dat een basisch dispersiemedium omvat en de benodigde
andere ingrediénten van deze hierboven opgesomd. De gewenste eigenschap-
pen van een oplossing kunnen worden behouden, bijvoorbeeld, door de toepas-
sing van surfactanten en de benodigde partikelgrootte in het geval van disper-
sie door de toepassing van surfactanteﬁ, fosfolipiden en polymeren. Verlengde
absorptie van injecteerbare samenstellingen kunnen worden bewerkstelligd
door in de samenstelling een agens op te nemen dat absorptie vertraagt, bij-

voorbeeld, monostearaatzouten, polymere materialen, olién en gelatine.

De antilichamen van de onderhavige uitvinding kunnen worden toege-
diend door een verscheidenheid van werkwijzen bekend in de kunst, hoewel
voor vele therapeutische applicaties de gepreféreerde route/wijze van tqedie-
ning subcutaan, intramusculair, intradermaal of intraveneuze infusie is. Zoals
zal worden begrepen door de vakman, zal de route en/of de wijze van toedie-

ning variéren afhankelijk van de gewenste resultaten.

In bepaalde uitvoeringsvormen, kunnen de antilichaamsamenstellin-
gen worden bereid met een drager die het antilichaam zal beschermen tegen

snelle vrijgave, zoals een gecontroleerde vrijgaveformulering, omvattende im-
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plantaten, transdermale patches, en micro-geinkapsuleerde afleversystemen.
Biodegradeerbare, biocompatibele polymeren kunnen worden toegepast, zoals
ethyleenvinylacetaat, polyanhydriden, polyglycolzuur, collageen, polyortho-
esters, en polylactisch zuur. Vele werkwijzen voor de bereiding van zulke for-
muleringen zijn gepatenteerd of algemeen bekend aan deze die vaardig zijn in
de kunst. Zie, b.v. Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems
(J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York (1978)).

In bepaalde uitvoeringsvormen kan een anti-MAdCAM-antilichaam
volgens de uitvinding oraal worden toegediend, bijvoorbeeld, met een inert op-
losmiddel of een assimileerbare eetbare drager. De verbinding (en andere in-
grediénten, indien gewenst) kan ook worden omvat in een harde of zachte
schaalgelatinecapsule, opeengedrukt in tabletten, of opgenomen direct in het
dieet van de patiént.Voor orale therapeutische toediening, kunnen de anti-
MAdCAM-antilichaam worden opgenomen met expiciénten en toegepast in de
vorm van opneembare tabletten, bucale tabletten, tabletten, capsules, elixers,
suspensies, siropen, ouwels, en dergelijke. Om een verbinding van de uitvin-
ding toe te dienen op andere wijze dan parenterale toediening, kan het nodig
zijn de verbinding te coaten met, of de verbinding samen toe te dienen met,

een materiaal om zijn inactivatie te voorkomen.

De samenstellingen van de uitvinding kunnen een "therapeutisch ef-
fectieve hoeveelheid” omvatten of een "profylactisch effectieve hoeveelheid" of
een antilichaam of antigeenbindend gedeelte van de uitvinding. Een "thera;
peutisch effectieve hoeveelheid" refereert aan een hoeveelheid effectief, aan
doseringen en voor perioden van tijd noodzakelijk, om het gewenste therapeu-
tische resultaat te bereiken. Een therapeutisch effectieve hoeveelheid van het
antilichaam of antilichaamgedeelte kan variéren afhankelijk van factoren zo-

als de ziektestaat, leeftijd, sexe en gewicht van het individu, en de mogelijk-
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heid van het antilichaam of antilichaamgedeelte om een gewenste respons in
het individu op te wekken. Een therapeutisch effectieve hoeveelheid is ook een
waarin toxische of schadelijke effecten van het antilichaam of antilichaamge-
deelte worden gecompenseerd door de therapeutisch gunstige effecten. Een
"profylactisch effectieve hoeveeltheid" refereert aan een hoeveelheid effectief,
aan doseringen en voor perioden van tijd noodzakelijk, om het gewenste profy-
lactische resultaat te bereiken. Typisch, omdat een profylactische dosis wordt
toegepast in patiénten voorafgaand aan of in een eerder stadium van ziekte,
kan de profylactisch effectieve hoeveelheid minder zijn dan de therapeutisch

effectieve hoeveelheid.

Doseringregimes kunnen worden aangepast om de optimaal gewenste
respons te verschaffen (b.v. een therapeutische of profylactische respons). Bij-
voorbeeld, een enkele bolus kan worden toegediend, verschillende gescheiden
doseringen kunnen worden toegediend over tijd of de dosis kan proportioneel
worden gereduceerd of vermeerderd zoals aangegeven door de behoeften van
de therapeutische situatie. Het is specifiek voordelig parenterale samenstel-
lingen te formuleren in doseringseenheid vorm voor gemak van toediening en
eenheid van dosering. Doseringseenheid vorm zoals hierin toegepast refereert
aan fysiek discrete eenheden geschikt als eenheidsdoseringen voor de zoog-
dierpatiénten die behandeld moeten worden; elke eenheid omvattende een
pregedetermineerde hoeveelheid van actieve verbinding berekend het gewens-
te therapeutisch effect te veroorzaken in samenspraak met de benodigde far-
maceutische drager. De specificatie voor de doseringseenheidvormen van de
uitvinding worden gedicteerd door en zijn direct afhahkeh’jk van (a) de unieke
eigenschappen van het anti-MAdCAM-antilichaam of gedeelte daarvan en het
specifieke therapeutische of profylactische effect dat moet worden bereikt en
(b) de beperkingen inherent aan de kunst van de samenstelling van zo'n antili-

chaam voor de behandeling van gevoeligheid in individuen.
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Een toelichtend, niet limiterend bereik voor een therapeutisch of profy-
lactisch effectieve hoeveelheid van een antilichaam of antilichaamgedeelte van
de uitvinding is 0,025 tot 50 mg/kg, meer geprefereerd 0,1 tot 50 mg/kg, meer
geprefereerd meer dan 0,1-25, 0,1 tot 10 of 0,1 tot 3 mg/kg. In sommige uitvoe-
ringsvormen, omvat een formulering 5 mg/ml antilichaam in een buffer van 20
mM natriumacetaat, pH 5,5, 140 mM NaCl en 0,2 mg/ml polysorbaat 80. In
andere uitvoeringsvormen, omvat een formulering 10 mg/m] antilichaam in
2,73 mg/ml van natriumacetaattrihydraat, 45 mg/ml mannitol, 0,02 mg/ml van
dinatrium EDTA-dihydraat, 0,2 mg/ml polysorbaat 80, bijgesteld tot pH 5,5
met ijsazijn, bijvoorbeeld voor intraveneuze toepassing. In andere uitvoerings-
vormen, omvat een formulering 50 mg/ml antilichaam, 2,73 mg/ml van natri-
umacetaattrihydraat, 46 mg/ml van mannitol, 0,02 mg/ml dinatrium EDTA-
dihydraat, 0,4 mg/ml polysorbaat 80, bijgesteld tot pH 5,5 met ijsazijn, bijvoor-
beeld voor subcutaan of intradermale toepassing. Het moet opgemerkt worden
dat doseringswaarden kunnen variéren met het type en ernst van de conditie
die moet worden verbeterd. Het moet verder worden begrepen dat voor een
specifieke patiént, specifieke doseringsregimes moeten worden aangepast over
t1jd volgens de individuele behoefte en de professionele beoordeling van de per-
soon toedienende of superviserende de toediening van de samenstellingen, en
dat doseringsbereiken zoals hierin uiteengezet alleen voorbeelden zijn en niet
zijn bedoeld de omvang of praktijk van de geclaimde samenstelling te beper-

ken.

In een voorkeursuitvoering, wordt het antilichaam toegediend in een
formulering als een steriele waterige oplossing met een pH die varieert van
ongeveer 5,0 tot ongeveer 6,5 en omvattende van ongeveer 1 mg/ml tot onge-
veer 200 mg/ml van antilichaam, van ongeveer 1 mM tot ongeveer 100 mM van

histidinebuffer, van ongeveer 0,01 mg/ml tot ongeveer 10 mg/ml van polysor-
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baat 80, van ongeveer 100 mM tot ongeveer 400 mM van trehalose en van on-

geveer 0,01 mM tot ongeveer 1,0 mM van dinatrium EDTA-dihydraat.

Een ander aspect van de onderhavige uitvinding verschaft kits omvat-
tende een anti-MAdCAM-antilichaam of antilichaamgedeelte van de uitvin-
ding of een samenstelling omvattende zo'n antilichaam. Een kit kan omvatten,
in toevoeging op het antilichaam of samenstelling, diagnostische of therapeuti-
sche agentia. Een kit kan ook instructies omvatten voor toepassing in een dia-
gnostische of therapeutische werkwijze. In een voorkeursuitvoering, omvat de
kit het antilichaam of een compositie het omvattende en een diagnostisch
agens dat kan worden toegepast in een werkwijze beneden beschreven. In een
andere voorkeursuitvoering, omvat de kit het antilichaam of een samenstelling
het omvattende en een of meer therapeutische agentia die kunnen worden toe-

gepast in een werkwijze beneden beschreven.

De nucleinezuurmoleculen van de onderhavige uitvinding kunnen wor-
den toegediend aan een patiént die het nodig heeft via gentherapie. De thera-
pie kan ofwel in vivo of ex vivo zijn. In een voorkeursuitvoering, worden de nu-
cleinezuurmoleculen coderende voor zowel een zware keten als een lichte keten
toegediend aan een patiént. In een meer geprefereerde uitvoeringsvorm, wor-
den de nucleinezuurmoleculen toegediend zodat ze stabiel geintegreerd worden
in chromosomen van B-cellen omdat deze cellen gespecialiseerd zi)n voor het
produceren van antilichamen. In een voorkeursuitvoering, worden precursor-
B-cellen getransfecteerd of geinfecteerd ex vivo en gere-transplanteerd in een
patiént die het nodig heeft. In een andere uitvoeringsvorm, worden precursor-
B-cellen of andere cellen geinfecteerd in vivo toepassende een recombinant vi-
rus bekend het celtype van interesse te infecteren. Typische vectoren toegepast
voor gentherapie omvatten liposomen, plasmiden en virale vectoren. Voorbeel-

den van virale vectoren zijn retrovirussen, adenovirussen en adeno-
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geassocieerde virussen. Na infectie ofwel in vivo ofwel ex vivo, kunnen niveaus
van antilichaamexpressie worden gecontroleerd door een monster te nemen
van de behandelde patiént en toepassende een immunoassay bekend in de

kunst of hierin beschreven.

In een voorkeursuitvoering, omvat de gentherapiewerkwijze de stap-
pen van toediening van geisoleerd nucleinezuurmolecuul coderende voor de
zware keten of een antigeenbindend gedeelte daarvan van een anti-MAdCAM-
antilichaam en het tot expressie brengen van het nucleinezuurmolecuul. In
een andere uitvoeringsvorm, omvat de gentherapiewerkwijze de stappen van
toediening van een geisoleerd nucleinezuurmolecuul coderende voor de lichte
keten of een antigeenbindend gedeelte daarvan van een anti-MAdCAM-
antilichaam en het tot expressie brengen van het nucleinezuurmolecuul. In
een meer geprefereerde werkwijze, omvat de gentherapiewerkwijze de stappen
van toediening van een geisoleerd nucleinezuurmolecuul coderende voor de
zware keten of een antigeenbindend gedeelte daarvan en een geisoleerd nucle-
inezuur coderende voor de lichte keten of het antigeenbindend gedeelte daar-
van van een anti-MAdCAM-antilichaam van de uitvinding en het tot expressie
brengen van de nucleinezuurmoleculen. De gentherapiewerkwijze kan ook de
stap omvatten van toediening van een ander anti-inflammatoir of een im-

muunmodulerend agens.

Een ander aspect van de uitvinding is een werkwijze van diagnose van
een conditie waar het antilichaam van de uitvinding bruikbaar zal zijn als een
medicament, door te testen of abnormale binding van een antilichaam van de
uitvinding optreedt in de patiént. Dit kan worden gedaan door toepassing van
verschillende in beeld breng technieken goed bekend aan een vakman, zoals x-
ray-analyse, gamma scintigrafie, magnetische resonantie-imaging (MRI), posi-

tron emissietomografie of computertomografie (CT), en andere.
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Een of meer inhibitoire anti-MAdCAM-antilichamen van de uitvinding
kunnen worden toegepast als een vaccin of als adjuvantia aan een vaccin, en
dit is een ander aspect van de uitvinding. In het bijzonder, omdat MAdCAM
tot expressie wordt gebracht in lymfoide weefsel, kunnen vaccin antigenen
voordelig worden gericht op lymfoid weefsel door het antigeen te conjugeren

aan een anti-MAdCAM-antilichaam van de uitvinding.

Tenzij anderszins hierin gedefinieerd, zullen wetenschappelijke en
technische termen toegepast in samenhang met de onderhavige uitvinding de
betekenissen hebben die algemeen begrepen worden door de vakmensen. Ver-
der, tenzij ander vereist door context, zullen enkelvoudige termen meervouden
omvatten en meervoudige termen zullen het enkelvoud omvatten. In het alge-
meen, zijn benamingen toegepast in samenhang met en technieken van, cel- en
weefselkweek, moleculaire biologie, immunologie, microbiologie, genetica, ei-
weit- en nucleinezuurchemie en hybridisatie zoals hierin beschreven goed be-
kend en algemeen toegepast in de kunst. De werkwijzen en technieken van de
onderhavige uitvinding worden algemeen uitgevoerd volgens conventionele
werkwijzen goed bekend in de kunst en zoals beschreven in verscheidene al-
gemene en meer specifieke referenties die worden geciteerd en beschreven door
de onderhavige beschrijving tenzij anderszins aangegeven. Zie, bijv, Sambrook
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2¢ ed, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Pring Harbor, N.Y.(1989) en Ausubel et al., Curren-t-
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates (1992) en Harlow
and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1990), welke hierin zijn opg‘enomen door ref-
erentie. Enzymatische reacties en zuiveringstechnieken worden uitgevoerd
volgens specificaties van de producent, zoals over het algemeen bereikt in de

kunst of zoals hierin beschreven. Standaardtechnieken worden toegepast voor
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chemische syntheses, chemische analyses, farmaceutische bereiding, formule-

ring en aflevering, en behandeling van patiénten.

De term "polypeptide” omvat natieve of artifici€le eiwitten, eiwitfrag-
menten en polypeptideanalogen van een eiwitsequentie. Een polypeptide kan

monomeer of polymeer zijn.

De term "geisoleerd eiwit" of "geisoleerd polypeptide” is een eiwit of

_polypetide dat door werking van zijn corsprong of bron van afkomst (1) niet

geassocieerd is met natuurlijk geassocieerde componenten die het in zijn na-
tieve staat vergezellen, (2) is vrij van andere eiwitten van hetzelfde soort
(3)wordt tot expressie gebracht door een cel van een verschillend soort, of (4)
komt niet voor in de natuur. Dus, een polypeptide dat chemisch bereid wordt of
wordt bereid in een cellulair systeem verschillend van de cel waarvan het na-
tuurlhk afkomt zal worden "geisoleerd" van zijn natuurlijk geassocieerde com-
ponenten. Een eiwit kan ook worden verkregen substantieel vrij van natuur-
lijk geassocieerde componenten door isolatie, eiwit zuiveringstechnieken toe-

passende zoals goed bekend in de kunst.

Een eiwit of polypeptide is "substantieel zuiver", "subtantieel homo-
geen" of "substantieel gezuiverd' wanneer ten minste ongeveer 60 tot 76% van

een monster een enkel soort van polypeptide vertoont. Het polypeptide of eiwit

- kan monomeer of multimeer zijn. Een substantieel zuiver polypeptide of eiwit

zal typische ongeveer 50%, 60%, 70%, 80% of 90% W/W van een eiwitmonster
omvatten, meer gebruikelijjk ongeveer 95%, en zal bij voorkeur meer dan 99%
zuiver zijn. Eiwitzuiverheid of homogeniciteit kan worden aangegeven door
een aantal middelen goed bekend in de kunst, zoals polyacrylamide, gelelectro-
forese of een eiwitmonster, gevolgd door visualisatie van een enkele polypepti-

deband bij kleuring van de gel met een kleuring goed bekend in de kunst. Voor
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bepaalde doeleinden, kunnen hogere resoluties worden verschaft door toepas-

sing van HPLC of andere middelen goed bekend in de kunst voor zuivering.

De term "polypeptidefragment” zoals hierin toegepast refereert aan een
polypeptide dat een amino-einde- en/of carboxy-einde deletie heeft, maar waar
de overblijvende aminozuursequentie identiek is aan de corresponderende po-
sities in de natuurlijk optredende sequentie. In sommige uitvoeringsvormen,
zijn fragmenten ten minste 5, 6, 8 of 10 aminozuren lang. In andere uitvoe-
ringsvormen, zijn de fragmenten ten minste 14 aminozuren lang, meer gepre-
fereerd ten minste 20 aminozuren lang, gebruikelijk ten minste 50 aminozuren
lang, zelfs meer geprefereerd ten minste 70, 80, 90, 100, 150 of 200 aminozu-

ren lang.

De term "polypeptideanaloog” zoals hierin toegepast referéert aan een
polypeptide dat een segment omvat van ten minste 25 aminozuren dat sub-
stantiéle identiteit heeft aan een gedeelte van een aminozuursequentie en die
ten minste een van de volgende eigenschappen heeft: (1) specifieke binding aan
MAJCAM onder geschikte bindingscondities, - (2) mogelijkheid o487 —integrine
te inhiberen en/of L-selectinebinding aan MAdCAM, of (3) mogelijkheid MAd-
CAM-celoppervlakte-expressie in vitro of in vivo te reduceren. Typisch, omvat-
ten polypeptideanologen een conservatieve aminozuursubstitutie (of insertie of
deletie) met betrekking tot de natuurlijk voorkomende sequentie. Analogen |
zijn typisch ten minste 20 aminozuren lang, bij voorkeur ten minste 50, 60, 70,
80, 90, 100, 150 of 200 aminozuren lang of langer, en kunnen vaak zo lang zijn

als een gehele-lengte voorkomend polypeptide.

Een "immunoglobuline” is een tetrameer molecuul. In een natuurlijk
voorkomend immunoglobuline, is elk tetrameer samengesteld uit twee identie-

ke paren van polypeptideketens, elk paar hebbende één "lichte" (ongeveer 25
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kDa) en één "zware" keten (ongeveer 50-70 kDa). Het aminoterminale gedeelte
van elke keten omvat een variabele regio van ongeveer 100 tot 110 of meer
aminozuren primair verantwoordelijk voor antigeenherkenning. Het carboxy-
terminale gedeelte van elke keten definieert een constante regio primair ver-
antwoordelijk voor effectorfunctie. Humane lichte ketens zijn geklassificeerd
als x en A lichte ketens. Zware ketens zijn geklassificeerd als p, §, y, a of ¢, en
definiéren het antilichaam isotype als IgM, IgD, IgQG, IgA en IgE respectieve-
lijk. Binnen lichte en zware ketens, zijn de variabele en constante regio's ver-
bonden door een "J"-regio van ongeveer 12 of meer aminozuren, met de zware
keten ook omvattende een "D"-regio van ongeveer 10 of meer aminozuren. Zie
in het algemeen, Fundamental Immunology, hoofdstuk 7 (Paul,W., ed. 2¢¢ ed.
Raven Press, N.Y. (1989)) (in zijn geheel opgenomen door referentie voor alle
doeleinden). De variabele regio's van elk licht/zware ketenpaar vormen de anti-
lichaam bindingsplaats zodat een intact immunoglobuline twee bindingsplaat-

sen heeft.

