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DESCRIPCION

Uso de biomarcadores para evaluar el tratamiento de trastornos inflamatorios gastrointestinales con antagonistas de
la integrina beta7

La presente invencién se refiere a métodos para evaluar el efecto, la eficacia, la seguridad y / o la dosificacion de
agentes terapéuticos (o farmacos), como los antagonistas de la integrina beta7, para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias gastrointestinales. En particular, la presente invencion se refiere a métodos de uso del
nivel de linfocitos residentes en intestino 0 en la sangre periférica de un paciente, el nivel de ocupacion de un
farmaco sobre los linfocitos residentes en intestino, y / o el nivel de los receptores de la integrina beta7 en linfocitos
residentes en intestino como indicadores ("biomarcadores") del efecto, la eficacia, la seguridad y / o la dosificacion
de agentes terapéuticos tales como antagonistas de la integrina beta7 para el tratamiento de trastornos inflamatorios
gastrointestinales. Tales métodos incluyen, por ejemplo, la evaluacion de la capacidad de respuesta de un paciente
al tratamiento de un trastorno gastrointestinal con un antagonista de la integrina beta7, utilizando uno o mas de estos
biomarcadores. Adicionalmente, la presente invencién proporciona métodos de uso de tales biomarcadores para
disefar un tratamiento farmacoldgico y / o régimen de dosificacion, o para el pronéstico.

Antecedentes de la invencién

Con el fin de proteger el cuerpo contra sustancias extranas, las células del sistema inmune circulan a través del
cuerpo a través de la sangre periférica y se alojan en los ganglios linfaticos y los tejidos donde se concentra el
antigeno. En general, hay dos sistemas distintos de residencia, la residencia periférica y la residencia en mucosa,
que proporcionan la inmunidad, ya sea a los antigenos sistémicos o de las mucosas. Las células inicialmente
activadas en sitios gastrointestinales se alojaran preferentemente en tejidos de la mucosa y los nodos linfaticos. Por
contra, las células que se activan en los ganglios linfaticos periféricos viajan preferentemente a los sitios periféricos.
(Butcher et al., Adv Immunol (1999)). Las células en circulacion entran en los ganglios linfaticos y tejidos intestinales
por extravasacion a través de las vénulas endoteliales altas (HEV). Esto ocurre a través de interacciones entre
moléculas de adhesion en la superficie de los linfocitos y los receptores (adresinas) en las HEV. (Butcher et al., Adv
Immunol (1999)).

Las integrinas son receptores de la superficie celular heterodiméricos alfa / beta implicados en numerosos procesos
celulares desde la adhesion celular a la regulacion de genes (Hynes, R.O., Cell, 1992, 69: 11-25; y Hemler, M.E.,
Annu. Rev. Immunol., 1990, 8: 365-368). En el sistema inmune, las integrinas estan implicadas en el trafico de
leucocitos, la adhesion e infiltracién durante los procesos inflamatorios (Nakajima, H. et al, J. Exp. Med., 1994, 179:
1145-1154). La expresioén diferencial de las integrinas regula las propiedades adhesivas de las células y diferentes
integrinas estan implicadas en diferentes respuestas inflamatorias. (Butcher, C.E. et al., Science, 1996, 272: 60-66).
Las integrinas que contienen beta7 (es decir, alfadbeta7 y alphaEbeta7) se expresan principalmente en monocitos,
linfocitos, eosinofilos, basofilos y macrofagos, pero no en neutréfilos (Elices, M.J. et al., Cell, 1990, 60: 577-584). Los
ligandos primarios para la integrina alfadbeta7 son las molécula de adhesién celular adresina de proteinas de la
superficie endotelial de la mucosa (MAJCAM-1) y molécula de adhesién celular vascular (VCAM-1) (Makarem, R. et
al., J. Biol. Chem., 1994, 269: 4005-4011). La unién de la integrina alfadbeta7 a la MAdCAM-1 y / o VCAM-1
expresada en las vénulas endoteliales altas (HEV) en sitios de inflamacion segun los informes, resulta en la firme
adhesién de los leucocitos al endotelio; esta etapa de adhesion firme es seguida por la extravasacién de las células
en el tejido inflamado (Chuluyan, H.E. et al, Springer Semin. Immunopathol., 1995, 16: 391 404). Un ligando principal
para la integrina alphaEbeta7 (que se expresa en los linfocitos intraepiteliales (IEL)) es la E-cadherina, que se ha
descrito que facilita la adherencia de las células portadoras de alphaEbeta7 a las células epiteliales. Mientras que la
E-cadherina segun lo descrito, no juega un papel en la residencia en el intestino, se cree que las interacciones entre
E-cadherina y alphaEbeta?7 juegan un papel en la inmovilizacion de los linfocitos en el epitelio intestinal.

Ell es un grupo de afecciones inflamatorias, autoinmunes del intestino grueso, y en algunos casos, el intestino
delgado. Las principales formas de Ell son la enfermedad de Crohn (EC) y colitis ulcerosa (CU). Como una
enfermedad autoinmune, Ell se caracteriza por aumento de la infiltracion de leucocitos en el tracto gastrointestinal, lo
que conduce al engrosamiento del intestino y la destruccién celular. La inhibicién de esta infiltracion mediante el
blogueo de la residencia de leucocitos puede regular la inflamacién y la destruccion celular asociada con la
enfermedad. Segun los informes, los linfocitos residentes en mucosa circulantes estan alterados en los pacientes
con inflamacién del colon (Meenan et al. Gut 1997; 40: 241-246). Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra
alfadbeta7, MAdCAM-1, o VCAM-1 son moduladores eficaces, segun se ha descrito, en modelos animales de
enfermedades inflamatorias cronicas tales como la colitis (Viney et al., J. Immunol, 1996, 157: 2488 a 2497) y
enfermedades intestinales inflamatorias (Ell; Podolsky, D.K., N. Eng. J. Med., 1991, 325: 928-937; Powrie, F. et al.,
Ther. Immunol, 1995, 2: 115-123).

La administraciéon de anticuerpos monoclonales contra alfakE beta7 segun se ha descrito, previene y mejora la colitis
inducida por inmunizacién en ratones IL-2 -, lo que sugiere que el inicio y mantenimiento de la enfermedad
inflamatoria intestinal depende de la localizacion colénica de los linfocitos CD4 * de la lamina propia que expresan
alfak beta7 (Ludviksson et al., J. Immunol. 1999, 162 (8): 4975-82). Un anticuerpo anti-a4 (natalizumab) segun se ha
descrito tiene eficacia en el tratamiento de pacientes con EC (Sandborn et al., N. Engl. J. Med. 2005; 353: 1912-
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1925) y un anticuerpo anti-a4p7 (MLN-02) segun se ha descrito, es eficaz en pacientes con CU (Feagan et al., N.
Engl. J. Med. 2005; 352: 2499-507). Estos resultados validan a4B7 como una diana terapéutica y apoyan la idea de
que la interaccion entre a437 y MAdACAM-1 media en la patogénesis de la Ell. Por lo tanto, los antagonistas de la
integrina beta7 son de gran potencial como un agente terapéutico en el tratamiento de la Ell.

La patente US 2001/046496 describe un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra a4f7, llamado ActimAB
(PLD-02). En un ensayo clinico, LDP-02 se administra a los pacientes. Las muestras de sangre se analizan para
detectar una "senal de a4p7" mediante la medicion de la unién de ACT-1 marcado (el homdlogo murino de LDP-02)
a o4B7 en un andlisis FACS (véase, por ejemplo el parrafo [0070]. La "sefial de a4B7" se pierde después de
administracion de LDP-02 y esto se interpreta como la saturacion de los sitios de unién de o437 y / o inhibicion de la
expresion de la integrina o437 en la superficie de los linfocitos circulantes (parrafo [0006]).

Con el fin de disefar terapias con un efecto deseado, la seguridad y / o eficacia, es importante para evaluar la
capacidad de respuesta y el pronéstico de un paciente en respuesta al tratamiento con un agente terapéutico, tal
como un antagonista de la integrina beta7. Por lo tanto, es deseable desarrollar un biomarcador que puede predecir
y / o reastrear con exactitud de la capacidad de respuesta de un paciente al tratamiento con un agente terapéutico.
Tal prediccién es esencial para el disefio de los regimenes de tratamiento eficaces para los pacientes humanos en
los estudios de ensayos clinicos y tratamiento de enfermedades.