Immunoglobulineketens vertonen dezelfde algemene structuur van re-
latief geconserveerde framework-regio's (FR) verbonden door drie variabele
regio's, ook complementarity determining regios of CDR's genoemd. De CDR's
van de twee ketens van elk paar worden op één lijn gebracht door de frame-
work-regio's om een epitoop-specifiek bindingsgebied te vormen. Van N-
terminus naar C-terminus, omvatten zowel lichte als zware ketens de domei-
men FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 en FRA4. De toekenning van amino-
zuren aan elke domein is in overeenstemming met de definities van Kabat,
Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Heal-
th, Bethesda, Md. (1987 en 1991), of Chothia & Lesk, J. Mol. Biol., 196:901-
917(1987); Chothia et al., Nature, 342:878-883 (1989), waarvan elk hierin in

zijn geheel door referentie is opgenomen.
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De term "antilichaam" refereert aan een intact immunoglobuline of aan
een antigeenbindend gedeelte daarvan dat concurreert met het intacte antili-
chaam voor specifieke binding. In sommige uitvoeringsvormen, is een antili-
chaam een antigeenbindend gedeelte daarvan. Antigeenbindende gedeelten
kunnen worden geproduceerd door recombinante DNA-technieken of door en-
zymatische of chemische klieving van antilichamen. Antigeenbindende gedeel-
ten omvatten, o.a. Fab, Fab’, F(ab"), Fv, dAb, en complementair determining
region (CDR)-fragmenten, enkele-keten antilichamen (scFv), chimere antili-
chamen, diabodies en polypeptiden die ten minste een gedeelte van een immu-
noglobuline omvatten dat voldoende is om specifieke antigeenbinding aan het
polypeptide te verlenen. Een Fab-fragment is een monovalent fragment be-
staande uit de VL-, VH-, CL- en CH1-domeinen; een F(ab)2-fragment is een
bivalent fragment omvattende twee Fab-fragmenten verbonden door een disul-
fidebrug bij de hinge-regio; een Fd-fragment bestaat uit de VH- en CH1-
domeinen; een Fv-fragment bestaat uit de VL- en VH-domeinen van een enkele
arm van een antilichaam; en een dAb-fragment (W ard et al., Nature 341:544-
546 (1989)) bestaande uit een VH-domein. De term wordt ook bedoeld gemodi-
ficeerde versies van het antilichaam te omvatten zoals vastgezette antilicha-
men of antilichamen geconjugeerd aan detecteerbare eenheden zoals enzymen
(b.v. horseradish-peroxidase, alkalinefosfatase), radio-isotopen, biotine, fluo-

rescente labels, en andere.

Zoals hierin toegepast, is een antilichaam waaraan gerefereerd wordt
als,bv., 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 0of 9.8.2,
een monoklonaal antilichaam dat wordt geproduceerd door de hybridoma van
dezelfde naam. Bijvoorbeeld, antilichaam 1.7.2 wordt geproduceerd door hy-
bridoma 1.7.2. Een antilichaam waaraan gerefereerd wordt als 6.22.2-mod,
6,34.2-mod, 6.67.1-mod, 6.77.1-mod of 7.26.4-mod is een monoklonaal antili-
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chaam waarvan de sequentie gemodificeerd is van zijn corresponderende ouder

door plaatsgerichte mutagenese.

Een enkel-keten antilichaam (scFV) is een antilichaam waarin VL- en
VH-regio's zijn gepaard om een monovalent molecuul te vormen via een syn-
thetische linker die ze in staat stelt om gemaakt te worden als een enkele ei-
witketen (Bird et al, 242:423-426 (1988) en Huston et al. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 85:5879-5883 (1988)). Diabodies zijn bivalente, bispecifieke antilichamen
waarin VH- en VL-domeinen tot uitdrukking worden gebracht op een enkele
polypeptideketen, maar gebruikmakende van een linker die te kort is om pa-
ring tussen de twee domeinen op dezelfde keten toe te staan, daardoor de do-
meinen dwingende te paren met complementaire domeinen van een andere
keten en creérende twee antigeen bindingsplaatsen (zie, b.v. Holliger, P. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993) en Poljak, R.J. et al., Structu-
re 2:1121-1123 (1994)). Een of meer CDR's van een antilichaam van de uitvin-
ding kunnen worden opgenomen in een molecuul ofwel covalent dan wel non-
covalent om het een aminoadhesine te maken dat specifiek bind aan MAd-
CAM. Een immunoadhesine kan de CDR('s) opnemen als deel van een grotere
polypeptideketen, kan covalent de CDR('s) binden aan een andere polypeptide-
keten, of kan de CDR('s) noncovalent binden. De CDR('s) staan de immunoad-

hesine toe specifiek te binden aan een specifiek antigeen van interesse.

Een antilichaam kan een of meer bindingsplaatsen hebben. Als er ﬁeer
dan een bindingsplaats is, kunnen de bindingsplaatsen identiek zijn aan el-
kaar of kunnen verschillend zijn. Bijvoorbeeld, heeft een natuurlijk voorko-
mend immunoglobuline twee identieke bindingsplaatsen, een enkele ketenan-
tilichaam of Fab-fragment heeft een bindingsplaats, terwijl een "bisspecifiek"
of "bifunctioneel" antilichaam (diabody) twee verschillende bindingsplaatsen
heeft.
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Een "geisoleerd antilichaam" is een antilichaam dat (1) niet is geasso-
cieerd met natuurlijk geassocieerde componenten, omvattende andere natuur-
lijk geassocieerde antilichamen, die het vergezellen in zijn natieve staat, (2) is
vrij van andere eiwitten van hetzelfde soort, (3) wordt tot uitdrukking ge-
bracht door een cel van een verschillend soort, of (4) komt niet voor in de na-
tuur. Voorbeelden van geisoleerde antilichamen omvatten een anti-MAdCAM-
antilichaam dat affiniteitsgezuiverd is MAdCAM toepassende, een anti-
MAdCAM-antilichaam dat geproduceerd is door een hybridoma of andere cel-
lijn in vitro, en een humaan anti-MAdCAM-antilichaam verkregen van een

transgeen zoogdier of plant.

Zoals hierin toegepast, betekent de term "humaan antilichaam" een
antilichaam waarin de variabele en constante regio sequenties humane se-
quenties zijn. De term omvat antilichamen met sequenties verkregen van hu-
mane genen, maar welke veranderd zijn, b.v., om mogelijke immunogeniciteit
te verminderen, affiniteit te verhogen, cysteines of glycosylatieplaatsen te eli-
mineren die ongewenste vouwing kunnen veroorzaken, etc. De term omvat
zulke antilichamen recombinant geproduceerd in niet-humane cellen welke
glycosilatie niet typisch voor humane cellen kunnen verschaffen. De term om-
vat ook antilichamen welke zijn opgewekt in een transgene muis welke som-
mige of alle van de humane immunoglobuline zware en lichte keten loci omvat-

ten.

In een aspect, verschaft de uitvinding een gehumaniseerd antilichaam.
In sommige uitvoeringsvormen, is het gehumaniseerde antilichaam een antili-
chaam dat is verkregen van een niet-humaan soort, waarin bepaalde aminozu-
ren in het framework en constante domeinen van de zware en lichte ketens

gemuteerd zijn om een immuunrespons in mensen te vermijden of af te breken.
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In sommige uitvoeringsvormen, kan een gehumaniseerd antilichaam worden
geproduceerd door de constante domeinen van een humaan antilichaam te fu-
seren aan de variabele domeinen van een niet-humaan soort. Voorbeelden van
hoe gehumaniseerde antilichamen te maken kunnen worden gevonden in U.S.
octrool nrs. 6,054,297, 5,886,152 en 5,877,293. In sommige uitvoeringsvormen,
omvat een gehumaniseerd anti-MAdCAM-antilichaam van de uitvinding de
aminezuursequentie van een of meer framework-regio's van een of vmeer hu-
mane anti-MAdCAM-antilichaam van de uitvinding.

In een ander aspect, omvat de uitvinding toepassing van een "chimeer
antilichaam". In sommige uitvoeringsvormen refereert het chimere antili-
chaam aan een antilichaam dat een of meer regio's van een antilichaam en een
of meer regio's van een of meer andere antilichamen omvat. In een voorkeurs-
uitvoering, worden een of meer van de CDR's verkregen van een humaan anti-
MAdJdCAM-antilichaam van de uitvinding. In een meer geprefereerde uitvoe-
ringsvorm, worden alle van de CDR's verkregen van een humaan anti-
MAdJCAM-antilichaam van de uitvinding. In een andere geprefereerde uitvoe-
ringsvorm, zijn de CDR's van meer dan een humaan anti-MAdCAM-
antilichaam van de uitvinding gemengd en gematched in een chimeer antili-
chaam. Bijvoorbeeld, kan een een chimeer antilichaam omvatten een CDR1
van de lichte keten van een eerste humaan anti-MAdCAM antilichaam kan
worden gecombinecerd met CDR2 en CDR3 van de lichte keten van een tweede
humane anti-MAdCAM antilichaam, en de CDR's van de zware keten kunnen
worden verkregen van een derde anti-MAdCAM antilichaam. Verder, kunnen
de framework-regio's worden verkregen van een of dezelfde anti-MAdCAM-
antilichamen, van een of meer verschillende antilichamen, zoals een humaan

antilichaam, of van een gehumaniseerd antilichaam.

Een "neutraliserend antilichaam", een "inhiberend antilichaam" of an-

tagonistantilichaam is een antilichaam dat de binding van 487 of o487 tot ex-
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pressiebrengende cellen inhibeert, of een ander bekend ligand of bekende li-
gand tot expressiebrengende cellen, aan MAdCAM door ten minste ongeveer
20%. In een voorkeursuitvoéring, reduceert het antilichaam inhibeert de bin-
ding van o4B7 integrine of o487 -tot expressiebrengende cellen aan MAdCAM
met ten minste 40%, bij voorkeur met 60%, zelfs meer geprefereerd met 80%,
85%, 90%, 95% of 100%. De bindingsreductie kan worden gemeten door elk
middel bekend aan de gemiddelde vakman, bijvoorbeeld , zoals gemeten in een
in vitro competitieve bindingsassay. Een voorbeeld van meting van de reductie
in binding van a4B7 —tot expressiebrengende cel per MAACAM is gepresenteerd

in voorbeeld 1.

Fragmenten of analogen van antilichamen kunnen eenvoudig worden
bereid door degene van gemiddelde kunde in de kunst die de lessen van deze
beschrijving volgen. Geprefereerde amino- en carboxyuiteinden van fragmen-
ten of analogen treden op nabij grenzen van functionele domeinen. Structurele
en functionele domeinen kunnen worden geidentificeerd door vergelijjking van
de nucleotide- en/of aminozuursequentiedata met publieke of particuliere se-
quentiedatabases. Bij voorkeur, worden gecomputeriseerde vergelijkings-
werkwijzen toegepast om sequentiemotieven of voorspelde eiwit confirmatie-
domeinen te identificeren die optreden in ander eiwitten van bekende struc-
tuur en/of functie. Werkwijzen om eiwitsequenties te identificeren die in eén
bekende driedimensionele structuur vouwen zijn bekend (Bowie et al., Science,
253:164 (1991)).

De term "k.s" refercert aan de off rate-constante voor dissociatie van

een antilichaam van het antilichaam/antigeencomplex.

De term "kq" referecert aan de dissociatieconstante van een specifieke

antilichaam-antigeeninteractie. Een antilichaam wordt gezegd een antigeen te
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binden wanneer de dissociatieconstante < 1 pm, bij voorkeur < 100 nM en"-

meest geprefereerd <10 nM.

De term "epitoop" omvat een eiwitdeterminant in staat specifiek aan
een immunoglobuline of T-receptorcel te binden of anderszins interactie met
een molecuul te vertonen. Epitoopdeterminanten bestaan gewoonlijk uit che-
misch actieve oppervlaktegroeperingen van moleculen zoals aminozuren of
koolhydraat zijketens en hebben gewoonlijk specifieke driedimensionale struc-
turele eigenschappen, zowel als specifieke ladingeigenschappen. Een epitoop
kan "lineair” of "conformationeel” zijn. In een lineair epitoop, treden al de pun-
ten van interactie tussen het eiwit en het interacterende molecuul (zoals een
antilichaam) lineair op langs de primaire aminozuursequentie van het eiwit.
In een conformationeel epitoop, treden de punten van interactie op tussen
aminozuurresiduen op het eiwit die gescheiden zijn van elkaar. Zoals hierin
toegepast, volgen de 20 conventionele aminozuren en hun afkortingen conven-
tioneel gebruik. Zie Immunology — A Synthesis (2d¢ editie, E.S. Glub en D.R.
Gren, Eds. , Sinauer Associates, Sunderland, Mass. (1991)), welke hierin is
opgenomen door referentie. Steroiosomeren (b.v. D-aminozuren) van de twintig
conventionele aminozuren, onnatuurlijke aminozuren zoals a-, a-
digesubstitueerde aminozuren, N-alkyl aminozuren, lactaatzuur en andere
onconventionele aminozuren kunnen ook geschikte componenten zijn voor po-
lypeptiden van de onderhavige uitvinding. Voorbeelden van onconventionele
aminozuren omvatten: 4-hydroxyproline, y-carboxyglutamaat, e-N,N.N-
trimethyllysine, e-N-acetyllysine, O-fosfoserine, N-acetylserine, N-
formylmethionine, 3-methylhistidine, 5-hydroxylysine, s-N-methylarginine en
andere vergelijkbare aminozuren en iminozuren (b.v., 4-hydroxyproline). In de
polypeptide notatie hierin toegepast, is de linker hand richting de amino-einde
richting en de rechterhandrichting is de carboxy-einde richting, in overeen-

stemming met standaardgebruik en conventie.
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De term "polynucleotide" zoals hierin naar verwezen betekent een po-
lymere vorm van nucleotiden van ten minste 10 basen in lengte, ofwel ribonu-
cleotiden of deoxynucleotiden of een gemodificeerde vorm van elk type van nu-

cleotide. De term omvat enkel- en dubbelstrengs vormen van DNA.

De term “"geisoleerd polynucleotide" zoals hierin toegepast zal beteke-
nen een polynucleotide van genoom, cDNA of synthetische origine of een com-
binatie daarvan, welke door werking van zijn oorsprong het "geisoleerde po-
lynucleotide” (1) niet geassocieerd is met geheel of een gedeelte van een po-
lynucleotide in welke het "geisoleerde polynucleotide" wordt gevonden in de
natuur, (2) is operabel verbonden aan een polynucleotide waaraan het niet is
verbonden in de natuur, of (3) niet voorkomt in de natuur als deel van een gro-

tere sequentie.

De term "oligonucleotide” naar verwezen hierin omvat natuurlijk voor-
komende, en gemodificeerde nucleotiden samengebonden door natuurlijk op-
tredende , en niet-natuurlijk optredende oligonucleotide bindingen. Oligonu-
cleotiden zijn een polynucleotide. subset over het algemeen omvattende een
lengte van 200 basen of minder. Geprefereerde oligonucleotiden zijn 10 tot 60
basen in leﬁgte en meest geprefereerd 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 of 20 tot 40
basen in lengte. Oligonucleotiden zijn gebruikelijk enkelstrengs, bijvoorbeeld,
voor probes; hoewel oligonucleotiden dubbelstrengs kunnen zijn, bijvoorbeel&,
voor toepassing en de constructie van een genmutant. Oligonucleotiden van de

uitvinding kunnen ofwel sense ofwel antisense oligonucleotiden zijn.

De term "natuurlijk voorkomende nucleotiden" hierin gerefereerd om-
vat deoxyribonucleotiden en ribonucleotiden. De term "gemodificeerde nucleo-

tiden" hierin naar verwezen omvat nucleotiden met gemodificeerde of gesubsti-
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tueerde sutkergroepen en dergelijke. De term "oligonucleotide bindingen" hier-
in naar verwezen omvat oligonucleotide bindingen zoals fosforthioaat, fosfor-
dithioaat, fosforselenoaat, fosfordiselenoaat, fosforanilothioaat, fosforanilad-
aat, fosforoamidaat, en dergelijke. Zie, b.v. LaPlanche et al., Nucl. Acids Res.
14:9081 (1086); Stec et al., J. Am. Chem. Soc. 106:6077 (1984); Stein et al., Nu-
cl. Acids Res., 16:3209 (1988); Zon et al., Anti-Cancer Drug Design 6:539
(1991); Zon et al., Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach blz.
87-108 (F. Eckstein, Ed., Oxford University Press, Oxford England (1991));
Stec et al., U.S. patent nr. 5,151,510; Uhimann and Peyman, Chemical Re-
views, 90:543 (1990), waarvan de beschrijvingen hierbij worden opgenomen
door referentie. Een oligonucleotide kan een label voor detectie omvatten, in- |

dien gewenét.

"Operabel verbonden"-sequenties omvatten zowel expressie controlese-
quenties die aangrenzend zijn met het gen van interesse en expressie controle-
sequenties die in trans of op een afstand functioneren om het gen van interesse
te controleren. De term "expressie controlesequentie" zoals hierin toegepast
refereert aan polynucleotide sequenties welke nodig zijn om de expressie en
processing van coderende sequenties te effectueren aan welke ze zijn geligeerd.
Expressie controlesequenties omvatten geschikte transcriptieinitiatie-, termi-
natie-, promotor- en enhancersequenties; efficiénte RNA-processingsignalen
zoals splicing en polyadenylatiesignalen; sequenties die cytoplasmatisch mR-
NA stabiliseren; sequenties die translatie-efficiéntie versterken (b.v. Kozak-
consensusequentie); sequenties die eiwitstabiliteit verhogen; en, indien ge-
wenst, sequenties die eiwitsecretie verhogen. De aard van zulke controlese-
quenties verschilt afthankelijk van het gastheerorganisme; in prokaryoten, om-
vatten zulke controlesequenties in het algemeen promotor, ribosomale bin-
dingsplaats, en transcriptie terminatiesequentie; in eukaryoten, in het alge-

meen, omvatten zulke controlesequenties promotors en transcriptieterminatie-
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sequentie. De term "controlesequenties" worden bedoeld te omvatten, ten min-
ste, alle componenten waarvan aanwezigheid essentieel is voor expressie en
processing, en kan ook additionele componenten omvatten waarvan aanwezig-

heid voordelig is, bijvoorbeeld, leidersequenties en fusiepartnersequenties.