Resumen de la invencién

La presente memoria descriptiva describe métodos para evaluar el efecto, la eficacia, la seguridad, el pronédsticoy / o
la dosificacion de agentes terapéuticos (o farmacos), tales como antagonistas de la integrina beta7, para el
tratamiento de un paciente que tiene un trastorno inflamatorio gastrointestinal. En particular, la presente memoria
descriptiva describe métodos para usar el nivel de linfocitos residentes en el intestino en la sangre periférica del
paciente, el nivel de ocupacion de un farmaco sobre los residentes en el intestino, y / o el nivel de receptores de
integrina beta7 en los linfocitos residentes en el intestino como indicadores (o biomarcadores) del efecto, la eficacia,
la seguridad, el pronéstico, y / o dosificacién de agentes terapéuticos tales como antagonistas de integrina beta7
para el tratamiento de trastornos inflamatorios gastrointestinales. Tales métodos incluyen, por ejemplo, la evaluacién
de la capacidad de respuesta de un paciente al tratamiento de un trastorno gastrointestinal con una antagonista de
la integrina beta?7, utilizando uno o mas de estos biomarcadores. Adicionalmente, la presente especificacién describe
métodos de uso de tales biomarcadores para disefiar un tratamiento farmacolégico y / o régimen de dosificacion, o
para el prondstico.

En algunos aspectos, el nivel de un biomarcador antes del tratamiento del paciente con un agente terapéutico se
compara con el nivel del mismo biomarcador durante y / o después del tratamiento del paciente, y un cambio (por
ejemplo, aumento o disminucién) en el nivel de este biomarcador en el paciente es indicativo del efecto, la eficacia,
la seguridad y / o pronostico del agente terapéutico, por ejemplo, un antagonista de la integrina beta7, para el
tratamiento de un trastorno inflamatorio gastrointestinal en un paciente. Ademas, tales métodos se pueden utilizar
para disefiar un tratamiento de farmacos o régimen de dosificaciéon para el tratamiento de un trastorno inflamatorio
gastrointestinal en un paciente.

En un aspecto, la especificacién describe un método para determinar la eficacia de un antagonista de integrina beta7
para el tratamiento de un trastorno inflamatorio gastrointestinal en un paciente, comprendiendo el método comparar
la cantidad de un biomarcador en una muestra obtenida del paciente después o durante el tratamiento con el
antagonista de integrina beta7, a una cantidad del biomarcador en una muestra obtenida del paciente antes del
tratamiento, en el que un cambio en la cantidad del biomarcador después o durante el tratamiento, en comparacion
con antes del tratamiento, es indicativo de la eficacia del antagonista para el tratamiento del trastorno gastrointestinal
en el paciente.

En otro aspecto, la especificacion describe un método para predecir la capacidad de respuesta de un paciente que
tiene un trastorno inflamatorio gastrointestinal al tratamiento con un antagonista de la integrina beta7, el método
comprende comparar la cantidad de un biomarcador en una muestra obtenida del paciente después o durante el
tratamiento con el antagonista de integrina beta7, a la cantidad del biomarcador en una muestra obtenida del
paciente antes del tratamiento, en el que un cambio en la cantidad del biomarcador después o durante el
tratamiento, en comparacién con antes del tratamiento es indicativo de la capacidad de respuesta de dicho paciente
al tratamiento con dicho antagonista.

En otro aspecto, la especificacion describe un método para determinar la dosificacion de un antagonista de integrina
beta7 para el tratamiento de un trastorno inflamatorio gastrointestinal en un paciente, comprendiendo el método el
ajuste de la dosis del antagonista de integrina beta7 basado en una comparacion de la cantidad de un biomarcador
en una muestra obtenida del paciente después o durante el tratamiento con una dosis del antagonista de integrina
beta7, a una cantidad del biomarcador en una muestra obtenida del paciente antes del tratamiento, en el que un
cambio en la cantidad del biomarcador después o durante el tratamiento, en comparacién con antes del tratamiento,
es indicativo de la eficacia o de la respuesta a la dosis del antagonista de la integrina beta7 para el tratamiento del
trastorno gastrointestinal en el paciente.
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En otro aspecto, la especificacion describe un método para determinar el régimen de dosificacién de un antagonista
de integrina beta7 para el tratamiento de un trastorno inflamatorio gastrointestinal en un paciente, comprendiendo el
método el ajuste del régimen de dosis del antagonista de integrina beta7 basado en una comparacion de la cantidad
de un biomarcador en una muestra obtenida del paciente después o durante el tratamiento con un régimen de
dosificacién del antagonista de integrina beta7, a una cantidad del biomarcador en una muestra obtenida del
paciente antes del tratamiento, en el que un cambio en la cantidad del biomarcador después o durante el
tratamiento, en comparacién con antes del tratamiento, es indicativo de la eficacia de la capacidad de respuesta a o
el régimen de dosificacion del antagonista de la integrina beta7 para el tratamiento del trastorno gastrointestinal en el
paciente.

En un aspecto, el cambio de la cantidad de biomarcador es un aumento.
En otro aspecto, el cambio de la cantidad de biomarcador es una disminucion.
En otro aspecto, la muestra es una muestra de sangre periférica del paciente.

En un aspecto, la cantidad de biomarcador en una muestra de sangre de dicho paciente después de recibir el
antagonista de integrina beta7 se mide dentro de los 100 dias después de recibir una primera dosis del antagonista
de integrina beta7.

En otro aspecto, la cantidad de biomarcador en una muestra de sangre de dicho paciente después de recibir el
antagonista de integrina beta7 se mide dentro de aproximadamente 50 dias de la administracion del antagonista de
la integrina beta7. En aun otro aspecto, la cantidad de biomarcador en una muestra de sangre de dicho paciente
después de recibir el antagonista de integrina beta7 se mide dentro de aproximadamente 24 horas después de
administrar el antagonista de integrina beta?.

La presente invencion proporciona un método para determinar la dosificacién de un antagonista de integrina beta7
para el tratamiento de un trastorno inflamatorio gastrointestinal en un paciente, en el que dicho antagonista de la
integrina beta7 es un anticuerpo anti-beta7, comprendiendo el método de ajuste de la dosis de antagonista de
integrina beta7 basado en una comparacién de la cantidad de un biomarcador en una muestra obtenida del paciente
después o durante el tratamiento con un régimen de dosis o dosificacién del antagonista de integrina beta7, a una
cantidad del biomarcador en una muestra obtenida del paciente antes del tratamiento, en el que un cambio en la
cantidad del biomarcador después o durante el tratamiento, en comparacién con antes del tratamiento, es indicativo
de la eficacia o de la respuesta a la dosis o el régimen de dosificacion del antagonista de la integrina beta7 para el
tratamiento del trastorno gastrointestinal en el paciente, y en el que el biomarcador se selecciona de un grupo que
consiste de los linfocitos residentes en el intestino en la sangre periférica del paciente, ocupacion de antagonista de
la integrina beta7 en los linfocitos residentes en el intestino, y los receptores de la integrina beta7 en los linfocitos
residentes en el intestino, en el que los linfocitos residentes en el intestino son un subgrupo distintivo de linfocitos
identificados como CD4+*CD45RA-B72°,

En una realizacién, el trastorno inflamatorio gastrointestinal es una enfermedad inflamatoria del intestino.

En una realizacion adicional, la enfermedad inflamatoria intestinal es la enfermedad de Crohn (EC) o colitis ulcerosa
(CU).

En otra realizacion, dicho paciente es un ser humano.

En un aspecto, dicha cantidad alterada es al menos aproximadamente el 30%, aproximadamente el 50%, alrededor
de una vez, o aproximadamente tres veces mayor en la cantidad de dichos biomarcadores.

En un aspecto, el anticuerpo anti-integrina beta7 se administra en una cantidad de aproximadamente 1 mg / kg a
100 mg / kg.

En un aspecto adicional, dicha cantidad es de 5 mg / kg a 50 mg / kg.

En una realizacion, el tratamiento comprende ademés la administracion de una cantidad eficaz de uno o mas
medicamentos.

En un aspecto adicional, el medicamento adicional es un agente inmunosupresor, un agente de control del dolor, un
agente antidiarreico, un antibiético, o una combinacion de uno o mas de dichos agentes.

En otro aspecto mas, dicho agente inmunosupresor es la sulfasalazina, acido 5-aminosalicilico (5-ASA), metroidazol,
ciprofloxacina, azatioprina o 6-mercaptopurina.

En otro aspecto, dicho otro medicamento es otro anticuerpo anti-integrina beta7.
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En un aspecto, el anticuerpo anti-integrina beta7 se administra parenteralmente en dicho paciente.

En un aspecto adicional, el anticuerpo anti-integrina beta7 se administra en dicho paciente por via intravenosa y / o
subcutanea.

En un aspecto, dicho anticuerpo anti-integrina beta7 se administra a una frecuencia de al menos una vez cada 1, 2,
3,4,5, 6, 8,012 semanas.