De term "vector", zoals hierin gebruikt, wordt bedoeld te refereren aan
een nucleinezuurmolecuul in staat een ander nucleinezuur te transporteren
waaraan het verbonden is. Een type vector is een "plasmide”, welke refereert
aan een circulaire dubbelstrengs-DNA-lus waarin additionele DNA-segmenten
geligeerd kunnen zijn. Een ander type van vector is een virale vector, waarin
additionele DNA-segmenten kunnen zijn geligeerd in het virale genoom. Be-
paalde vectoi'en zijn in staat tot autonome replicatie in een gastheercel waarin
ze zijn geintroduceerd (b.v. bacteriéle vectoren hebbende een bacteriéle oor-
sprong van replicatie en episomale zoogdiervectoren). Andere vectoren (b.v.
niet-episomale zoogdiervectoren) kunnen worden geintegreerd in het genoom
van de gastheercel bij introductie in de gastheercel, en worden daardoor gere-
pliceerd tezamen met het gastheergenoom. Bovendien, zijn bepaalde vectoren
in staat de expressie van genen te richten aan welke zij operatief zijn verbon-
den. Zulke vectoren zijn hierin gerefereerd als "recombinante expressievecto-
ren" (of eenvoudiger, "expressievectoren”). In het algemeen, zijn expressievec-
toren die bruikbaar zijn in recombinante DNA-technieken vaak in de vorm
van plasmiden. In de onderhavige specificatie, kunnen "plasmide" en "vector"
uitwisselbaar worden toegepast omdat het plasmide de meest toegepaste vorm
van vector is. Echter, wordt de uitvinding bedoeld zulke andere vormen van
expressievectoren te omvatten, zoals virale vectoren (b.v. replicatie defecte re-
trovirussen, adenovirussen en adeno-geassocieerde virussen), welke equivalen-

te functies dienen.
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De term "recombinante gastheercel" (of eenvoudig "gastheercel”) zoals
hierin toegepast, wordt bedoeld te refereren aan een cel waarin een recombi-
nante expressievector geintroduceerd is. Het moet worden begrepen dat zulke
termen bedoeld zijn niet alleen te refereren aan de specifieke cel van onder-
werp maar aan het nageslacht van zo'n cel. Omdat bepaalde modificaties kun-
nen optreden in opvolgende generaties als gevolg van ofwel mutatie of omge-
vingsinvloeden, kan zulk nageslacht, in feite, niet identiek zijn aan de ouder-
cel, maar zijn nog steeds omvat binnen de omvang van de term "gastheercel”"

zoals hierin toegepast.

De term "selectieve hybridisering" hierin naar verwezen betekent de-
tecteerbaar en specifiek te binden. Polyonucleotiden, oligonucleotiden en frag-
menten daarvan volgens de uitvinding hybridiseren selectief aan nucleine-
zuurstrengen onder hybridisatie- en wascondities die merkbare hoeveelheden
van detecteerbare binding aan niet-specifieke nucleinezuren minimaliseren.
"Hoge stringentie” of "hoog stringente” condities kunnen worden toegepast om
selectieve hybrisatiecondities zoals bekend in de kunst en hierin beschreven, te
bereiken. Een voorbeeld van "hoge stringentie" of "hoog stringente" condities
is een werkwijze voor incubatie van een polynucleotide met een ander polynu-
cleotide, waarin een polynucleotide kan worden gebonden aan een vast opper-
vlak zoals een membraan, in een hybridisatiebuffer van 6X SSPE of SSC, 50%
formamide, 5X Denhardt's reagens, 0,5% SDS, 100 pg/ml gedenatureerd, ge-
fragmenteerd zalmspermé-DNA bij een hybridisatietemperatuur van 42°C
gedurende 12-16 uur, gevolgd door tweemaal wassing bij 55°C onder gebruik-
making van een wasbuffer van 1X SSC, 0,5% SDS. Zie ook Sambrook et al.,
hierboven, blz. 9.50-9.55.

De term "percentage sequentie identiteit” in de context van nucleoti-

desequenties refereert aan de residuen in twee sequenties welke hetzelfde zijn
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wanneer op een lijn gebracht voor maximale correspondentie. De lengte van
sequentie identiteit vergelijking kan zijn over een lengte van ten minste onge-
veer negen nucleotiden, gebruikelijk ten minste ongeveer 18 nucleotiden, meer
gebruikelijk ten minste ongeveer 24 hucleotiden, typisch ten minste ongeveer
28 nucleotiden, meer typisch ten minste ongeveer 32 nucleotiden, en bij voor-
keur ten minste ongeveer 36, 48 of meer nucleotiden. Er zijn een aantal ver-
schillende algoritmen bekend in de kunst welke gebruikt kunnen worden om
nucleotide sequentieidentiteit te meten. Bijvoorbeeld, polynucleotidesequenties
kunnen worden vergeleken toepassende FASTA, Gap of Bestfit, welke pro-
gramma's zijn in Wisconsin Package Version 10.3, Accelrys, San Diego, CA.
FASTA, welk omvat, bijvoorbeeld, de programma's FASTA2 en FASTAS3, ver-
schaft alignments en percentages sequentieidentiteit van de regio's van de bes-
te overlap tussen de gevraagde en zoeksequenties (Pearson, Methods Enzy-
mol., 183:63-98 (1990); Pearson, Methods Mol . Biol., 132: 185-219 (2000);
Pearson, Methods Enzymol., 266: 227-258 (1996); Pearson, J. Mol. Biol.,
276:71-84 (1998); hierin opgenomen door referentie). Tenzij anders gespecifi-
ceerd, worden standaardwaarde-parameters voor een specifiek programma of
algoritme toegepast. Bijvoorbeeld, percentage sequentieidentiteit tussen nu-
cleotidesequenties kan worden vastgesteld gebruikmakende van FASTA met
zijn standaardwaarde-parameters (een woordgrootte van 6 en de NOPAM-
factor voor de scoringsmatrix) of toepassende Gap met zijn standaardwaarde-
parameters }zoals verschaft in Wisconsin Package Version 10.3, hierin opgeno-

men door referentie.

Een referentie aan een nucleotidesequentie omvat zijn complement
tenzij anders gespecificeerd. Dus, een referentie aan een nucleinezuurmolecuul
met een specificke sequentie moet worden begrepen zijn complementaire

streng te omvaten, met zijn complementaire sequentie.
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In de moleculair biologische kunst, gebruiken onderzoekers de termen
"percentage sequentie identiteit”, "percentage sequentie similariteit" en "per-
centage homologie" uitwisselbaar. In deze toepassing, zullen de termen dezelf-

de betekenis hebben met betrekking tot nucleotidesequenties alleen.

De term “"substantiéle similariteit” of "substantiéle sequentie simila-
riteit", indien refererende aan een nucleinezuur of fragment daarvan, geeft
aan dat, wanneer optimaal op een lijn gebracht met geschikte nucleotide inser-
ties of —deleties met een ander nucleinezuur (of zijn complementaire streng), er
een nucleotide sequentie identiteit is in ten minste ongeveer 85%, bij voorkeur
ten minste ongeveer 90%, en meer geprefereerd ten minste ongeveer 95%,
96%, 97%, 98%, of 99% van de nucleotidebésen, zoals gemeten door een goed
bekend algoritme van sequentie identiteit, zoals FASTA, BLAST of Gap, zoals

boven beschreven.

Zoals toegepast voor polypeptiden, betekent de term "substantiéle
identiteit" dat twee peptidesequenties, wanneer optimaal op een lijn gebracht,
zoals door de programma's Gap of BESTFIT standaardwaarde gap gewichten
toepassende, ten minste 75% of 80% sequentieidentiteit delen, bij voorkeur ten
minste 90% of 95% sequentieidentiteit, zelfs meer geprefereerd ten minste 98%
of 99% sequentieidentiteit. Bij voorkeur, verschillen residuposities die piet
overeenkomen door conservatieve aminozuursubstituties. Een "conservatieve
aminozuursubstitutie” is een waarin een aminozuurresidu wordt vervangen
door een ander aminozuurresidu hebbende een zijketen (R-groep) met verge-
Lijkbare chemische eigenschappen (b.v. ladjpg of hydrofobiciteit). In het alge-
meen, zal een conservatieve aminozuursubstitutie de functionele eigenschap-
pen van een eiwit niet substantieel veranderen. In gevallen waar twee of meer
aminozuursequenties van elkaar verschillen door conservatieve substituties,

kan het percentage sequentie identiteit of gradatie van identiteit worden aan-
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gepast naar boven om te corrigeren voor de conservatieve natuur van de sub-
stitutie. Middelen voor het maken van deze aanpassing zijn goed bekend aan
de vakman. Zie, b.v., Person, Methods Mol. Biol. 24:307-31 (1994), hierin opge-
nomen door referentie. Voorbeelden van groepen van aminozuren die zijketens
hebben met vergelijkbare chemische eigenschappen omvatten 1) alifatische
zijketens; glycine, alanine, valine, leucine en isoleucine; 2) alifatische hy-
droxylzijketens: serine en threonine; 3) amide-omvattende zijketens: asparagi-
ne en glutamine; 4) aromatische zijketens: fenylalanine, tyrosine en trypto-
faan; 5) basische zijketens: lysine, arginine en histidine; en 6) zwavel-
omvattende zijketens zijn cysteine en methionine. Geprefereerde conservatieve
aminozuursubstitutiegroepen zijn: valine-leucine-isoleucine, fenylalanine-
tyrosine, lysine-arginine, alanine-valine, glutamaat-aspartaat en asparagine-

glutamine.

Alternatief, is een conservatieve vervanging een verandering met een
positieve waarde in de PAM250 log-waarschijnlijkheidmatrix beschreven in
Gonnet et al., Science 256:1443-45 (1992), hierin opgenomen door referentie.
Een "gemiddeld conservatieve" vervanging is een verandering met een niet-

negatieve waarde in de PAM250 log-waarschijnlijkheidsmatrix.

Sequentie similariteit voor polypeptiden wordt typisch gemeten se-
quentie analysesoftware toepassende. Eiwit arialysesoftware vergelijkt verge-
lijkbare sequenties maten van gelijkenis toepassende toegekend aan verschil-
lende substituties, deleties en andere modificaties, inclusief conservatieve
aminozuursubstituties. Bijvoorbeeld, GCG omvat programma's zoals "Gap" en
"BESTFIT" welke toegepast kunnen worden met standaardwaarde-parameters
om sequentichomologie of sequentieidentiteit vast te stellen tussen sterk gere-
lateerde polypeptiden, zoals homologe polypeptiden van verschillende soorten

van organismen of tussen een wild type eiwit en een muteine daarvan. Zie,
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b.v., Wisconsin package Version 10.3. Polypeptidesequenties kunnen ook wor-
den vergeleken tussen FASTA standaardwaarde- of geadviseerde parameters
toepassende, een programma in Wisconsin package Versie 10.3 FASTA (b.v,,
FASTA2 en FASTA3) verschaft alignments en percentage sequentieidentiteit
van de regio's van de beste overlap tussen de vraag- en zoeksequenties (Pe-
arson (1990); Pearson (2000)). Een ander geprefereerd algoritme wanneer ver-
gelijkende een sequentie van de uitvinding met een database omvattende een
groot aantal van sequenties van verschillende organismen is het computerpro-
gramma BLAST, specifiek blastp of tblastn, standaardwaardeparameters toe-
passende. Zie, b.v., Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990); Altschul et
al. Nucleic Acids Res. 25:3389-402 (1997); hierin opgenomen door referentie.

De lengte van polypeptidesequenties vergeleken voor homologie zal
in het algemeen ten minste ongeveer 16 aminozuurresiduen zijn, gewoonlijk
ten minste ongeveer 20 residuen, meer gebruikelijk ten minste ongeveer 24
residuen, typisch ten minste ongeveer 28 residuen, en bij voorkeur meer dan
ongeveer 35 residuen. Wanneer onderzoekende een database omvattende se-
quenties van een groot aantal van verschillende organismen, is het geprefe-

reerd aminozuursequenties te vergelijken.

Zoals hierin toegepast, refereren de termen "label" of "gelabeld" aan
inbouw van een ander molecuul in het antilichaam. In één uitvoeringsvorm, is
de label een detecteerbare marker, bijvoorbeeld, inbouw van een radio-gelabeld
aminozuur of verbinding aan een polypeptide of biotinyleenheden die kunnen
worden gedetecteerd door gemarkeerd avidine (b.v. streptavidine omvattende
een fluorescente marker of enzymatische activiteit die kan worden gedetec-
teerd door optische of colorimetrische werkwijzen). In een andere uitvoerings-
vorm, kan de label of marker therapeutisch zijn, b.v. een medicijnconjugaat of

toxine. Verschillende werkwijzen van labellen van polypeptiden en glycoprote-
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inen zijn bekend in de kunst en kunnen worden toegepast. Voorbeelden van
labels voor polypeptiden omvatten, maar zijn niet beperkt tot, de volgende ra-
dioisotopen of radionucliden (b.v., 3H, 14C, 15N, 35S, 90Y, 98T, 111]pn, 125] 181]),
fluorescente labels (b.v., FITC, rhodamine, lanthanideforsfors), enzymatische
labels (b.v. horseradishperoxidase, B-galactosidase, luciferase, alkalinefosfota-
se), chemoluminescente markers, biotinylgroepen, gepredetermineerde poly-
peptide-epitopen herkend door een secundaire reporter (b.v., leucine zipper-
paarsequenties, bindingsplaatsen voor secundaire antilichamen, metaalbin-
dingsdomeinen, epitoop labels), magnetische agentia, zoals gadoliniumchela-
ten, toxinen zoals pertussis toxine, taxol, cytochalisine B, gramicidine D, ethi-
diumbromide, emetine, mitomycine, etoposide, tenoposide, vincristine, vinblas-
tine, colchicine, doxorubicihe, daunorubicine, dihydroxyantracinedion, mi-
troxantrone, mithramycine, actinomycine D, 1-dehydrotestosteron, glucorticoi-
den, procaine, tetracaine, propanolol en pyromycine en analogen of homologen
daarvan. In enkele uitvoeringsvormen zijn labels verbonden door spacer-
armen van verschillende lengten of potentiéle sterische hindering te verminde-

ren.

De volgende voorbeelden zijn alleen voor illustratiedoeleinden en moe-
ten niet worden geconstrueerd als beperkend voor de beschermingsomvang

van de uitvinding op enige wijze.

Voorbeelden

Voorbeeld 1: Identificatie van potentiéle immunogene epitopen

CD4* T (Helper) celepitopen zijn kritisch in aansturing van T-cel-

athankelijke immuunresponsen op eiwitantigenen. Gedurende de initiatie van
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een T-cel-afthankelijk immuunrespons. vangen, verwerken en presenteren den-
trische cellen eiwitantigeen in de vorm van lineaire polypeptiden gebonden in
de groeven van MHC klasse II. Binding van de T-cel-receptor en het pepti-
de/MHC-II-complex door naieve CD4* T-cellen kan een cascade ingang zetten
in welke T-cellen prolifereren, differentiéren en hulp verschaffen door costimu-
latoire cytokinen te produceren (b.v. IL-4, IL6) en door direct cel-cel-contact
(b.v. CD40) aan B-cellen. De gecontinueerde hulp van T-cellen is vereist gedu-
rende secundaire B-cel-lymfopoiése waarin B-cellen hun immunoglobuline ke-
tens reorganiseren om hoog-affiniteit isotype geswitched immunoglobuline te
produceren tegen hetzelfde antigeen herkend door de T-cellen. Het is de bin-
ding van de B-cel-geproduceerde immunoglobulinen dat de effecten van eiwit-
gebaseerde therapieén kan neutraliseren. De identificatie van T-cel-epitopen
omvat in therapeutische antilichamen is belangrijk in het voorspellen van im-
munogeniciteit in mensen. Met hun identificatie kan het gewenst zijn de
MHC-II-ankers te ontwerpen uit door plaatsgerichte mufagenese, genereren-
de niet-immunogene bij elkaar gebrachte stoffen die de therapeutische activi-

teit van de ouder behouden.

Zes geheel humane anti-MAdCAM mAbs, 6.22.2-mod, 6.34.2-mod,
6.67.1-mod, 6.77,1-mod, 7.16.6 en 9.8.2 (eerder beschreven in WO2005/067620;
hybridoma's uitscheidende 7.16.6 en 9.8.2 zijn gedeponeerd in de Europese
Collectie van Celcultures (ECACC), H.P.A in CAMR, Porton Down, Salisbufy,
Wiltshire SP4 0JG op 9 september 2003 met de volgende depositnummers:
7.16.6: Deposit nr.: 03090909, 9.8.2: Deposit Nr: 03090912), werden onderwor-
pen aan een ex vivo beoordeling om potentiéle T-cel-epitopen te identificeren
en hun immunogeniciteit vast te stellen. Sequentie overlappende peptiden (15
meren van zuiverheid > 90%) dekkende het framework (FR) en complementary

dertermining regions (CDR's) van de zware en kappa lichte keten tegenhan-
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gers van 6.22.2, 6.34.2, 6.67.1, 6.77.1, 7.16.6 en 9.8.2 werden gesynthetiseerd
standaardwerkwijzen toepassende. De peptiden werden gescreend tegen een
panel van 40 humane donoren in meerdere kweken van CD8* T-cel uitgeputte
PMSC, een bron van CD4* en antigeen presenterende cellen verschaffende bij.
fysiologische ratio's. De 40 gezonde donoren werden geselecteerd voor scree-
ning op basis van HLA-DR-typering en vertegenwoordigden >80% van de DR
allelen tot expressie gebracht in de werel&populatie. Individuele peptiden (1 en
5 uM) werden gescreend in zesvoud, in samenhang met twee positieve contro-
lepeptiden. Cellen we_rden behandeld met peptiden gedurende 7 dagen, dan
werd proliferatie gemeten door incorporatie van 3H-thymidine (0,5 pCi/well; 18
uren). De incorporatie van radiolabel werd vastgesteld door scintillatie telling

en uitgedrukt als een stimulatieindex (SI) als volgt:

SI= cpm van testpeptide
Cpm van onbehandelde controle

Een T-cel-epitoop wordt gedefinieerd als een peptide gevende een SI>2

in twee of meer onafthankelijke donoren..

Naast de peptide-geinduceerde proliferatierespons, werden peptiden
getest op PBMC-donoren in een ELISPOT-assay. Deze werkwijze vangt vrijge-
laten cytokines en maakt quantificering van geactiveerde cellen binnen de
gehele populatie mogelijk. De vrijgave van IL-2, het belangrijkste cytokine wit-
gescheiden door geactiveerde CD4+ T-cellen, werd geselecteerd om T-cel gesti-
muleerd door het peptide-epitoop te identificeren. Zoals bij de proliferatie-assy,
werden donormonsters geincubeerd met peptide gedurende 7 dagen vooraf-
gaand aan beoordeling. Bij analyse werd iedere gestimuleerde T-cel vertegen-

woordigd als een vlek van IL-2-vrijgave. Voor elke donor en peptide- (Len 5
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pM)combinatie werd het aantal van vlekken/well vastgesteld en een stimula-

tie-index berekend als een ratio:

SI= vlekken/well van testpeptide

vlekken/well van onbehandelde controle

In het algemeen zou er goede overlap in de responsen tussen de prolife-
ratie en ELISPOT-assays geobservéerd moeten worden, hoewel verschillen in
de kinetiek en grootte van responsen tussen de twee assays kunnen leiden tot

enig tekort aan correlatie.