En un aspecto adicional, dicho anticuerpo anti-integrina beta7 se administra semanalmente.

En otro aspecto, dicho anticuerpo anti-beta7 se administra durante al menos 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 36, 0 52 semanas.
En una realizacién, el anticuerpo es monoclonal.

En otra realizacion, dicho anticuerpo es un anticuerpo quimérico, humano o humanizado.

En otra realizacion, dicho anticuerpo es un fragmento de anticuerpo.

En un aspecto, dicho anticuerpo inhibe la interaccion de una subunidad de integrina beta7 humana con una segunda
subunidad de la integrina y / o un ligando de la integrina.

En un aspecto, la segunda subunidad de integrina alfa 4 es una subunidad de la integrina, y en el que el ligando es
MAdCAM, VCAM o fibronectina.

En un aspecto, la subunidad de integrina alfa 4 es de un ser humano.

En un aspecto, la segunda subunidad de la integrina es la subunidad de integrina alfak, y en el que el ligando es E-
cadherina.

En un aspecto, el ligando es de un ser humano.
En un aspecto, la subunidad de integrina alfaE es de humano.

En otro aspecto, el anticuerpo anti-integrina beta7 comprende tres secuencias de regiones hipervariables de cadena
pesada (HVRH1-H3) y tres secuencias de regiones hipervariables de cadena ligera (HVR-L1-L3), en el que uno, dos,
tres, cuatro, cinco o seis regiones hipervariable (HVR) se selecciona del grupo que consiste en:

(i) HVR-L1 que comprende la secuencia A1-A11, en el que A1-A11 es RASESVDTYLH (Id. de Sec. N2 1);

(i) HVR-L2 que comprende la secuencia B1-B8, en el que B1-B8 es KYASQSIS (Id. de Sec. N%: 2);

(iii) HVR-L3 que comprende la secuencia C1-C9, en el que alquilo C1-C9 es QQGNSLPNT (Id. de Sec. N2: 3);

(iv) HVR-H1 que comprende la secuencia D1-D10, en el que D1-D10 es GFFITNNYWG (Id. de Sec. N°: 4);

(v) HVR-H2 que comprende la secuencia E1-E17, en el que E1-E17 es GYISYSGSTSYNPSLKS (Id. de Sec. N2: 5);

(vi) HVR-H3 que comprende la secuencia F1-F11, en el que F1-F11 es MTGSSGYFDF (Id. de Sec. N°: 6).

En otra realizacion mas, el anticuerpo comprende seis regiones hipervariables (HVR) seleccionadas del grupo que
consiste de HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, en donde:

(i) HVR-L1 comprende la secuencia de aminoacidos A1-A11, en el que A1-A11 es RASESVDTYLH (Id. de Sec. N*:
1); RASESVDSLLH (Id. de Sec. N2: 7), RASESVDTLLH (Id. de Sec. N%: 8), o RASESVDDLLH (Id. de Sec. N%: 9) o
una variante de los Id. de Sec. N°: 1, 7, 8 0 9, en donde el amino&cido A2 se selecciona entre el grupo formado por
A, G, S, T,y Vy/o el aminoacido A3 se selecciona entre el grupo que consisteen S, G, |, K, N, P, Q, Ry T,y /o el
aminodcido A4 se selecciona del grupo que consiste en E, V, Q, A, D, G, H, |, K, L, Ny R, y / o el aminoacido A5 se
selecciona del grupo que consisteen S, Y, A, D, G, H, I, K, N, P, R, T, y V, y / 0 el aminoacido A6 se selecciona del
grupo que consisteen V, R, I, A, G, K, L, M, y Q, y / o el aminoacido A7 se selecciona entre el grupo que consiste en
D,V,S,A,e,G,H I,K,L,N,P,SyT,y/o el aminoacido A8 se selecciona de entre el grupo que consiste en D, G,
N,E, T,PyS,y/oelaminoacido A9 se selecciona de entre el grupo que consiste en L, Y, Iy M, y / 0 el aminoacido
A10 se selecciona del grupo que consiste en L, A, I, M, y Vy / o el aminoacido A11 se selecciona de entre el grupo
que consisteen H, Y, F,y S;