Tabel 1 beschrijft de gegevens van de T-cel-proliferatie en ELISPOT-
assays. Gebaseerd op deze analyses, werden T-cel-epitopen geidentificeerd in
FR2/CDR2-regio van de 6.22.2-mod zware keten; CDR2, FR3/CDR3 en CDR3
vén de kappa lichte keten van 6.34.2-mod lichte keten; FR3/CDR3 van de
6.67.1-mod kappa lichte keten; CDR3 van de 6.77.1-mod zware keten; CDR2
van de 7.16.6 zware keten en FR3/CDR3 van de 7.16.6 kappa lichte keten; en
FR3/CDR3 van de 9.8.2 zware keten.

Tabel 1. De inductie van T-cel proliferatie en IL-2-productie in PBMC's
van 40 gezonde vrijwilligers geincubeerd met verschillende peptiden verkregen
van de anti-MAdCAM mAbs 6.22.2-mod, 6.34.2-mod, 6.67.1-mod, 6.77.1-mod,
7.16.6 en 9.8.2. De sequenties van elk peptide zijn aangegeven, residuen welke

verschillen van de oorsprongslijn sequentie zijn vetgedrukt.



Tabel 1

53

) 511 F ~ ELUSPOT
Anti~ Keten Sequentie gl;: : 355). o

g2 Idare SOPIFSSDOMRNVEQ

1

W b s |

- N b wh

8621 2 CRIVTSQGTUSHPSL
Vare ORITIIRGLISOYF
FTIIROLAPSFFDYR

LEPSPFDYNGQOTLY

PPRLLIYWARIRRYG
ARDVAVYHOQQYYSY
VAVYROQOYYSIPIM,
YRCOQYVSEPPLIFG
YE8IPPL

Lichte

- s . -, -

Jr AVYYCARDGYSSQMS
Lvare  pcyvssowsverve
YESGUSYYY YYGRDY

— CNBCYYYYCIOVUGD

Lichte 15CRSSORLLLIBEX
EABDVOVYSCHOSTO
VYSCNQS IR RBEFG

~3IQIEEOPeOCTELE

7.18.6 Fware IVYSGCHTNVAQRVQE
AVYVCARRGSSS5HQD

- e RKEOYY

tichte veazpvorvvesgm
BOVGT VYCHCHTOV S

e CEYVORONTORINYE

9.8.2 Znare  VAVINYDGENBYYAD
INYDOLHBY YAV
AEDTAVY YCARGAYR
TAVYYCRRUAYAVAY

Lichte SIQPBLL ATYSCOHS
PEDLATY SCQMEDNMI,
LRTYSCORADNLTPG

?..u..n-.-

:.4......‘

- e s lea A

 a—— -




10

15

20

54

Voorbeeld 2: Karakterisering van gemodificeerde varianten van 7.16.6

De T-celproliferatie en ELISPOT-analyse identificeerden een aantal
potentiéle T-celepitopen in de MAACAM mAbs 6.22.2-mod, 6.34.2-mod, 6.67.1-
mod, 6.77.1-mod, 7.16.6 en 9.8.2. Het belangrijkste T-celepitoop in de kappa
lichte keten van 7.16.6 werd teruggebracht naar corsprongslijn door plaatsge-
richte mutagenese (QuikChange, Stratagene) volgens de instructies van de
fabrikant. De sequenties van de oligonucleotiden toegepast om de gemodifi-
ceerde vormen te genereren worden beneden aangegeven: primerparen
7.16.6_V5 en 7.16.6*V3 werden toegepast om het 7 .16.6_V samengevoegde
product te genereren (VH=wildtype; VL=190V); 7.16.6_S5 en 7.16.6_S3 werden
toegepast om het 7.16.6_S samengevoegde product te genereren (VH=wildtype;
VL=N96S); 7.16.6_VS5 en 7.16.6_VS3 werden toegepast om het 7.16.6_VS sa-
mengevoegde product te generen (VH=wildtype; VL=190V, N96S). De
pEE12.1-vector omvattende het 7.16.6-zware keten cDNA (beschreven in
WO02005/067620). In het kort, werd een functionele eukaryote expressievector
omvattende de respectievelijke zware en lichte ketensequenties als volgt sa-
mengesteld: De zware keten cDNA-inserties werden uitgesneden uit de beno-
digde pEEG6.1 met Notl/Sall, en de gezuiverde fragmenten werden gekloond in
identieke plaatsen in de corresponderende pEE12.1-vector omvattende de be-
nodigde versies van de kappa lichte ketensequenties.) werd toegepast als een
template voor de QuikChange PCR.

7.16.6_V5 GGCTGAGGATGTTGGGGTTTATTACTGCATGC
7.166_V3 GCATGCAGTAATAAACCCCAACATCCT CAGCC

7.16.6_8S5 CTGCATGCAAAGTATACAGCTTCCGT GGAC
7.16.6_83 GTCCACGGAAGCT! GTATACTTTGCATGCAG

7.18.6_VS5 GGATGT\'GGGGTTTATTACTGCATGCAMGTATACAGCTTCCG
7.186_VS3 CGGAAGCTGTATAOTI'I'GCATGCAGTMTAAACCCCAACATCC
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pEE12.1 constructen omvattende de gemodificeerde kappa lichte ke-
tens van 7.16.6_V, 7.16.6_S en 7.16.6_VS tezamen met de ouder 7.16.6 zware
keten werden gegenereerd uit de QuikChange PCR-producten en geheel se-
quentie gecontroleerd. Een vergelijkbare PCR-benadering werd toegepast om
de 7.16.6_L-variant te genereren (VH=V64L, VL=wildtype), onder gebruikma-
king van de volgende oligonucleotiden en QuikChange PCR:

7.16.6_L5 CTATGCACAGAAGCTTCAGGGCAGAGTCAC
7.166_L3 GTGACTCTGGCCTGMGGTTCTGTGCATAG

Ouder kappa lichte keten en 7.16.6_VS variant werden toegepast om
de 7.16.6_len 7.16.6_LVS (VH=V64L; VL=190V, N96S) variant te genereren
zoals beschreven in W02005/067620. Recombinant materiaal werd gezuiverd
door affiniteitschromatografie van FreeStyle HEK203-cellen (Invitrogen) kort-
stondig getransfecteerd met het geschikte construct.

De gezuiverde antilichamen werden onderzocht voor activiteit in een

adhesie-assay MAACAM-IgG, Fc fusie eiwit toepassende:

Een EcoRI/BglIl cDNA-fragment coderende voor het volwassen exta-
cellulaire, immunoglobuline-achtige domein van MAdCAM werd uitgesneden
uit een pINCY incytkloon (3279276) en gekloond in EcoRI/BamHI-plaatsen
van de pIG1-vector (Simmons, D.L. (1993) in Cellular Interactions in Deve-
lopment; A Practical Approach, ed. Hartley, D.A (Oxford Univ. Press, Oxford),
blz..93-127.)) om een in frame IgG, Fc fusie te genereren. De resulterende in-
gertie werd uitgesneden met EcoRI/Notl en gekloond in pCDNA3.1+ (Invitro-
gen). Het MAACAM-IgG1 Fc ¢DNA in de vector werd sequentie bevestigd. De
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aminozuursequentie van het MAACAM-IgG, Fc-fusie eiwit wordt beneden ge-
toond.

[}

WWWWWWNWW
PDO! wsvmvronrmmnnwmnmm

MWMWMAWMWWWWW
BNKALPAPIRKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTENQVSLT

Onderstreept: signaalpeptide
Vetgedrukt: MAACAM extracellulair domein

CHO-DHFR-cellen werden getransfecteerd met pCDNAS3.1+-vector
omvattende MAdCAM-IgGi Fe-fusie eiwit cDNA en stabiele klonen MAdCAM-
IgGi1 Fc-eiwit tot expressie brengende geselecteerd in Iscove's medium omvat-
tende 600 pg/ml G418 en 100 ng/ml methotrexaat. Voor eiwitexpressie, werd
een holle vezel bioreactor gezaaid met stabiel tot expressie gebrachte MAd-
CAM-IgG; Fc CHO cellen in Iscove's medium omvattende 10% laag IgG foetaal
bovine serum (Gibco), niet essentiéle aminozuren (Gibco), 2 mM glutamine
(Gibco), natriumpyruvaat (Gibco), 100 pg/ml G418 en 100 ng/mL methotrexaat,
en toegepast om geconcentreerd medium supernatant te genereren. Het MAd-
CAM-IgGi Fe fusie eiwit werd gezuiverd uit het geoogste supernatant door af-
finiteitschromatografie. In het kort, werd supernatant toegepast op een Hi-
Trap eiwit G Sefarose (5 ml, Pharmacia) kolom (2 mV/min), gewassen met 25
mM Tris pH8, 1560 mM NaCl (5 kolomvolumes) en geélueerd met 100 mM gly-
cine pH 2,5 (1 mV/min), direct fracties neutraliserende tot pH 7,5 met 1M Tris
pH 8. Fracties omvattende MAdCAM-IgG, Fc fusie-eiwit werden geidentifi-
ceerd door SDS-PAGE, tezamen gepooled en aangebracht op een Sephacryl
S100-kolom (Pharmacia), vooraf uitgebalanceerd met 35 mM BisTris pH 6,5,
150 mM NaCl. De gelfiltratie werd uitgevoerd bij 0,35 ml/min, verzamelende
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een piek van MAdCAM IgG; Fc fusie eiwit in ca. 3 x 5 ml fracties. Deze mon-
sters werden gepooled en aangebracht op een Resource Q (6 ml, Pharmacia)
kolom, vooraf uitgebalanceerd in 35 mM BisTris pH 6,5. De kolom werd ge-
wassen met 5 kolomvolumes van 35 mM BisTris pH 6,5, 150 mM NaCl (6
ml/min) en MAACAM-IgG; Fc fusie eiwit geélueerd in een 4-6 ml fractie met
35 mM BisTris pH 6,5, 400 mM NaCl. In dit stadium was het eiwit 90% zuiver
en migreerde als een enkele band bij ongeveer 68 kD door SDS-PAGE. Voor
toepassing als een immunogeen en alle opvolgende assays, werd het materiaal
uitgewisseld door buffer in 26 mM HEPES pH 7,5, 1 mM EDTA, 1 mM DTT,
100 mM NaCl, 50% glycerol en als aliquots bij -80° C opgeslagen.

100 pl van een 4,5 pg/ml oplossing van gezuiverd MAACAM-IgG: Fc
fusie eiwit in Dulbecco's PBS werd geabsorbeerd aan 96 well Black Microfluor
*B" u-bodem (Dynex #7805)-platen overnacht bij 4°C. De MAdCAM gecoate
platen werden dan omgekeerd en overbodig vloeistof afgevloeid, voorafgaand
aan blokkeren bij 37°C gedurende ten minste 1 uur in 10% BSA/PBS. Gedu-
rende deze tijd werden gekweekte JY-cellen geteld onder toepassing van tryp-
taan-blauw exclusie (moet ongeveer 8x10 5 cellen per ml zijn) en 20x10 6 cel-
len/assay-plaat gepipetteerd in een 50 ml centrifugebuis. JY-cellen werden ge-
kweekt in RPMI11640-medium (Gibco), omvattende 2 mM L-glutamine en 10%
hitte-geinactiveerd foetaal bovineserum (Life Technologies #10108-165) en ge-
zaaid bij 1-2x10 5/ml elke 2-3 dagen om de kweek van differentiatie af te hou-
den. De cellen werden tweemaal gewassen met RPMI 1640-medium (Gibod)
omvattende 2 mM L-glutamine (Gibco) door centrifugatie (240g), de uiteinde-
lijke celpallet resuspenderende tot 2x10 ¢ cellen/ml in RPMI 1640 voor Calcei-
ne AM-lading. Calceine AM (Molecular Probes #C-3099) werd toegevoegd aan
de cellen als een 1:200 verdunning in DMSO (ca. uiteindelijke concentratie 5

uM) en de cellen werden beschermd tegen licht gedurende de duur van de in-
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cubatie (37°C gedurende 30 min). Gedurende deze cel incubatiestap werden de
antilichamen om te testen als volgt verdund: voor enkele dosis testen, werden
de antilichamen gemaakt tot 3 pg/ml (1 pg/ml uiteindelijk) in 0,1 mg/ml BSA
(Sigma#A3059) in PBS; voor volledige 1Cso-curves, werden de antilichamen
verdund in 0,1 mg/ml BSA/PBS, met 3 pg/ml (1 pg/ml uiteindelijk) de topcon-
centratie zijnde, dan verdunningen verdubbelende (1:2 ratio) over de plaat. De
laatste well van de rij werd toegepast voor het vaststellen van totale binding,
dus 0,1 mg/ml BSA in PBS werd toegepast.

Na blokkering, werd de plaatinhoud uitgeslagen en 50 pl antilicha-
men/controles toegevoegd aan elke well en de plaat geincubeerd bij 37°C gedu-
rende 20 min. Gedurende deze tijd werden calceine-geladen JY-cellen gewas-
sen eenmaal met RPMI 1640-medium 10% foetaal bovineserum omvattende en
eenmaal met 1 mg/ml BSA/PBS door centrifugatie, de laatste celpellet tot 1x10
6/ml in 1 mg/ml BSA/PBS resuspenderende. 100 pl cellen werden toegevoegd
aan elke well van de U-bodemplaat, de plaat gesealed, kort gecentrifugeerd
(1000 rpm gedurende 2 min) en de plaat daarna geincubeerd bij 37°C gedu-
rende 45 min. Aan het einde van deze tijd, werden de platen gewassen met een
Skatron-plaatwasser en fluorescentie gemeten toepassende een Wallac Victor 2
1420 multilabel reader (excitatie A485 nm, emmissie A535 nm telling vanaf
boven, 8 mm vanaf bodem van de plaat, gedurende 0,1 sec met normale emis-
sieopening). Voor elke antilichaamconcentratie, werd percentage adhesie tot
uitdrukking gebracht als een percentage van maximale fluorescentierespons in
de afwezigheid van een antilichaam minus fluorescentie geassocieerd met niet-
specifieke binding. De ICso-waarde wordt gedefinieerd als de anti-MAdCAM-
antilichaamconcentratie waarbij de adhesierespons verminderd is tot 50% van
de respons in de afwezigheid van anti-MAdCAM-antilichaam. Antilichamen
die in staat waren de binding van JY-cellen aan MAdCAM-IgG; Fc fusie te in-
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hiberen met een I1Cso-waarde < 0,1 pg/ml , werden beschouwd potente antago-
nistactiviteit te hebben en gingen voorts naar de MAACAM-CHO adhesieassay.

De ICso-waarden zijn opgesomd in tabel 2 (alle gegevenspunten gegeven in

pg/ml):

Tabel 2. Kd-, ka- en ka-waarden voor de interactie van MAdCAM met
het anti-MAdCAM-antilichaam 7.16.6 en 5 klonen daarvan verkregen.
* Geeft aan dat deze off rate-waarden net beneden de laagste limiet (5 x
10”6 871 ) voor BIAcore zijn. De affiniteits(KD)-waarden moeten daarom meer
10  accuraat worden geciteerd als:
<15pM (=5 x 1076/3.3 x 10 5) voor 7.16.6 en

<27.3pM (=5 x 1076/1.83 x 105) voor 7.16.6_V.

De off rates voor de andere vier antilichamen zijn binnen de grenzen van het

15 instrument.

Kd (ph) | 8) | ke(s") JiCyuing/imi)| sd |n

7465 73 33x10° | 242x10°%" 247 78 |8
7168 8 232 | 183x10° | sa27rx10® 342 7416
1166 V 162 1.53x10° | 249x10° “2 2093
7.16.6_VS 006 | 240x10° | 218x10* 582 512 | 6
7168 L 05 | 1.8x10° | 121x10° 356 0|8
7.16.6_LVS 19 | 194x10° | 231x10° B8 [184]s

De resultaten tonen dat de varianten MAdCAM nog steeds met hoge

20 affiniteit binden, hoog genoeg voor therapeutisch gebruik.

- 17.16.6,7.16.6_V, 7.16.6_S, 7.16.6_VS, 7.16.6_L en 7.16.6_LVS bonden
ook aan CHO-cellen MAdCAM tot expressie brengende, zoals gedetecteerd

door stroom-cytometry.
25
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De Kd-waarden getoond in tabel 2 werden vastgesteld door BIAcore, in
essentie zoals beschreven in voorbeeld II in WO 2005/067620, met de volgende

modificaties:

Monsterinjecties

10

15

Toegepaste stroomcellen: ofwel 2 met 1 als een referentie, of 4 met 3 als een

referentie

Stroomsnelheid: 100 pl/min

Injectietijd: 2 minuten

Wachten na injectie: 60 minuten (=dissociatietijd)

Injectierondes: drievoud van alle concentraties, plus zes injecties van blanco

buffer

Regeneratiewerkwijze
Oplossing/stroomsnelheid/injectietijd:

Geimmobiliseerd Regeneratiestroom- Injectietiyd
antilichaam Regeneratieoplossin& snelheid, uWl/min (voD)

7.16.6 50 mM fosforzuur 50 12 Seconden (10 pl)
7.16.6_V 60 mM fosforzuur 50 54 Seconden (45 pl)
7.16.6_S 4M magnesiumchloride 100 15 Seconden (26 pl)

7.16.6_VS 50 mM fosforzuur 50 12 Seconden (10-ul)
7.5 mM natriumhyy-
7.16.6_L droxide 50 6 Seconden (6 ul)
7.16.6_LVS 5 mM natriumhydroxide 50 6 Seconden (5 pl)

Stabilisatietijd na regeneratie: 5 minuten
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Voorbeeld 3: Immunohistochemiekleuring van cynomolgusweefsels met vari-
anten van 7.16.6

Immunohistochemie werd in essentie uitgevoerd zoals beschreven in
voorbeeld III in WO 2005/067620. De resultaten zijn opgesomd in tabel 3 be-

neden.
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Tabel 3: Samenvatting van kleuring van normale cynomolgusweefsels met anti-hMAdCAM 1/500 verdunning (ca. 0,3

pg/ml), 1 uur incubatie bij kamertemperatuur).

ltKleuringsin— E" ) Vergelijkende intensiteit van verschillende klonen met kloon 7.16.6
ensiteit kloonjiAleurings- )
Weefsel 7.16.6 atroon 7.16.6_LVS 7.16.6_L 7.16.6_ 7.16.6_S 7.16.6_VS |Neg. controle
Positieve kleuring
Tleum/Peyerse HEV (PP), vase. endotheel
{plaat (PP) 2-3+ (lamina propria-LP) = > = = = <<<
Coecum 3+ Vasc. endotheel (LP) = = = = = <<<
Sinus-omlijnende cellen
(marginale zone van
it 2-4+ witte pulp) < = = < < <<<
esenterische
ymfeknopen 4+ HEV = = = = = <<<
illaire lymfe- Dendritisch-achtige cellen
open spoor rond lymfoide follikels = = = = = <<<
Vasc. endotheel (venules
[Pancreas 1+ an exocrine lobuli) = = < = = <<<
Negatieve kleuring
Nier* 0 -- = S = = = =
Hart (ventrikel) 0 - = = = = = =
Thyl'Ol.d 0 —a— = = - = - -

Sterke kleuring in tubuli toe te schrijven aan niet-specifieke binding van het SEQundaire antilichaam en geinter-

preteerd als achtergrondruis.
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Voorbeeld 4: Karakterisering van gemodificeerde varianten van 6.22.2, 6.34.2,
6.67.1,6.77.1 en 9.8.2

Vergelijkbare werkwijzen toepassende als hier beschreven in voorbeeld
2 en aan gerefereerd aan W02005/067620, werden enige van de significant
potentiéle T-celepitopen 6.22.2, 6.34.2, 6.67.1, 6.77.1 en 9.8.2 beschreven in
tabel 1 gemodificeerd tot ocorsprongslijn door substitutie of deletie om te gene-
reren gezuiverd recombinant 6.22.2-mol_V (SEQ ID NO. 2), 6.34.2_mod_SSQ
(SEQ ID NO. 8), 6.67.1-mod_Y (SEQ ID NO. 14), 6.77.1-mod_AAS (SEQ ID NO.
22) en 9.8.2-mod_ARGAYH,D (SEQ ID NO. 36) ketenvarianten. De ICso-
potenties van de volgende mAbs naar verwezen als 6.22.2-mod_V (SEQ ID NO.
2 en 4), 6.34.2_mod_SSQ (SEQ ID NOs. 6 en 8), 6.67.1-mod_Y (SEQ ID NOs.
14 en 20), 6.77.1-mod_AAS (SEQ ID NOs. 22 en 24) en 9.8.2-mod_ARGAYH,D
(SEQ ID NOs. 36 en 38) in de MAACAM-IgG; Fc fusie: JY celbindingsassay
zijn gepresenteerd in tabel 4 vergeleken met hun oudertegenhanger 6.22.2,
6.34.2, 6.67.1, 6.77.1 en 9.8.2 mAbs. Alle gemodificeerde varianten behielden

vergelijkbare antagonistpotentie met hun ouder mAbs.

Tabel 4. Vergelijking van ICso-potenties van de 6.22.2, 6.34.2, 6.67.1,
6.77.1 en 9.8.2 gemodificeerde mAbs, 6.22.2-mod_V, 6.34.2_mod_SSQ,
6.67.1-mod_Y, 6.77.1-mod_AAS en 9.8.2-mod_ARGAYH,D respectievelijk
in de MAdCAM-IgGi Fc fusie: JY celbindingsassay

1Cea '
ICen L) SD n (ug/mt) S.0 n
8222 0.013 00109 4 6.22.22mod V 0.076 0.033 7
6.342 0013 0.0079 4 8.34.2-mod_SSQ 0.086 0.04 1
6671 0013 0.007M1 4 6.67.4-mod_Y 0.083 0.0256 6
6.77.4 0022 0.0045 4 6.77.1-mod_AAS 0.0486 0.0135 7
9.8.2 0.02  0.0047 4 9.8.2_ARGAYH,D 0.072 0.03 [}
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Sequenties:

De sequenties van de signaalpeptidesequentie (of de basen coderend
voor hetzelfde) worden aangegeven in kleine letter en onderstreept. De varia-
bele regio's zijn in hoofdletters. De constante regio's zijn in hoofdletters en on-
derstreept in de eiwitsequenties. Vetgedrukt zijn residuen gemodificeerd van

de oorspronkelijk beschreven sequenties (W02005/067620).

SEQ ID NO: 1

6.22.2-mod_V Zware keten nucleotidesequentie

51
1oL
151  GATOGCATGEC ACIGCSTCO0 CCAGGCTCCA GGCAAGRGGC TARAGTGSOT
201  GGCAGT@ATA TCGTATGATG GAAGTAATAA ATATTATGCA GACTCOGTGA
251  AGGUCCGATT CACCATCTCC AGAGACAAIT CCAAGAACAC GUTATATCTG
301 CAAATOUAACA GCCTGAGAGC CGAGGACACHS GCTGTATATT ACTOTGCGAG
351  AGKTCOCGAC TACTATTACS GTATGGACET CTGGGEGCCAA GGGACCACEG
401  TOACCGICTC CTCAGCTITCT ACCAAGGGCC CATCCGTCTIT CCCCCTGGCS
451  CCCYGCPCTA GARGCACCTC CGRGAGCACA GOGGOCCTGS GCTACCTORT
$01  CAAGGACTAC TTCCCCOAAC CCSTICACUGT GTCGIGGARC TCABGCOGCTC
553  TGACCAGCGG OGTGCACACC TTCCCAGCTG TCCTACAGTC CTCAGGACTC
601  TACTCCCTCA GCAGCGTAGT GACCUTGECCC TCCAGCAACT TOGGCACCCA
651  GACCPACACC TGCANCGTAG NPCACAAGCC CAGCARCACC ARGOTGGACA
701  AGACAGTTOA GCGCAAATGT TGTGTCOAGT GOCCACKETE CCCAGCACCA
751  CCTGYQGCAC GACOGTCAGT CTTCCEICTTC COCUCAARAC CCAAGGACAC
801 CCTTATGATC TCCOSGACCE CIGAGGTCAC GTGOSTGEIG GTOGAOGTOA.
851 GCCAOGAAGR CCCCGAGOTC CAGTTCARCT GOTACGTGGA CGGLGTGGAG
561 GTIGCATAATG CCAAGACAAA GCCACGGUAG GAGCAGTTCA ACAGCACGTT
951 CCCTGTOOTC AGCETICCICA CCUTTGTGUA CCAGRACTGO CTOAACGGCA
1001  AGOMYTACAA GTGCAAGATC TCCAACAAAG GOCTOCCAGC CCCCATCGAG
1052  ARAACTATCT CCAAAACCAA AGGGCAGCCC OGAGAACCAC AGGTGTACAC
1101  CCTGOCCCCA TOOOGGHAGG AGATGACCAA GAACCAGGIC AGCCTGACCT
1151 GOCTGRTCAA AGGCTTCTAC CCCAGOGACA TCGCCGYGGA GIGLCAGAGC
1201 ARTAROCAGC COGAGAACAA CTACAAGACC ACACCTCOCA TCLTCGALTC
1251  CGACGGETCC TTCTTCCTCY ACAGCAMGCT CACCGTEGAC AAGAGCAGET
1201  GGCAGCAGGE GAACCTCTTC TCRTGCICCG TGATGCATGA GGCTCTGCAC
1353  ARCCACTACA OGCAGAAGAG CCTCTCCCTG TCTCOGGGTA ARTGATAG
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SEQID NO: 2

6.22.2-mod_V Voorspelde zware keten eiwitsequentie

1
51
102

qlswvEl vallrgvged VOLVESGGGY VQPGRSLRLS CAASGFTFSS
:ﬁfllﬂﬂlw GRGLEWVAYI WYDGSNRYYA DSVKGRFTLS RDNSKNTLYL
QMNSLRAEDT AVYYCARDPG YYYGMDVWGO GTTVIVSSAS TRGPSVEFRPLA

PCSRSTSEST AALGCLVKDY FPEFVIVSWN JGALTSGVHT FPPAVIQSEGL
;g: YSLGSVVIVP_SSHFGIQTYT CHVDHKPSNT KVDETVERKC CVECPPCPAR
251  PVAGPOVPLF PPKPKDTLMI SRTPEVICUV VDVSHEDEBV QFNWIVDSVE
301  VENAKTKPRE BQVNSTFRVV SVLTVVHQDW LNGKEYKCKV SWKOLPAPIR
351 KTISKTKGQP REPQUYILEP SRERMTEMQV SLICLVRGFY PSDIAVEWES
401  NGQPENNYKT TPPMLDSOGS FFLYSKLTVD KSRWQOGNVE SCOVMHEALH
451  NHYIQKSLSL 9POK
SEQ ID NO: 3
6.22.2-mod-Kappa lichte keten nucleotidesequentie
1 atgttgceat cacaactcat tgggtttetg etgetebggg ttcoagetec
S1  cammatGAA ATTGTGCIGA CTCAGTCTCC AGACTTICAG TCTGTGACTC
101 CAAMAGRGAA AGTCACCATC ACCTGCCGGG CCAGTCAOGAG AATTGGIAGT
151  AGUTTACACT GGTACCAGCA GRAACCAGAT CAGTCTCCAA AACTCCTCAT
201  CAAGTATGCT PCOCAGTCCT TCTITAGGGGT CCCCTCGAGR TTCAGTGGCA
251 GTGGATCTGS GACAGATTTC ACCOTCACCA TCAATAGCCT GGAAGCTGAA
301 GATGCTGCAR CTTATTACTG TCATCAGAGT GGTCGTTTAC CGCTCACTTT
351  CGGOGUAGGG ACCARGGTAG AGATCAAACS AACTGTGGCT GCACCATCTG
401 TCTTCATCTT CCCGCCATCY GATGAGCAGT TGAAATCTGG ARCYGCCTCT
451 GTTGTGTGLT TGCTGAATAA CTTCTATCOCC AGAGAGGCCA AAGTACAGYG
501 QGANGGTGOAT AACGCCCTCOC AATCGGGTAA CTCCCAGGAG AGTGTCACAG
§51 AGCAGGACAG CRAGGACAGC ACCTACAGCC TCAGCAGCAC CCYGACGCTG
§01  AGCAAAGCAG ACTACGAGAA ACACAAAUIC TACGCCTGOG AAGTCACCCA
651  TCAGCGCCTG AGCTORCCOR TCACAAAGRG CTTCAACAGG GGAGRGTGT?
701  AGTGA
SEQ ID NO: 4

6.22.2-mod Voorspelde kappa lichte keten aminozuursequentie

1

51
1mm
151
201

wipeqligfl llwvpasrgR IVLTQSPDPQ SVIPKEKVTL TCRASQRIGH
SLENYQQKFD QSPKLLIKYA SQBFECVPSR FSGHGSGIOF TLYINILEAB
DAATYYCHQS GRLPLTPGGC TXVEIXKRIVA APSBVFIFPPS DRQLKAGTAS

RALQSCNEQR SVTEQOSKDS 2YSLISSTLTL
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SEQID NO: 5

6.34.2-mod Zware keten nucleotidesequentie

1

51
101
- A5
20t
25%
3ot
351
401
451
$01
S$51
601
851
701
151
801
851
901
951
1001
1051
1101
1181
1201
1251
13901
1351
1401

SEQ ID NO: 6

6.34.2-mod Voorspelde zware keten aminozuursequentie

1
s51
101
151
201
251
301
as1
401
451

‘uefqlawvi) vallrgvgeQ VQLVESGGAV VOPGRSLRLS CAASGFTFSS

YGMBHYROAP GRGLEWVAVI SNDGNNKYYA DSVEGRPTIS RDNSKNTLYL
QMNSLRARDT AVYYCARDST AITYYYYGMD VYNGQGTTVTV SSASTHGPSV
FPLAPCSRST SBSTAALGCL VKDYFPRPVT VSWNSGALTS GVHTPPAVLO
S80LYSLSSV VIVPSSNFGT QTYTCHVDHK PSNTKVDKTV BRKCCVECPP
CPAPPVAGHS VFLFPPRPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE DPRVOFNWYV
DGVEVENAKT XPRERQRNST FRVVSVLIVV KODWLNGKBY KCKVSNKGLP
APIEKTISKYT KQQPREPQVY TLPPSREEMT KNOVSLTICLYV KGPYPSDIAV
ENESNOQPEN WYRTTPPMLD SDGSPPLYSK LTVDXSRNQD GNVPSCSVMI

BALHNHYTOK SLSLEPGK
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SEQID NO: 7
6.34.2-mod_SSQ Kappa lichte keten nucleotidesequentie

51
10
151
201 2
351 TCAGTGOTAG TGGATCTUGG ACAGATTTCA CTCTCACCAT CAGTTCTCIG
301  CAACCTGAGG ATTTTGCAAC TTACTACTGT CACCAGAGTT ACAGTCTCCC
3S1  ATTCACTTTC GGOCCTGGGA CCAAMGTGUA TATCAARCGA ACTGTGGCTG
401  CACCATCTOT CTTCATCTTC COGCCATCIC ATGRGCAGTT GAARTCTGGA
451  ACTGCCTCTG FIGTGTGCCT GCTGAATAAC TTCTATCCCA GAGAGGCCAR
S01  AGTACAGTGG AAGGTGOATA ACGCCCTCCA ATCGGGTAAC TCCCRGARGA
S51 GIOICACAGA GCAGGACAGC AAGGACAGCA CCTACAGCCT CAGCAGCACC
601  CTGACGCTGA GCAAAGCAGA CTACGAGAAA CACARAGICT ACGCCTGOGA
651  AGTCACCCAT CAGGGCCTGA GCTCGCCOST CACRAAGAGC TTCARCAGGS
701 GMIAGTGTTA GTGA

SEQ ID NO: 8
6.34.2-mod_SSQ Voorspelde kappa lichte keten eiwitsequentie

1 wdmrvpagll gildlwlrga roDIOQMTQSP SSLSASVGDR VTITCRASQS
51  ISSYLNWNYQD XEGKAPKLLI YAASSBLEQGY PSRFEGSGSG TDFTLTISSL

101 QPEDPATYYC HQSYSLPFTY GPGTRVDIKR TVAAPSVEIF PPSDBOLRSG
151  TASWCLLNE FYPREAKVON KVDNALQSON SQBSVTRODS KDSTYSLSST
. 301 %4 HEVYACEBVTH PYTKS
SEQ ID NO: 9:

6.34.2-mod_ QT Kappa lichte keten nucleotidesequentie

3
Si
1ot
181
201
251
301
351
403
452
501
551
601
651
701
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SEQ ID NO: 10

6.34.2-mod_QT Voorspelde kappa lichte keten eiwitsequentie

1
51
101
151
201

11 gllllw rcDIQMIQSP SSLSASVGDR VTITCRASQS
ISSYLNWYQQ XPGKAPKLLI YAASCLEKROV PSRFSGSGSG TDFTLTISSL
QPEDPATYYC mmm omvatu W

SEQ ID NO: 11
6.34.2-mod_SSQ, QT Kappa lichte keten nucleotidesequentie

51
101
151
20

GCTCCIGATC TATGCTGURY CCAOTITGM TCAGGAGGTC CCATCACGGT

251 TCAGTUOTAG TCEATCIGGE ACAGATTTICA CTCTCACCAT CAGITCTCTO
301 CARCCIGAGS ATTTTOCAAC TTACTACTGT CAGCAGAGTT ACAGTACECC
351 RITCACTTTC GGOCCTGGGN CCAAAGTGGA TATCAAAOGA ACTGYIGGCTC
401 CACCATCIGT CTICATCITC CCGCCATCTG ATGAGCAGTT GAAATCTGGA
451 ACTGCCTCTS TIGTCIGCCT GCTGAATARC TTCTATCCCA GAGAGGCCAA
501 AGTACAGTGG AAGGTGGATA ACGCCCTCCA ATCGGOTAAL TCCCAGGRAGA
1111 GIGTCACAGA ACAGAACAGC AAGGACAGCA CCTACAGCCT CAGCAGCALS
601 CTGACGCTOA GCRAAGCAGA CTACGAGAAR CACAAAGTCT ACGOCTGCGA
651 AGTCACCCAT CACGGCCTIGA GOTOROCKAY CACAAAGAGC TTCAACAGGG
701 GAGAGIGTTA GIGA
SEQ ID NO: 12

6.34.2-mod_ SSQ, QT Voorspelde kappa lichte keten eiwitsequentie

51
102
152
201

admrvpeqll gilliwlrga rcODIONTQEP BSLSASVODR VEITCRASQS
ISSYLAMYOQ XPGKAPKLLI YAASSLSQGV PSRFEGSGSG TDFILTISSL

QPRDFATYYC QQSYSTPHTP GRGTKVDIKR TV 7 _PoSD
TASVVCLLIN FYPREAKVOW KVDHALOSCN SONSVTBQDS KDSTYSLSST

LTLSKADYRK HKVYACEVIH QQLSSPVTXS FRRGRC
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SEQ ID NO: 13

6.67.1-mod Zware keten nucleotidesequentie

S1
101
151
201
asi
30
351
101
451
S01
551
601
651
70
751
8o
851
901
951

1002
1051
1101

1151 -

1201
1251
1301
1351
1401

CATGAGGCTC TGCACAACCA CTACACGCAG AAGAGCCTCT CCCTOTCICC
GGGTAARTGA TAG

SEQ ID NO: 14

6.67.1-mod Voorspelde zware keten aminozuursequentie

akhlwfflll vaaprwvlsQ VOLOBSGPGL VRPSBTLSLT CIV8ansS188
urmmm CEOLENICRY YTEGSTNSHP SLRGRVIMEBV DISKHQFSLK
LSSVIAADTA VYYCARDRIT IIRGLIPSFF DYWGQGTLVI VSSASTRGPS
VPPLAPCSRE TSRSTAALGC LVEDVEPRDV TVSHNSGALT SGVHTPRAVL
QSSGLYSISS VVIVPSENSG TYTYTCHVDH KDGNTKVDKT VERKCCVRCE
PCWWMP mx.mnsx D'I'H‘IMPR VTCVVVDVSII Qﬂ!ﬂlﬂ!!

pumsx 'rm ggg YTLPPSRBEN 'rgg\_rsx.m VRGFYPSDIA
B_MNYKTTPPML. DSDOBFFLYS KLTVDKSRWQ (GMVFSCSVM

memn KSLSLSPOK
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SEQ ID NO: 15
6.67.1-mod_Y Kappa lichte keten nucleotidesequentie

1 atggtqtiqc agacccaggt cttcatttct ctgttgetcot ggatctetgg
S1 tgectacggqg GACATCOIGA TGRCCCAGTC TCCAGACTCC CTGGCTEYAT
103 CYCTGGOCGA GAGSGCCACT ATCAACTGCA AGTCCAGOCA GAGTGTITTA
151  TACASCTCCA ACAATANGAA CTACTTAGCT TGOFPACCAAC AGANACCAGG
201 ACAGCCTCCT ARATTGCICA TITACTGOGC ATCEATACGG GAATATGOCS
251 TCOCTGACOG ATTCAGTOSC AGCICETCTC GGACAGATTT CACTCICACC
301 ATCACCAGCC TGCAGGCTGA AGATGTGGCA GTTTATTATT GTCAACAATA
351  TTATAGTATT OCTCCOOCTCA CTTTOGGOGE MSGOACCAAG GTGGAGATCA
401 AACGAACTST SGCTGCACCA TCIGTICTTCA TCTTCCOGCC ATCTGATGAG
451 CAGITGAMAT CTGGAACTIGC CTCIGTTGTG TGCCTGCTGA ATAACTITTA
501 TCCCAGAGRS GCCAAAGTAC AGTGGRAMIGT GGATAMGCOC CTCCAATOGG
551 GYAACTCOCA SGAGAGTOIC ACAGAGCAGG ACAGCARGGA CAGCACCTAC
€01 AGCCTCAGCA GCACCCTGRAC GCTGAGCAAA GCAGACTACS AGRRACACAR
€51  AGTCTACGCC TGCGAMGTCA CCTATCAGGE CCTGAGCTOS CCOGTCACAR
701  RGAGCTTCAA CAGGOGAGAG TGTITAGTGA