(ii) HVR-L2 comprende la secuencia de aminoacidos B1-B8, en el que B1-B8 es KYASQSIS (Id. de Sec. N2 2),
RYASQSIS (Id. de Sec. N2: 20), o XaaYASQSIS (Id. de Sec. N2: 21), donde Xaa representa cualquier aminoacido, o
una variante de los Id. de Sec. N%: 2, 20 o 21, en el que el aminoacido B1 se selecciona entre el grupo que consiste
enK,R,N,V,A F,Q,H, P, I, L, y y Xaa (donde Xaa representa cualquier aminoacido), y / o el aminoacido B4 se
selecciona del grupo que consiste en Sy D, y / o el amino&cido B5 se selecciona entre el grupo que consiste en Q y
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S, y/ o el aminoacido B6 se selecciona del grupo que consiste en S, D, L, y R, y / o0 el aminoacido B7 se selecciona
del grupo que consiste en |, V, E, y K;

(iii) HVR-L3 comprende la secuencia de aminoacidos C1-C9, en el que alquilo C1-C9 es QQGNSLPNT (Id. de Sec.
N¢: 3) o una variante del Id. de Sec. N°: 3, en donde el aminoacido C8 se selecciona del grupo que consiste de N, V ,
W,Y,R S, T,AFHILLMeY;

(iv) HVR-H1 comprende la secuencia de aminoacidos D1-D10 en el que D1-D10 es GFFITNNYWG (ld. de Sec. N
4);

(v) HVR-H2 comprende la secuencia de amino&cidos E1-E17 en el que E1-E17 es GYISYSGSTSYNPSLKS (Id. de
Sec. N2 5), o una variante del Id. de Sec. N 5, en donde el aminoacido E2 se selecciona del grupo que consiste en
Y, F,V,yD,y/o el aminoacido E6 se selecciona del grupo que consiste en Sy G, y / o el aminoacido E10 se
selecciona del grupo que consiste en Se Y, y /o el aminoacido E12 se selecciona entre el grupo que consiste en N,
T, A,y D, y/ o el aminoacido 13 se selecciona del grupo que consiste de P, H, D y A, y / o el aminoacido E15 se
selecciona del grupo que consiste enLy V, y/ o el aminoacido 17 e se selecciona entre el grupo que consiste en S

y Gy

(vi) HVR-H3 comprende la secuencia de aminoacidos F2-F11 en el que F2-F11 es MTGSSGYFDF (Id. de Sec. N: 6)
o RTGSSGYFDF (Id. de Sec. N% 19); o comprende la secuencia de aminoacidos F1-F11, en el que F1-F11 es
AMTGSSGYFDF (Id. de Sec. N2: 16), ARTGSSGYFDF (Id. de Sec. N°: 17), o AQTGSSGYFDF (Id. de Sec. N°: 18),
0 una variante de los Id. de Sec. N°: 6, 16, 17, 18, 0 19 en el que el aminoacido F2es R, M, A, E, G, Q, S,y /o el
aminoacido F11 se selecciona de entre el grupo que consiste en Fe Y.

En otro aspecto, el anticuerpo comprende ademdas un marco, en el que el aminoacido en la posicion marco 71 es R
0 A, y el aminoacido en la posicion marco 73 es No T, y el aminoacido en la posicién marco 78 es Fo Ao L.

En otro aspecto, el anticuerpo comprende ademas la secuencia marco consenso de una cadena pesada humana
subgrupo Il que comprende una sustitucion en la posicion 71, 73y /o 78.

En un aspecto, la sustitucién es R71A, N73T, L78A o L78F.

En otro aspecto, una secuencia marco entre las posiciones E1-E1 de la secuencia HVR-H2 y las posiciones F1-F11
de HVR-H3 es HFR3-1-HFR3-31 y en donde HFR3-6 es Ao R, HFR3-8 esNo T,y HFR3-13es Lo Ao F.

En otro aspecto, la posicion marco 71 de la cadena pesada comprende el aminoacido R o A, y / o la posicion marco
73 de la cadena pesada comprende T o N, y / o la posicion marco 78 de la cadena pesada comprende Fo Ao L. La
secuencia comprende la posicion marco 71 de la cadena pesada.