SEQ ID NO: 16

6.67.1-mod_Y Voorspelde kappa lichte keten aminozuursequentie

81
01
151}
201

avlqtqvEis 11lwisgayg DIVMTQSPDS LAVSLOERAT INCKSSQSVL
YSSHNRNYLA WYQQKPGQPP KLLIYWASIR EYOVPDRPSG S8GSGTDETLT
xsamrm mewnm wmcaaerx wrw SVPIFPPEOR




SEQ ID NO:

1

17

6.67.1-mod_TAP Kappa lichte keten nucleotidesequentie

SEQ ID NO:

18

6.67.1-mod_TAP Voorspelde kappa lichte keten aminozuursequentie

1
3 §
101
151
201

mylgtgveis 1llwisgayg DIVMIQSPDS LAVSLGERAT INCRESQSVL
YESNBXNYLA WYQOKPGQPY MLLIYWASIR BYGVPDRFSG 8GSGTDYFTLY
ISSLOARDVA LTPGGSTK VEIXRTVAAD SUPIFPPSDE

VDN KDSTY

YL OSUGNSORS

> DS
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SEQ ID NO: 19
6.67.1-mod_Y,TAP Kappa lichte keten nucleotidesequentie

51
101 GAGGGCCACC ATCARCTGCA AGTCCAGCCA GAGTGITITA
151 TACAGCTCCA ACAATANGAA CTACTTAGCT TGCTACCARC AGRAACCAGG
201 ACAGSCCTOCT ARATTGCOTCA TTTACTGGGC ATCTATACGG GRATATCGGG
251 PTCCCTGACDG ATTCAGTGGC AGCGGOTCTE GRACAGATIT CACTCTCACC

351 TTATAGTACC CCP---CTCA CITTOGGOGE AGCGACCAAG GTGOAGATCA
401  ARCGAACTGT GGCIGCACCA TCTOTCITCA TCITOCCGCC ATCTGRATGAS
451 CAGTIGAAAT CTGGAACTGC CTCTGTTGIN TGCCTGCTGA ATAACTTICTA
501 TOCCAGAGAG GCCAAMGTAC AGTGGAAGOT GGATARCGCC CTCCARTOGE
551 GTAACTCOCA GGAGAGTITC. ACAGAGCAGG ACARGCAAGGA CAGCACCTAC
601  AGCQLTCAGCA GCACCCTGAC GCTGAGCAAR GCAGRCTACQG AGARACACAA
$51 AGTCTACGCC TGOGAAGTCA CCCRTCAGGM CCTCAGCTCOG CCCGTCACAA
701 AGRGCITCAR CRGGGGAGAG TGITAGTGA

SEQ ID NO: 20
6.67.1-mod_Y,TAP Voorspelde kappa lichte keten aminozuursequentie

i fiw 1llwi DIVNTQSPDS LAVSLGBRAT INCKSSQSVL
51  YBSKNRIYLA WYQQKPOUQPP KLLIVHASIR EYCVPDRFSG SGSGTDFTLT
101 ISSIQMEDYA VYRCQOQYYST P-LTWX VBIRRWAAP SVFIPPPSDB
151 ; BK
201
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SEQ ID NO: 21

6.77.1-mod_AS Zware keten nucleotidesequentie

GIGATGCATG AGGCTCIGCA CAACCACTAC ACGCAGAAGA GCCTCTCCCT
GTCTCCAGHAT AARTGATAG

SEQ ID NO: 22

6.77.1-mod_AS Voorspelde zware keten eiwitsequentie

1
51
101
151
201
251
ic1
3%
401
4S1

melglywvfl vailegvgeR VOLVESGGGL VKPGGSLRLS CAABGRTFSS
YOIOAIVROAP GKGLBWVSSI SSSSSYIYYA DSVNGRPTIS RONAKNSLYL
OMVSLRAEDT AVYYCARDGY SSGH-YYYYY GMDVHGQOTT VIVSSASTKG
PSVFPLAPCS RETSESTAAL GCLVEDYPRZ PVTVSWNSGA LTSGVRTFPA
VLOSSGLYSYL SEVVTVPSSH SGTOTYTCHV DHKPSNTEVD KTVERKCCVR
CPPCPAPPVA GPSVPLFPEK PKDTIMISRT PBVICVVVDV SHEDPEVOFN
WYVDGVEVIN AKTKPREEQF BSTPRVVEVL TVVHODILNG KEYKCKVSNK
GLPLPIBRTY SKTROQPREP QUYTLPPSRE BMTINQVSLT CLVRGEYPSD

IAVEWRENG) PENNYKTTPP MLOSDGSFFL YSKLTVDKSR WQOGNVPSCS
VHHEALHMHY TOKSLSLIPG K
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SEQ ID NO: 23
6.77.1-mod Kappa lichte keten nucleotidesequentie

1

51

101

151 CITAGTCGATC CAAAGACCYA TITGAATTGG TACCTGCAGA AGCCCGGCCA
201 GOCTOCACAS CTCCIGATCT ATGAAGTITTC CAACOSGITC TCIGGAGIGC
2581 CAGACAGGTT CAGIGGCAGC GEETCAGGGA CAGATTTCAC ACTGAMAATC
a0 ABCOIGATCE AGGCTGAGGA TGTTOCGCIT TATTACIGCA TOCAMGTAT
351 ACACCTTATC TGCAGTITIG GOCASGGAAC CAAGCTOGAG ATCAAACGAA
401 CTOIGGCTEC ACCATCTISTC TTCATCTTCC CGCCATCIGA TOAGCAMITIC
451 AAATCTGOAA CTECCTCIOT TGTCTGCCTC CTGAATAACT TCTATCCCAG
501 ABAGGCCARAA GTACROTOCA AGGTGGATAA CGCOCCTCCAA TCGOGGTAACT
s51 COCAGGAGAS TOTCACAGAS CAGGACASCA ABGACAGCAL CTACAGCCTC
601 AGCAGCADCC TGACGCIGAG CARAGCAGAC TACGAGAARC ACAAARGTCTA
851 COCCTGOBAN CTCACCCATC AGGBOCTGRG CTOGCODGTC ACAAGAGCT
7032 TCAACAGGOG AGAGTGTTAG TGA

SEQ ID NO: 24

6.77.1-mod Voorspelde kappa lichte keten aminozuursequentie

1
51
101
151
201

. aripaqllgl lmlwipgssa DIVMIQTPLS LSVIPGQPAS ISCKSSQSLL

LSDGRTYLHN YIQKPOQPPQ LLIYEVSNRF SQVPDRPSGS GSGTDFTLXI
SRVEARDVGY YSCMQSIQLM SSPOOGTXLE IKRTVAAPSV PIEPPSDEQL
KSGTASYVCL LENFYPRBAK VOWXVDNALQ SGNSQESVTE QDSKDSTYSL
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SEQ ID NO: 25

7.16.6 Zware keten nucleotidesequentie

1
52
102
151
201
251
301
351
401
as1
501
551
601
651
201
751
801
851
901
951
1001
1081
1101
1151
1301
1251
1301
1351
1403

CCAGCOCCCA TUBAGARAAC CATCTOCARA ACCAMGGGC AGCCCCGAGA
ACCACAGUTG TACARCCCTOC CCCCATOCCE GGAGGAGATG ACCAAGMACC
AGGTCAGCCT GACCTGCCTG GPCAARGGCT TCTACOCCAG CGACATOGCC
TCCCATGCTG GACTCCGACG CCTICCTYCIT CCTCTACAGC AAGCTCACCS
TOGACAMIAGC CAGETGGTAG CTAGGGGAACG TCTTICTCATG CTCCGTGATG
CATGACOCTE TGCACAACCA CTACACGCAG ARGABCCTCT COCTOTETCC
GOGTAAATGA

SEQ ID NO: 26

7.16.6 Voorspelde zware keten eiwitsequentie

s1
301
151
201
251
301
351
401
451

mdwtwsilfl vaga VQLWQSGARY KKPGASVKVS CKASOYTFTS
YEINAUROAR SVYSCHNIRYA QKVQCRVTMT ADTSTSTAYM
mmsnm i\m assm)mm D‘WWT VSSASTKGES

YDGYBVHNAK THPREEQFNS TYRVVSVLTV VHOUMLNGKE YRCKVENNKGL
PAPIRKTISK TKOQPREDQV YTLPPSREEM TRNQVSLTCL VKGEYPSDIA

VEWESNGOPE MNYKTTPPML, DSOGSFPLYS KUTVDXSRWO QGNVFSCSUM
HEALRNEYTO KSLSLSPGK




SEQ ID NO: 27

.76

7.16.6_ L. Zware keten nucleotidesequentie

5
101
151
201
251
k13§
351
401
451
501
551
501
651
101
%51
801
951
201

1001
1051
1101
1152
1201
1251
1301
1352
1402

SEQ ID NO: 28

7.16.6_L: Voorspelde zware keten eiwitsequentie

SL
10l
151
201
251
301
351
401
452

mdwtwnilfl vasatgahsQ VOLVOSGARV KKPGASVKVS CHASCYTFTS
YGINWVRQAF GQULEBWMGRI BVYSGNTNYA QKLQGRVIHYT ADTGTSTAYM
DLRSLRSDDT AVYYCAREBGES SSSGDYYYGN DVRGQGTTVT VSBASTHGPS

PAPTEKTIOK TROQPREROV YTLPPSREEN TKNQVELTCL VRGFYDSDIA
VEWZGHGOPE BNYKTTPDWL DSDGSFFLYS KLTVDKSRWQ QGHVYSCSVM
70

v

HEALENHYTQ KSLSLIPGK
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SEQ ID NO: 29
7.16.6_V Kappa lichte keten nucleotidesequentie

51

101

152

201  GCCTOCACAG CTCCTGATCT ATGAAGTTTC CAACOGGTTIC TCTGRRETGC
251 CRGATRGGIT CAGTOGCAGC GGGTCAGGGA CRGATTTCAC ACTGARAATC
301 AGCOGGGTGE AGGCTOAGGA TGTTOGGETT TATTACTGCA TGCAAMATAT
351 ACMICTTOCO TGAACGTIOS GCCRACGGAC CAAGGTGGAA ATCAAACGAA
401  CTGTGGCTOC ACCATCTGTC TTCATCTTCC COCCATCTGA TAGAGCACTTG
4512 ARMTCTGGAA CTGOCTICIGT TOITGTGOCTE CIGAATAACT TCTATCCCAS
S0X  AGAGGOCAAA GTACAGIGGA AGGTGIATAA QGCCCTCCAA TOOGGYAACT
851 CCCAGGABAG TUTCACAGAG CAGGACAGCA AGGACAGCAC CTACAGCCTC
601  AGCAGCACCC TGACGCTOAS CAAAGCAGAC TACGAGAMRC ACAANITCTA
651  CGCCTGCOAR OTCACCCATC AGGGCCTOAG CTCGOCCOTC ACAAAGAGCT
701  TCARCAGGGS AGAGTOTTAG TOA

SEQ ID NO: 30

7.16.6_V Voorspelde kappa lichte keten eiwitsequentie

51
101
151
203

mrelpsallgl lalwipgssa DIVHTQTPLS LGVTPGQPAS ISCKSSQSLL
RTOCTTYLYW YLQKPGQPPQ LLIYBVSNRF SGVPDRFSGS GSGTDFILKI

SRVBAEDVOY YYCWONIOLP YPGQOTKVE I KRTYAPGY FTPPPEOBOL

DSTYSL
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SEQ ID NO: 31
7.16.6_S Kappa lichte keten nucleotidesequentie

51

101 CCOCTGGACA GCOGGOCTOC ATCICCTIGCA AGICTAGTCA GRGCCTCCTG
151 CATACTGAYTS GAACGACCTA TTITGTATTGG TACCTGCAGA AGOCAGGOCA
201 GOCTOCNACAG CTCCTGATCT ATGAAGTITC CAACCOGSTTC TCTGGAGTGC
251 CAGATAGGTT CAGTGGCAGC GGGTCAGGGA CAGATTTCAC ACTGARAATC
301 AGCUBGGTGG AGGCTGAGGA TETTGGGATT TATTACIGCA TGCAAAGTAT
351 ACARGCTTCOG TGGAOGTTCG GUCARGGGAC CAAGGTGGAR ATCARACGAA
401 CTGTGGCTGC ACCATCTOTC TTCATCTTCC OGCCATCIGA TGAGCAGTIC
451  AAATCTGGAA CTGCCTCTGT TCTCTGCCTS CTGUAATAACT TCTATCCCAG
501  AGAGGOCAAA GTACAGTGGA AGGTGGATAA OGCCCTCCAA TCGGOTAACT
563 OCCAOGAGAG TOPCACAGAG CAGGACAOUA RGGACAGCAC CTACAGOCTC
601  AGCAGCACCC TGACGCTGAG CAAAGCAGAL TACGAGARAC ACAAAGTCTA
651 CGCCTGOGAR GTCACCCATC AGGGCCIGAG CTOGOCORTC ACANAGAGCT
01 TCAACAGOEG AGRGTGCTTAG TGA
SEQ ID NO: 32

7.16.6_S Voorspelde kappa lichte keten eiwitsequentie

51
101
151
201

mripagllgl lmlwipgssa DIVMTQTPLS LSVTPGQPAS ISCKSSQSLL
HIDGTTYLYW YLQKPGODPPQ LLIYEVSNRF SGVPDRFSGS GSGTDFTLKE
SRVEABDVOI YYCHQAIOLD wrmoerm Impsv HM
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SEQ ID NO: 33
7.16.6_VS Kappa lichte keten nucleotidesequentie

51

102

151 CATACTGATS GARCGACCTA TTTCTATICG TACCTGCAGA AGCCAGGOCA
201 GCCTCCACAC CTCCTGATCT ATGAMITITC CAACCGGTTC TCICOAGTGC
251 CRGATACGTT CAGYGGCRGC SGGTCAGEGA CAGATTICAC ACTGAAARTC
301 AGOOGGETCS AGGCTGAGGA TGTTCOGETT TATTACTGCA TACAMAGTAT
351 ACAGCTTCOS TGGACGTTCG GCCAAGGGAC CAMGGTGGAR ATCAARCGAA
401 CTGIGGCTGC ACCATCTGETC TTCATCTETOC CGCCATCTGA TGAGCASTTG
451  AARTCTGGAA CTGCCTCTGT TOTCTGCCTG CTGAATAACT TCTATCCCAG
501 AGAGGOCAAA GTACAGTGOR AGUTGGATAA CGCCCYCCAR TOGUCTAACT
§51 COCMIGAGAG TCTCACAGAG CAGGACASCA AGGACMICAC CTACMICCTC
§01  AGCAGCACOCC TGACGCTGAG CAMGCAGAC TACGRGAMAC ACAANGTCTA
§51 CGOCYGOGAA GTCACTCATC AGGGCCTOAG CTOROCOETC ACANAGAGCT
701 TCRACACGGG AGAGTGTTAG TGA

SEQ ID NO: 34

7.16.6_VS Voorspelde kappa lichte keten eiwitsequentie

1
51
101
151
201

mrlnggl.lgl llllwi& DIVIETQTPLS LSVTPGEQPAS ISCKSSQSLL
HETDCTTYLYR YLQKPGQPPQ LLIVEVENRF SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI
SRVBARDVOV YYCMOSIOLE WIFGOGTKVE IKRTVAARSV FIFPPSDROL
KSGTASVVCL, LNMPYPRRAX VQURVDNALQ SGNBQESVTE QDSKDSTYSL

SETITLSKAD YRKHKVYACK VTHQGLSSPV TKSFNRGEC
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SEQ ID NO: 35
9.8.2_ARGAYH, D Zware keten nucleotidesequentie

1
51
10)
151
201
251
300
3s:
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
112
851
1091
10861
1101
1151
1201
1251
1301
1351

AGGGGANTGCT CTTCTCATGC TCOGTGATGC ATGAGGCTCT GCACAACCAC
TACACACAGA AGRCSCCTCTC CCTGTCTCTS GGTAAATGA

SEQ ID NO: 36
9.8.2_ARGAYH, D Voorspelde zware keten eiwitsequentie

1
51
101
51
201
281
301
351
401
451

wofglswvil vallrgvgoQ VOLVESGOGY VPGRSLRLS CAASGFTIFSS
YRMWVROAP GKOLEWVAVI WYDGENEYYA DSVRGRPFTIS RINSRNTLYL
QMNBLRAEDT AVYYCA---- -PDYWGQGTL VIVSEASTKG PGVFPLAPRCS
RSTSESTAAL GCLVKDYFPE PVIVEWNBOA LTSGVHTEPA VIQSSGLYSL

SSYVIVESES LOTRTYTCRY DEKPSKTEVD KRVESKYGPP CPSCHAPEPL
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SEQ ID NO: 37
9.8.2_mod Kappa lichte keten nucleotidesequentie

1 atggacatga gggtccctqo teagotootyg gggotectge tgototggot
- 51 ctesgtogea gqegecagat QrGACATOCA GATGACCCAG TCICCRTCCT
101 CCCTGTCTGC ATCTGTAGGA GRCAGAGTCA CCATCACTTG CCAGGOGAGY
151 CAGGACATTA GCAACTATIT AAATTGOTAT CACCAGABAC CAGGGAAAGC
201 CCCTAAGCTC CTGATCTACG ATGCATCCAR TTTGGAAACA GGAGTOCCAT
251 CAMGOTTCAG TOGAAGTGGA TCTGGGACAG ATTITACTTT CACCATCAGC
301 AGOCTGCAGC CTGAAGATAT TGCAACATAT TCCTGTCAAC ACTCTGATAA
351 TCTCATCACC TTCOGCCAGG GGACACGACT GGAGATTAAR CGMACTOTGG
401 CIGCACCATC TGTCITCATC TYCCOGOCAT CTGATGAGCA GTTGRAATCT
451 . GGAACTGCCT CIGTTGIGIG CCTOCTGAAT AACTTCTATC CCRAGRGAGGC
501 CAAAGTACRAG TGGAMGSTGG ATAROGCCCT OCRATOGGOT AACTCCCARG
551 AGARGTOTCAL AGAGCAGGAC RAGCAMGGACA GCACCTACAG CCTCAGCAGC
601 ACCCTGRCGC TGAGCARGGC AGACTACXIAG AAACACAAAG TCTAOGCTTG
651 OGAAGTCACC CATCAGGGCC TGAGCTINOC COGTCACANAG AGCTTCAACA
701 GGGGAGAOTSG TTAGTGA

SEQ ID NO: 38

9.8.2_mod Voorspelde kappa lichte keten eiwitsequentie

1
51
10
151
201

1032132

mdmrvpagll glllliwlsva garcDIQMTQ SPSSLBASVG DRVTITCQAS
QDISHYLNNY QUKPGRAPKL LIYOASNLET GVPSRFSGSG S8GTDFTFTLIS

SLQQBDII\TY SQBSB!!LI‘I' WIK R‘I‘VMPSVPI PEPSDEQLKS
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Conclusies
1. Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of anti-

geen bindend gedeelte daarvan, geselecteerd uit de groep bestaande uit:

(a) een antilichaam omvattende de variabele regio van de zware keten van
6.22.2-mod_V (SEQ ID NO: 2);

(b) een antilichaam omvattende de variabele regio van de lichte keten van
6.34.2-mod_SSQ, 6.34.2-mod_QT, of 6.34.2-mod_SSQ,QT (SEQ ID NOs.: 8, 10,

12);

(©) een antilichaam omvattende de variabele regio van de lichte keten van

6.67.1-mod_Y, 6.67.1-mod_TAP, of 6.67.1-mod_Y,TAP (SEQ ID NOs.: 16, 18,
20);

d) een antilichaam omvattende de variabele regio van de zware keten van
6.77.1-mod_AS (SEQ ID NO: 22),

(e) een antilichaam omvattende de variabele regio van de zware keten van
7.16.6_L (SEQ ID NO: 28); of

§3) een antilichaam omvattende de variabele regio van de lichte keten van
7.16.6_V, 7.16.6_S of 7.16.6_VS (SEQ ID NOs: 30, 32, 34);

) een antilichaam omvattende de variabele regio van de lichte keten
7.16.6_V, 7.16.6_S of 7.16.6_VS (SEQ ID NOs: 30, 32, 34) en de variabele regio
van de zware keten van 7.16.6_L (SEQ ID NO: 28); of

(h) een antilichaam omvattende de variabele regio van de zware keten van
9.8.2_ARGAYH,D (SEQ ID NO: 36).
@) een antilichaam omvattende de variabele regio van de lichte keten van

9.8.2-mod (SEQ ID NO: 38).

2. Het antilichaam of gedeelte volgens conclusie 1, geselecteerd uit de

groep bestaande uit:

1032132
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(a) een antilichaam omvattende de variabele regio's gecodeerd door de nu-
cleinezuursequenties uiteengezet in SEQ ID NO: 1 en SEQ ID NO: 3;

(b) een antilichaam omvattende de variabele regio's gecodeerd door de nu-
cleinezuursequenties uiteengezet in SEQ ID NO: 5 en SEQ ID NOs: 7, 9 of 11;
(© een antilichaam omvattende de variabele regio's gecodeerd door de nu-
cleinezuursequenties uiteengezet in SEQ ID NO: 13 en SEQ ID NOs: 15, 17 Qf
19;

(d) een antilichaam omvattende de variabele regio's gecodeerd door de nu-
cleinezuursequenties uiteengezet in SEQ ID NO: 21 en SEQ ID NO: 23;
() . een antilichaam omvattende de variabele regio's gecodeerd door de nu-

cleinezuursequenties uiteengezet in SEQ ID NOs: 25 of 27 en SEQ ID NOs:
29, 31 of 33; of
® een antilichaam omvattende de variabele regio's gecodeerd door de nu-

cleinezuursequenties uiteengezet in SEQ ID NO: 35 en SEQ ID NO: 37.

3. Het monoklonaal antilichaam of gedeelte volgens conclusie 1 of conclu-
sie 2, waarin het antilichaam is geselecteefd uit de groep bestaande uit:

(a) een antilichaam omvattende de variabele regio's van de aminozuurse-
quenties uiteengezet in SEQ ID NO: 2 en SEQ ID NO: 4, zonder de signaalse-
quenties;

(b) een antilichaam omvattende de variabele regio's van de aminozuurse-
quenties uiteengezet in SEQ ID NO: 6 en SEQ ID NOs: 8, 10, of 12, zonder de
signaalsequenties;

(© een antilichaam omvattende de variabele regio's van de aminozuurse-
quenties uiteengezet in SEQ ID NO: 14 en SEQ ID NOs: 16, 18, of 20, zonder
de signaalsequenties;

(d) een antilichaam omvattende de variabele regio's van de aminozuurse-
quenties uiteengezet in SEQ ID NO: 22 en SEQ ID NO: 24, zonder de signaal-

sequenties;
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(e) een antilichaam omvattende de variabele regio's van de aminozuurse-
quenties uiteengezet in SEQ ID NOs: 26 of 28 en SEQ ID NOs: 30, 32 of 34,
zonder de signaalsequenties; of

® een antilichaam omvattende de variabele regio's van de aminozuurse-
quenties uiteengezet in SEQ ID NO: 36 en SEQ ID NO: 38, zonder de signaal-

sequenties.

4. Het antilichaam of gedeelte volgens een van conclusies 1-3, geselec-
teerd uit de groep bestaande uit:

(a) een antilichaam gecodeerd door de nucleinezuursequenties uiteengezet
in SEQ ID NO: 1 en SEQ ID NO: 3;

(b).  een antilichaam gecodeerd door de nucleinezuursequenties uiteengezet
in SEQ ID NO: 5 en SEQ ID NOs: 7, 9 of 11,

(© een antilichaam gecodeerd door de nucleinezuursequenties uiteengezet
in SEQ ID NO: 13 en SEQ ID NOs: 15, 17, of 19;

(d) een antilichaam gecodeerd door de nucleinezuursequenties uiteengezet
in SEQ ID NO: 21 en SEQ ID NO: 23; |

() een antilichaam gecodeerd door de nucleinezuursequenties uiteengezet
in SEQ ID NOs: 25 of 27 en SEQ ID NOs: 29, 31, of 33; of

® een antilichaam gecodeerd door de nucleinezuursequenties uiteengezet
in SEQ ID NO: 35 en SEQ ID NO: 37.

5. Een monoklonaal antilichaam of gedeelte van een van conclusies 1-4,

waarin het zware keten C-terminale lysine is gekliefd.

6. Toepassing van het antilichaam of antigeen-bindende gedeelte van een

van conclusies 1-5 als een medicament.
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1. Toepassing van het antilichaam van een van conclusies 1-5 voor de
vervaardiging van een medicament voor de behandeling van een ziekte die

MAdJdCAM-gemedieerde adhesie van leukocyten met zich meebrengt.

8. De toepassing van conclusie 7, waarin de ziekte een inflammatoire
ziekte is.
9. De toepassing van conclusie 7, waarin de ziekte is geselecteerd uit in-

flammatory bowel disease, leverfibrose, graft-versus-host-ziekte, uveitis, ence-
falitis, insuline-afhankelijke diabetes.

10. De toepassing van conclusie 9, waarin inflammatory bowel disease de

ziekte van Crohn of ulceratieve colitis is.

11. Een farmaceutische samenstelling omvattende het antiliéhaam of anti-

geen-bindende gedeelte van een van conclusies 1-5 en een farmaceutisch ac-

ceptabele drager of excipiént.

12. Een werkwijze voor behandeling van inflammatoire ziekte in een pati-
ent die het nodig heeft, omvattende de stap van het toedienen aan genoemde
patiént van het monoklonale antilichaam of antigeen-bindende gedeelte daar-

van volgens een van conclusies 1-5.

10321321
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Octroolaanvrage Nr.:

ONVOLLEDIG ONDERZOEK

AANVULLINGSBLAD C NO 135771
NL 1032132

Ofschoon de conclusies 6 en 12 gericht zijn op een methode voor het
therapeutisch behandelen van het menselijk of dierlijk 1ichaam, is het
vooronderzoek uitgevoerd op basis van de veronderstelde werking van de
verbinding/samenstelling.




Octroolaanvrage Nr.:

NO 135771
NL 1032132

GEBREK AAN EENHEID VAN UITVINDING

AANVULLINGSBLAD B

De Instantie voor Nieuwheidsonderzoek heeft vastgesteld dat deze aanvrage meerdere uitvindingen bevat,
te weten:

1. conclusies: la, 2a, 3a, 4a (geheel) en 5-12 (gedeeltelijk).

Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of
anti-geen bindend gedeelte daarvan, omvattende de variable
regio van de zware keten van 6.22.2-mod_V (SEQ ID NO: 2); de
medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

2. conclusies: 1b, 2b, 3b, 4b en 5-12 (gedeeltelijk).

Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of
antigeen bindend gedeelte daarvan, omvattende de variable
regio van de lichte keten van 6.34.2-mod_SSQ (SEQ ID NO: 8);
de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

3. conclusies: 1b, 2b, 3b, 4b en 5-12 (gedeeltelijk).

Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of
antigeen bindend gedeelte daarvan, omvattende de variable
regio van de lichte keten van 6.34.2-mod_QT (SEQ ID NO: 10);
de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

4. conclusies: 1b, 2b, 3b, 4b en 5-12 (gedeeltelijk).

Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of
antigeen bindend gedeelte daarvan, omvattende de variable
regio van de Tichte keten van 6.34.2-mod_SSQ,QT (SEQ ID NO:
12); de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

5. conclusies: 1c, 2¢, 3c, 4c en 5-12 (gedeeltelijk).

Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of
antigeen bindend gedeelte daarvan, omvattende de variable
regio van de lichte keten van 6.67.1-mod_Y (SEQ ID NO: 16);
de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

6. conclusies: 1c, 2c, 3c, 4c en 5-12 (gedeeltelijk).

bladzijde 1 van 3
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De Instantie voor Nieuwheidsonderzoek heeft vastgesteld dat deze aanvrage meerdere uitvindingen bevat,
te weten:

Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of
antigeen bindend gedeelte daarvan, omvattende de variable
regio van de lichte keten van 6.67.1-mod_TdeltaP (SEQ ID NO:
18); de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

7. conclusies: 1lc, 2c, 3c, 4c en 5-12 (gedeeltelijk).

Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of
antigeen bindend gedeelte daarvan, omvattende de variable
regio van de 1ichte keten van 6.67.1-mod_Y,TdeltaP (SEQ ID
NO: 20); de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

8. conclusies: 1d, 2d, 3d, 4d (geheel) en 5-12 (gedeelteldjk).

Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of
antigeen bindend gedeelte daarvan, omvattende de variable
regio van de zware keten van 6.77.1-mod_ S (SEQ ID NO: 22);
de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

9. conclusies: le (geheel) en 1g, 2e, 3e, de, 5-12 (gedeeltelijk).

Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of
antigeen bindend gedeelte daarvan, omvattende de variable
regio van de zware keten van 7.16.6-mod_L (SEQ ID NO: 28);
de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

10. conclusies: 1f, 1g, 2e, 3e, 4e en 5-12 (gedeeltelijk).

Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of
antigeen bindend gedeelte daarvan, omvattende de variable
regio van de lichte keten van 7.16.6-mod_V (SEQ ID NO: 30);
de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

11. conclusies: 1f, lg, 2e, 3e, 4e en 5-12 (gedeeltelijk).

Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of
antigeen bindend gedeelte daarvan, omvattende de variable
regio van de lichte keten van 7.16.6-mod_S (SEQ ID NO: 32);
de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

bladzijde 2 van 3
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De instantie voor Nieuwheidsonderzoek heeft vastgesteld dat deze aanvrage meerdere uitvindingen bevat,
te weten:

12. conclusies: 1f, 1g, 2e, 3e, 4e en 5-12 (gedeeltelijk).

Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of
antigeen bindend gedeelte daarvan, omvattende de variable
regio van de lichte keten van 7.16.6-mod_VS (SEQ ID NO: 34);
de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

13. conclusies: lh (geheel) en 2f, 3f, 4f, 5-12 (gedeeltelijk).

Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of
antigeen bindend gedeelte daarvan, omvattende de variable
regio van de zware keten van 9.8.2_ RGAYH,D (SEQ ID NO: 36);
de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

14. conclusies: 1i (geheel) en 2f, 3f, 4f, 5-12 (gedeeltelijk).

Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of
antigeen bindend gedeelte daarvan, omvattende de variable
regio van de lichte keten van 9.8.2-mod (SEQ ID NO: 38); de
medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

Het vooronderzoek werd tot het eerste onderwerp beperkt.

bladzijde 3 van 3
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Onderdeel | Basis van de Schriftelijke Opinie

1. Deze schriftelijke opinie is opgesteld op basis van de meest recente conclusies ingediend voor aanvang van het
onderzoek.

2. Met betrekking tot nucleotide enjof aminozuur sequenties die genoemd worden in de aanvraag en relevant
zijn voor de uitvinding zoals beschreven in de conclusies, is dit onderzoek gedaan op basis van:

a. type materiaal:
sequentie opsomming
O tabel met betrekking tot de sequentie lijst
b. vorm van het materiaal:
O op papier
& in elektronische vorm
¢. moment van indiening/aanlevering:
[0 opgenomen in de aanvraag zoals ingediend
0 samen met de aanvraag elektronisch ingediend

X later aangeleverd voor het onderzogk
3. O In geval er meer dan één versie of kopie van een sequentie opsomming of tabel met betrekking op een
sequentie is ingediend of aangeleverd, zijn de benodigde verklaringen ingediend dat de informatie in de
latere of additionele kopieén identiek is aan de aanvraag zoals ingediend of nist meer informatie bevatten
dan de aanvraag zoals corspronkelijk werd ingediend.

4. Overige opmerkingen:

NL2378 (July 2006)



Aanvraag nr.:

SCHRIFTELIJKE OPINIE NL1032132

Onderdeel Il Vaststellig nieuwheid, inventiviteit en industriéle toepasbaarheid niet mogelijk

De vraag of de uitvinding in de aanvraag nieuw, inventief en industrieel toepasbaar is, wordt niet behandeld in
deze schriftelijke opinie met betrekking tot:

0 de gehele aanvraag

® conclusies 1b-i, 2b-f, 3b-f, 4b-f (all completely) and 5-12 (all partially); 6 and 12 (with respect to industrial
applicability)

omdat:

B deze aanvraag of deze conclusies 6 and 12 (with respect to industrial applicability), betrekking hebben
op materie waarvoor het niet zinvol is een schriftelijke opinie op te stellen.

Zie aparte bladzijde

0O de beschrijving, figuren of deze conclusies , , zo onduidelijk zijn dat het niet zinvol is een schriftefijke
opinie op te stellen.

0 deze conclusies , onvoldoende steun vinden in de beschrijving waardoor het niet zinvol is een
schriftelijke opinie op te stellen.

& geen onderzoek naar de stand van de techniek is uitgevoerd voor deze conclusies 1b-i, 2b-f, 3b-f, 4b-f (all
completely) and 5-12 (all partially).

O een zinvolle schriftelijke opinie niet opgesteld kon worden omdat de sequentie opsomming niet beschikbaar
was in het juiste formaat, of in het geheel niet beschikbaar was (WIPO ST25).

O esn zinvolle schriftelijke opinie niet opgesteld kon worden zonder de tabellen met betrekking tot de
sequentie opsommingen; of deze tabellen waren niet beschikbaar in elektronische vorm.

O Zie aparte bladzijde

Onderdeel IV De aanvraag heeft betrekking op meer dan één uitvinding

. Vastgesteki is dat de octrooiaanvraag betrekking heeft op meer dan één uitvinding.
Zie aparte bladzijde

. Het onderzoek naar de stand van de techniek is beperkt tot de eerstgenoemde uitvinding in de conclusies en
betreft:

O alle conclusies

& conclusies: (zie nieuwheidsrapport)

NL237B (July 2006)
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Onderdeel V  Gemotiveerde verklaring ten aanzien van nieuwheid, inventiviteit en industriéle
toepasbaarheid

1. Verklaring
Nieuwheid Ja: Conclusies 1a, 2a, 3a, 4a, 5-12
Nee: Conclusies
Inventiviteit Ja: Conclusies
Nee: Conclusies 1a, 2a, 3a, 4a, 5-12
Industriéle toepasbaarheid Ja: Conclusies 1a, 2a, 3a, 43, 5, 7-11

Nee: Conclusies

2. Citaties en toelichting:

Zie aparte bladzijde

Onderdee! VI Andere grecileerde documenten

Andere geciteerde openbaarmakingen
Zie aparte bladzijde

O Niet schriftelijke openbaarmakingen

Onderdeel VIl  Overige opmerkingen

De volgende opmerkingen met betrekking tot de duidelijkheid van de conclusies, beschrijving, en figuren, of met
betrekking tot de vraag of de conclusies nawerkbaar zijn, worden gemaakt:

Zie aparte bladzijde
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SECTION HlI

Claims 6 and 12 relate to a method of treatment of the human or animal body by surgery
or therapy. Consequently, no opinion will be formulated with respect to the industrial
applicability of the subject-matter of these claims.

SECTION IV
UNITY
The present application lacks unity for the following reasons:

The technical problem to be soived by the present application is to provide anti-MAdCAM
antibodies which are less immunogenic than murine anti-MAJCAM antibodies when used
in humans.

The proposed solutions are:

I Claims 1a, 2a, 3a, 4a (all completely) and 5-12 (all partially):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAACAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variable regio van de zware keten van
6.22.2-mod_V (SEQ ID NO: 2); de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

Il Claims 1b, 2b, 3b, 4b (all completely) and 5-12 (all partially):
Een monoklonaal antilichaam dat specifieck MAJCAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variable regio van de lichte keten van
6.34.2-mod_SSQ (SEQ ID NO: 8); de medische toepassing van dit antilichaam en
een farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

il Claims 1b, 2b, 3b, 4b (all completely) and 5-12 (all partially):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAJCAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variable regio van de lichte keten van
6.34.2-mod_QT (SEQ ID NO: 10); de medische toepassing van dit antilichaam en
een farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

IV Claims 1b, 2b, 3b, 4b (all completely) and 5-12 (all partially):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variable regio van de lichte keten van
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6.34.2-mod_SSQ,QT (SEQ ID NO: 12); de medische toepassing van dit antilichaam
en een farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

V  Claims 1¢, 2¢, 3c, 4c (all completely) and 5-12 (all partially):
Een monokionaal antilichaam dat specifiek MAJCAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variable regio van de lichte keten van
6.67.1-mod_Y (SEQ ID NO: 16); de medische toepassing van dit antiichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

VI Claims 1¢, 2¢, 3c, 4c (all completely) and 5-12 (all partially):
Een monoklonaal antilichaam dat specifieck MAJCAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variable regio van de lichte keten van
6.67.1-mod_TAP (SEQ ID NO: 18); de medische toepassing van dit antilichaam en
een farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

Vil Claims 1c¢, 2¢, 3¢, 4c (all completely) and 5-12 (all partially):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variable regio van de lichte keten van
6.67.1-mod_Y,TAP (SEQ ID NO: 20); de medische toepassing van dit antilichaam en
een farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

Vil Claims 1d, 2d, 3d, 4d (all completely) and 5-12 (all partially):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAJCAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variable regio van de zware keten van
6.77.1-mod_AS (SEQ ID NO: 22); de medische toepassing van dit antilichaam en
een farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

IX Claims 1e (completely) and 1g, 2e, 3e, 4e, 5-12 (all partially):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAACAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variable regio van de zware keten van
7.16.6-mod_L (SEQ ID NO: 28); de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

X Claims 1f, 1g, 2e, 3e, 4e and 5-12 (all partially):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAACAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variable regio van de lichte keten van
7.16.6-mod_V (SEQ ID NO: 30); de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

Xl Claims 1f, 1g, 2e, 3e, 4e and 5-12 (all partially):
Een monoklonaa!l antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variable regio van de lichte keten van
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7.16.6-mod_S (SEQ 1D NO: 32); de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

Xl Claims 1f, 1g, 2e, 3e, 4e and 5-12 (all partially):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAACAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variable regio van de lichte keten van
7.16.6-mod_VS (SEQ ID NO: 34); de medische toepassing van dit antilichaam en
een farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

XIll Claims 1h (completely) and 2f, 3f, 4f, 5-12 (all partially):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAJCAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variable regio van de zware keten van
9.8.2_ ARGAYH,D (SEQ ID NO: 36); de medische toepassing van dit antilichaam en
een farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

XIV Claims 1i (completely) and 2f, 3f, 4f, 5-12 (all partially):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAJCAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variable regio van de lichte keten van 9.8.2-mod
(SEQ ID NO: 38); de medische toepassing van dit antilichaam en een farmaceutische
samenstelling omvattende dit antilichaam.