En una realizacion ejemplar, el anticuerpo comprende tres secuencias de la region hipervariable de la cadena
pesada (HVR-H1-H3) y tres secuencias de la region hipervariable de la cadena ligera (HVR-L1-L3), en donde:

(i) HVR-L1 comprende el Id. de Sec. N%: 7, Id. de Sec. N%: 8 o Id. de Sec. N°: 9;

(i) HVR-L2 comprende el Id. de Sec. N%: 2;

(iii) HVR-L3 comprende el Id. de Sec. N%: 3;

(iv) HVR-H1 comprende el Id. de Sec. N¢: 4;

(v) HVR-H2 comprende el Id. de Sec. N%: 5;y

(vi) HVR-H3 comprende el Id. de Sec. N%: 6 o Id. de Sec. N%: 16 o Id. de Sec. N%: 17 o Id. de Sec. N%: 19.

En aun otro aspecto ejemplar, dicho anticuerpo humanizado comprende una regién variable de secuencia de la
cadena ligera del Id. de Sec. N°%: 24, y una secuencia de la region variable de la cadena pesada del Id. de Sec. N%:
25.

En un aspecto, dicho anticuerpo se une al mismo epitopo que un anticuerpo que comprende secuencias variables de
la cadena ligera y de la cadena pesada de Id. de Sec. N°: 10 e Id. de Sec. N%: 11, respectivamente.

En un aspecto, la especificacion describe un método de disefio de un tratamiento con un agente candidato para un
paciente humano diagnosticado con un trastorno inflamatorio gastrointestinal, que comprende la determinacion de
una dosis eficaz para el paciente humano basado en una dosis que aumenta efectivamente la cantidad de un
biomarcador en la sangre periférica de un sujeto no humano en respuesta a un tratamiento con dicho agente
candidato.

En un aspecto, dicho sujeto no humano es un mono.

En otro aspecto, la especificacion describe un método para predecir el prondstico de una enfermedad inflamatoria
intestinal en un paciente que comprende la comparacién de una relacién entre la cantidad de linfocitos residentes en
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el intestino y la cantidad de linfocitos residentes en la periferia en una muestra de sangre de dicho paciente con una
relacién entre la cantidad de linfocitos residentes en el intestino y la cantidad de linfocitos periféricos en una muestra
de sangre de un individuo sano, en el que una disminucién en la proporcién de dicho paciente en comparacion con
la del individuo sano es indicativo del pronéstico de la enfermedad.

En otro aspecto, la especificacion describe un método de identificacion de una poblacion de linfocitos que
comprenden los linfocitos que expresan la integrina alfaEbeta?7 y linfocitos que expresan la integrina alfadbeta?7, que
comprende unir dichos linfocitos con un anticuerpo aislado que se une al mismo epitopo que un anticuerpo que
comprende la secuencia de una region variable de la cadena ligera del Id. de Sec. N%: 10, y una secuencia de la
region variable de la cadena pesada del Id. de Sec. N°: 11.

En una realizacion, dichos linfocitos estan en la sangre periférica de un paciente diagnosticado con una enfermedad
intestinal inflamatoria.

En otro aspecto, dichos linfocitos estan en los nédulos linfaticos y los tejidos del intestino de un paciente
diagnosticado con una enfermedad intestinal inflamatoria linfatico.

Breve descripcién de las figuras

La figura 1 muestra subgrupos de linfocitos CD4 + en la sangre periférica de mono cynomolgus.

La figura 2 muestra la media del grupo (+ DE) de linfocitos CD4* CD45RA" beta72™ en sangre periférica después de
12 dosis intravenosas de 5, 15 0 50 mg / kg de rhuMAb Beta7 o 12 dosis intravenosas y subcutaneas de vehiculo a
mono cynomolgus (recuento absoluto,% LB).

La figura 3 muestra la media del grupo (+ DE) de linfocitos CD4+* CD45RA" beta72™ en sangre periférica después de
12 dosis subcutéaneas de 15 0 50 mg / kg de rhuMAb Beta7 o 12 dosis intravenosas y subcutaneas de vehiculo a
mono cynomolgus (recuento absoluto,% LB).

La figura 4 muestra la media del grupo (+ DE) de linfocitos CD4* CD45RA" beta7b@° en sangre periférica después de
12 dosis intravenosas de 5, 15 0 50 mg / kg de rhuMAb Beta7 o 12 dosis intravenosas y subcutaneas de vehiculo a
mono cynomolgus (recuento absoluto,% LB ).

La figura 5 muestra la media del grupo (+ DE) de linfocitos CD4+* CD45RA-beta7°3° en sangre periférica después de
12 dosis subcutéaneas de 15 0 50 mg / kg de rhuMAb Beta7 o 12 dosis intravenosas y subcutaneas de vehiculo a
mono cynomolgus (recuento absoluto,% LB).