To solve the problem of immunogenicity the application provides human monoclonal anti-
human MAdCAM antibodies, whereas the prior art (D1 to D3) discloses murine or rabbit
monoclonal anti-human MAJCAM monoclonal antibodies. Thus, the present antibodies
differ from the prior art antibodies in that they are human antibodies. However, "human
antibodies" cannot be considered as a special technical feature, since it is within the
common knowledge of the skilled person that human antibodies are less immunogenic
than murine antibodies when used in human, and the production of human antibodies to a
known antigen is a routine procedure. Moreover, D4 already mentions the medical use of
human anti-MAJCAM antibodies and further mentions that human antibodies can be
produced by using transgenic animals or phage display. The different entities do not have
another special technical feature in common. Hence, the subject-matter of the claims is not
so linked as to form a single inventive concept and defines 14 different inventions. Only the
first invention has been searched, and therefore, also the present opinion is limited to the
first invention.

SECTION V

1 PRIOR ART
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1.1 Reference is made to the following documents:

D1: WO 96/24673 A (LEUKOSITE INC [US]; BRISKIN MICHAEL J [US]; RINGLER
DOUGLAS J [US]; PI) 15 August 1996 (1996-08-15) (cited in the application)

D2: WO 99/58573 A (GENENTECH INC [US]) 18 November 1999 (1999-11-18)

D3: LEUNG EUPHEMIA ET AL: "Bioassay detects soluble MAdCAM:-1 in body fluids"
IMMUNOLOGY AND CELL BIOLOGY, vol. 82, no. 4, August 2004 (2004-08),
pages 400-409, XP002417044 ISSN: 0818-9641

D4: WO 01/78779 A2 (MILLENNIUM PHARM INC [US]; GENENTECH INC [US];
BRETTMAN LEE R [US]; FO) 25 October 2001 (2001-10-25) (cited in the
application)

1.2 Document D1 discloses murine monoclonal anti-human MAJCAM antibodies
(Example 2) and the use of these antibodies to inhibit cell adhesion in vitro. D1
further discloses the therapeutic use of anti-mouse MAdCAM antibodies in a
murine colitis model (whole document).

1.3 Document D2 discloses rabbit monoclonal anti-human MAdCAM (amino acid
residues 1-567) antibodies and the use of said antibodies in
immunohistochemistry. D2 further claims anti-MAJCAM antibodies for treating
hepatic disorders (whole document).

1.4 Document D3 discloses murine monoclonal anti-human MAdCAM antibodies. Said
antibodies block T-cell adhesion in vitro (whole document).

1.5 Document D4 relates to the treatment of a disease associated with leukocyte
infiltration of mucosal tissues, e.g. inflammatory bowel disease (page 2, line 21 -
page 3 line 19). D4 mentions the use of human anti-human MAdCAM-1 antibodies
in said treatment (page 23, lines 15-24) and indicates how human antibodies can
be produced (page 9, lines 25-31).
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2 NOVELTY
2.1 None of the cited documents discloses an anti-MAdCAM antibody comprising the

3.1

3.2

variable region of SEQ ID NO: 2, therefore the subject-matter of claims 1a, 2a, 3a,
4a (all completely) and 5-12 (all partially) is novel over the cited prior art.

INVENTIVE STEP

Document D1 is regarded as being the closest prior art to the subject-matter of
claims 1a-4a and 5-12.

Claims 1a-4a and 6-12 differ from document D1 in that the anti-MAdCAM antibody
is a human antibody and not a murine antibody. The effect of the difference is that
the human antibodies are expected to be less immunogenic than murine
antibodies when used in human. The problem to be solved by the present invention
may therefore be regarded as to provide anti-MAdCAM antibodies which are less
immunogenic than murine antibodies when used in humans. It falls, however,
within the general knowledge of the person skilled in the art to prepare and use
human antibodies for the treatment of humans. Furthermore, document D4 aiready
suggests to use human anti-MAdCAM antibodies for treating inflammatory bowel
disease and indicates how to prepare human antibodies. Therefore, the
preparation and medical use of human anti-human MAdCAM monoclonal
antibodies does not involve an inventive step. The present application aims at
providing modified human anti-MAdCAM antibodies which are even less
immunogenic than the unmodified human antibodies. However, there is no
comparative technical evidence in the application that shows that the modified
antibodies are indeed less immunogenic or that the present antibodies have
another unexpected effect. Therefore, the present antibodies do not show a
surprising effect and the claimed solutions are mere arbitrary solutions which do
not involve an inventive step.
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3.3 The dependent claim 5 does not appear to contain any additional features which in
combination with the features of claim 1 involve an inventive step as the relevant
subject matter falls within the knowledge and ability of the skilled person.

3.4 Thus, the present application does not meet the criteria of patentability, because
the subject-matter of claims 1a-4a and 5-12 does not involve an inventive step.

4 INDUSTRIAL APPLICABILITY

4.1 Claims 6 and 12 relate to a method of treatment of the human/animal body by
surgery/therapy. Consequently, their subject-matter is not susceptible of industrial
application. Claims to a compound for first use in medical treatment and the use of
such a compound for the manufacture of a medicament for a new medical
treatment (claims 7-10) may be allowed.

SECTION VI

The examination has been based on the assumption that the claimed priority is valid for all
claims. However, if this is not the case, then the following document would become
relevant for claims 1-12:

WO 2005/067620 A2 (PFIZER [US}; ABGENIX INC [US]; PFIZER LTD [GB]; PULLEN
NICHOLAS [GB];) 28 July 2005 (2005-07-28)

SECTION Vil

1 CLARITY AND SUPPORT

1.1 The heavy chain in claim 1 is not clearly defined since it is only defined by an

internal designation. The corresponding SEQ ID NO is provided within parentheses
and is therefore only optional and not limiting the scope of the claims. To render
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claim 1 clear, the parentheses should be removed.

1.2 The therapeutic application in the medical use claim 7 is functionally defined by a
mechanism of action which does not allow any practical application in the form of a
defined, real treatment of a pathological condition. Since the disease to be treated

is not clearly defined, claim 7 lacks clarity.

1.3 Thus, claims 1 and 7 are not clear.
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DEEL Il

De conclusies 6 en 12 betreffen een chirurgische of therapeutische behandelings-
methode van het menselijk of dierlijk lichaam. Dientengevoige wordt geen opinie
gegeven met betrekking tot de industriéle toepasbaarheid van de materie van deze
conclusies.

DEEL IV

EENHEID
Onderhavige uitvinding ontbeert eenheid om de volgende redenen:

Het door onderhavige aanvraag op te lossen technische probleem is het voorzien in
anti-MAJdCAM antilichamen die bij gebruik bij de mens minder immonugeen zijn dan de
muriene anti-MAdCAM antilichamen.

De voorgestelde oplossingen zijn:

| De conclusies 1a, 2a, 3a, 4a (alle volledig) en 5-12 (alle gedeeltelijk):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdACAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variabele regio van de zware keten van 6.22.2-
mod_V (SEQ ID NO: 2); de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

I De conclusies 1b, 2b, 3b, 4b (alle volledig) en 5-12 (alle gedeeitelijk):
Een moncklonaal antilichaam dat specifiek MAACAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variabele regio van de lichte keten van 6.34.2-
mod_SSQ (SEQ ID NO: 8); de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

Il De conclusies 1b, 2b, 3b, 4b (alle volledig) en 5-12 (alle gedeeltelijk):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAACAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variabele regio van de lichte keten van 6.34.2-
mod_QT (SEQ ID NO: 10); de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

IV De conclusies 1b, 2b, 3b, 4b (alle volledig) en 5-12 (alle gedeeltelijk):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAACAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variabele regio van de lichte keten van 6.34.2-
mod_SSQ,QT (SEQ ID NO: 12); de medische toepassing van dit antilichaam en
een farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.
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V  De conclusies 1¢, 2¢, 3¢, 4c (alle volledig) en 5-12 (alle gedeeltelijk):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAJCAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variabele regio van de lichte keten van 6.67.1-
mod_Y (SEQ ID NO: 16); de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

VI De conclusies 1¢, 2¢, 3¢, 4c (alle volledig) en 5-12 (alle gedeeltelijk):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAJCAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variabele regio van de lichte keten van 6.67.1-
mod_TAP (SEQ ID NO: 18); de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

VIl De conclusies 1¢, 2¢, 3c, 4c (alle volledig) en 5-12 (alle gedeeltelijk):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAACAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variabele regio van de lichte keten van 6.67.1-
mod_TAP (SEQ ID NO: 20); de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

VIl De conclusies 1d, 2d, 3d, 4d (alle volledig) en 5-12 (alle gedeeltelijk):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variabele regio van de zware keten van 6.77.1-
mod_AS (SEQ ID NO: 22); de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

IX De conclusies 1e (volledig) en 1g, 2e, 3e, 4e, 5-12 (alle gedeeltelijk):
Een monokionaal antilichaam dat specifiek MAACAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variabele regio van de zware keten van 7.16.6-
mod_L (SEQ ID NO: 28); de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

X De conclusies 1f, 1g, 2e, 3e, 4e en 5-12 (alle gedeeltelijk):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiesk MAJCAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variabele regio van de lichte keten van 7.16.6-
mod_V (SEQ ID NO: 30); de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

X! De conclusies 1f, 1g, 2e, 3e, 4e en 5-12 (alle gedeeltelijk):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAACAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variabele regio van de lichte keten van 7.16.6-
mod_S (SEQ ID NO: 32); de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

Xl De conclusies 11, 1g, 2e, 3e, 4e en 5-12 (alle gedeeltelijk):
Een monoklonaal antilichaam-dat specifiek MAACAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variabele regio van de lichte keten van 7.16.6-
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mod_VS (SEQ ID NO: 34); de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

Xill De conclusies 1h (volledig) en 2f, 3f, 4f, 5-12 (alle gedeeltelijk):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAJCAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variabele regio van de zware keten van
9.8.2._ARGAYH,D (SEQ ID NO: 36); de medische toepassing van dit antilichaam
en een farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

XIV De conclusies 1i (volledig) en 2f, 3f, 4f, 5-12 (alle gedeeltelijk):
Een monoklonaal antilichaam dat specifiek MAdCAM bindt, of antigeen bindend
gedeelte daarvan, omvattende de variabele regio van de lichte keten van 9.8.2.-
mod (SEQ ID NO: 38); de medische toepassing van dit antilichaam en een
farmaceutische samenstelling omvattende dit antilichaam.

Om het probleem van de immunogeniteit op te lossen voorziet de aanvraag in
menselijke monoklonale antimenselijke anti-MAdCAM antilichamen, terwijl de stand van
de techniek (D1 - D3) muriene of konijnmonoklonale antimenselijke anti-MAdCAM
antilichamen openbaart. Derhalve verschillen onderhavige antilichamen in zoverre van
antilichamen volgens de stand van de techniek dat dit menselijke antilichamen zijn.
“Menselijke antilichamen” kunnen echter niet als een specifiek technisch kenmerk
worden beschouwd, aangezien het voor deskundigen algemeen bekend is dat
menselijke antilichamen minder immunogeen zijn dan muriene antilichamen wanneer
deze bij mensen worden gebruikt, en de productie van menselijke antilichamen tot'een
bekend antigeen een routineprocedure is. Bovendien vermeldt D4 reeds het medisch
gebruik van menselijke anti-MAJCAM antilichamen en vermeldt voorts dat menselijke
antilichamen kunnen worden geproduceerd met behulp van transgene dieren of
faagweergave. De verschillende entiteiten hebben geen ander specifiek technisch
kenmerk gemeen. Derhalve is de materie van de conclusies niet zodanig gekoppeld dat
dit één inventief concept vormt en definieert 14 verschillende uitvindingen. Uitsluitend
de eerste uitvinding is doorzocht, waardoor onderhavige opinie zich beperkt tot de
eerste uitvinding. '

DEEL V
1 STAND VAN DE TECHNIEK
1.1 Er wordt verwezen naar de volgende documenten:

D1: WO 96/24673 A (LEUKOSITE INC [US]; BRISKIN MICHAEL J [US]; RINGLER
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DOUGLAS J [US]; Pi) 15 augustus 1996 (1996-08-15) (genoemd in de aanvraag)

D2: WO 99/58573 A (GENENTECH INC [US]) 18 november 1999 (1999-11-18)

D3: LEUNG EUPHEMIA ET AL: “Bioassay detects soluble MAdCAM-1 in body fluids”
IMMUNOLOGY AND CELL BIOLOGY, vol. 82, no. 4, augustus 2004 (2004-08),
pagina’s 400-409, XP002417044 ISSN: 0818-9641

D4: WO 01/78779 A2 (MILLENIUM PHARM INC [US]; GENENTECH INC [US];
BRETTMAN LEE R [US]; FO) 25 oktober 2001 (2001-10-25) (genoemd in de
aanvraag)

1.2 Document D1 openbaart muriene monoklonale antimenselijke anti-MAdCAM
antilichamen (Voorbeeld 2) en het gebruik van deze antilichamen om celadhesie in
vitro te remmen. Voorts openbaart D1 het therapeutisch gebruik van antimuis
antilichamen in een murien colitismodel (gehele document).

1.3 Document D2 openbaart konijn monoklonale antimenselijk anti-MAdCAM
(aminozuurresiduen 1-567) antilichamen en het gebruik van genoemde
antilichamen binnen de immunohistoscheikunde. Voorts openbaart D2 anti-
MAAJCAM antilichamen voor het behandelen van hepatische stoornissen (gehele
document).

1.4 Document D3 openbaart muriene monokionale antimenselijke MAJCAM
antilichamen. Genoemde antilichamen blokkeren T-celadhesie in vitro (gehele
document).

1.5 Document D4 betreft de behandeling van een ziekte in verband met de infiltratie
van leukocyten van slijmvliesweefsel, bv. een intestinale ontstekingsziekte (pagina
2, regel 21 — pagina 3, regel 19). D4 vermeldt het gebruik van menselijke anti-
MAJCAM-1 antilichamen in genoemde behandeling (pagina 23, regels 15-24) en
geeft aan hoe menselijke antilichamen geproduceerd kunnen worden (pagina 9,
regels 25-31).

2 NIEUWHEID
2.1 Geen van genoemde documenten openbaart een anti-MAdCAM antilichaam
omvattende de variabele regio van SEQ ID NO: 2, derhalve is de materie van de

conclusies 1a, 2a, 3a, 4a (alle volledig) en 5-12 (alle gedeeltelijk) nieuw ten
opzichte van genoemde stand van de techniek.
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3 INVENTIVITEIT

3.1 Document D1 wordt beschouwd als de stand van de techniek die de materie van
de conclusies 1a-4a en 5-12 het dichtst benadert.

3.2 De conclusies 1a-4a en 6-12 verschillen in zoverre van document D1 dat het anti-
MAdCAM antilichaam een menselijk antilichaam en geen murien antilichaam is.
Het gevolg van het verschil is dat de menselijke antilichamen bij gebruik bij de
mens naar verwachting minder immunogeen zijn dan muriene antilichamen. Het
door onderhavige uitvinding op te lossen probleem kan derhalve worden be-
schouwd als het voorzien in anti-MAdCAM antilichamen die bij gebruik bij de mens
minder immunogeen zijn dan muriene antilichamen. Voor deskundigen valt echter
het bereiden en gebruiken van menselijke antilichamen voor de behandeling van
mensen binnen de algemeen kennis. Voorts stelt document D4 reeds voor
menselijke anti-MAdCAM antilichamen te gebruiken voor de behandeling van
intestinale ontstekingsziekten en geeft aan hoe deze menselijke antilichamen te
bereiden. Derhalve behelst het bereiden en het medisch gebruik van menselijke
anti-MAdCAM monoklonale antilichamen geen inventiviteit. Onderhavige aanvraag
beoogt te voorzien in gemodificeerde menselijke anti-MAdCAM antilichamen die
nog minder immunogeen zijn dan de niet-gemodifibeerde menselijke antilichamen.
De aanvraag vermeldt echter geen vergelijkend technisch bewijs waaruit blijkt dat
de gemodificeerde antilichamen inderdaad minder immunogeen zijn of dat
onderhavige antilichamen een ander onverwacht effect hebben. Derhalve
vertonen onderhavige antilichamen geen verrassend effect en zijn de oplossingen
volgens de conclusies veelal willekeurige oplossingen die geen inventiviteit
betreffen.

3.3 De onafhankelijke conclusie 5 lijikt geen aanvullende maatregelen te bevatten die
in combinatie met de maatregelen van conclusie 1 inventiviteit betreffen,

aangezien de materie binnen de kennis en vaardigheden van deskundigen valt.

3.4 Derhalve voldoet onderhavige aanvraag niet aan de criteria van octrooieerbaar-
heid, omdat de materie van de conclusies 1a-4a en 5-12 geen inventiviteit
betreffen.

4 INDUSTRIELE TOEPASBAARHEID

4.1 De conclusies 6 en 12 betreffen een chirurgische of therapeutische behandelings-
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wijze voor het menselijk/dierlijk lichaam. Dientengevolge valt de materie daarvan
buiten het kader van industriéle toepassing. Conclusies die betrekking hebben op
een samenstelling voor het eerste gebruik in een medische behandeling en het
gebruik van deze samenstelling voor de productie van een geneesmiddel voor een
nieuwe medische behandeling (conclusies 7-10) kunnen toegestaan zijn.

DEEL VI

Het onderzoek was gebaseerd op de aanname dat de prioriteit volgens de conclusies
geldt voor alle conclusies. Wanneer dit echter niet het geval is, dan zou het volgende
document relevant zijn voor de conclusies 1-12:

WO 2005/067620 A2 (PFIZER [US]; ABGENIX INC [US); PFIZER LTD [GB]; PULLEN
NICHOLAS [GB];) 28 juli 2005 (2005-07-28)

DEEL Vili
1 DUIDELIJKHEID EN ONDERSTEUNING

1.1 De zware keten in conclusie 1 wordt niet duidelijk gedefinieerd, aangezien deze
uitsluitend door een interne aanduiding wordt gedefinieerd. Het corresponderende
SEQ ID NO wordt tussen haakjes gegeven en derhalve uitsluitend optioneel en
niet beperkend voor het bereik van de conclusies. Om conclusie 1 duidelijk te
maken moeten de haakjes worden verwijderd.

1.2 De therapeutische toepassing in het medisch gebruik [volgens] conclusie 7 wordt
functionee! gedefinieerd door een werkingsmechanisme dat geen praktische
toepassing in de vorm van een gedefinieerde, daadwerkelijke behandeling van
een pathologische conditie toestaat. Aangezien de te behandelen aandoening niet
duidelijk gedefinieerd wordt, is conclusie 7 niet duidelijk.

1.3 Derhalve zijn de conclusies 1 en 7 niet duidelijk.
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