La figura 6 muestra la media del grupo (+ DE) de linfocitos CD4* CD45RA" beta7inemedio en sangre periférica
después de 12 dosis intravenosas de 5, 15 0 50 mg / kg de rhuMAb Beta7 o 12 dosis intravenosas y subcutaneas de
vehiculo a mono cynomolgus (recuento absoluto,% LB).

La figura 7 muestra la media del grupo (+ DE) de linfocitos CD4* CD45RA" beta7inemedio en sangre periférica
después de 12 dosis subcutaneas de 15 0 50 mg / kg de rhuMAb Beta7 o 12 dosis intravenosas y subcutaneas de
vehiculo a mono cynomolgus (recuento absoluto,% LB).

La Figura 8 muestra aumento transitorio del recuento en la sangre periférica de linfocitos memoria / efectoras
“residentes en intestino” CD4* CD45RA- 72" después de la administracion de rhuMAb Beta7 - 4 dosis semanales IV
de 25 mg / kg de rhuMAb Beta7 o vehiculo (recuentos absolutos,% LB).

La figura 9 (A-D) muestra la concentraciéon en suero de rhuMAb Beta7 (microgramos / microlitro) y la ocupacion de
los receptores B7 en linfocitos memoria / efectoras CD4* CD45RA" beta72® de sangre periférica.

La figura 10 (A-D) muestra que el aumento transitorio en linfocitos memoria / efectoras “residentes en intestino” CD4+*
CD45RA" B7a% en sangre periférica se correlaciona con la ocupacion de los receptores 7 en linfocitos memoria /
efectoras CD4* CD45RA" 742",

La Figura 11 muestra que rhuMAb Beta7 inhibe la residencia in vivo de los linfocitos en el colon inflamado pero no
en el bazo de ratones SCID CD45RBa° reconstituido (modelo de colitis del raton).

La figura 12A y 12B muestra la alineacion de secuencias de las cadenas variables ligeras y pesadas para lo
siguiente: secuencia consenso del subgrupo kappa | de la cadena ligera humana (Figura 12A, Id. de Sec. N%: 12).,
secuencia consenso del subgrupo Ill de la cadena pesada humana (figura 12B, Id. de Sec. N2 13), region variable
de la cadena ligera del anticuerpo de rata anti-beta7 de raton (Fib504) (figura 12A, Id. de Sec. N%: 10), region
variable de la cadena pesada del anticuerpo de rata anti-beta7 de ratéon (Fib504) (figura 12B, Id. de Sec. N% 11), y
variantes de anticuerpos humanizados: region variable de la cadena ligera humanizada hu504Kgraft (figura 12A, Id.
de Sec. N®: 14), regién variable de la cadena pesada humanizada hu504Kgraft (figura 12B, Id. de Sec. N% 15), las
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variantes hu504-5, hu504-16, y hu504-32 (las variaciones de aminoacidos de hu504Kgraft humanizado se indican en
la figura 12A.) (cadena ligera) (Id. de Sec. N%: 22-24, respectivamente, en orden de aparicion) y la fig. 12B (cadena
pesada) para las variantes hu504-5, hu504-16, y hu504-32 (Id. de Sec. N°: 25).

La figura 13 muestra linfocitos memoria / efectoras CD4+ CD45RA-beta7a"™ (recuentos absolutos,% LB) en mono
cynomolgus después de 12 dosis intravenosas o subcutaneas de vehiculo.

La figura 14 muestra linfocitos memoria / efectoras CD4+ CD45RA" beta7® (recuentos absolutos,% LB) en mono
cynomolgus después de 12 dosis intravenosas de 5 mg / kg de rhuMAb Beta?.

La figura 15 muestra linfocitos memoria / efectoras CD4+ CD45RA" beta72" (recuentos absolutos,% LB) en mono
cynomolgus después de 12 dosis intravenosas de 15 mg / kg de rhuMAb Beta?.

La figura 16 muestra linfocitos memoria / efectoras CD4+ CD45RA" beta72" (recuentos absolutos,% LB) en mono
cynomolgus después de 12 dosis intravenosas de 50 mg / kg de rhuMAb Beta?.

La figura 17 muestra linfocitos memoria / efectoras CD4+ CD45RA" beta7® (recuentos absolutos,% LB) en mono
cynomolgus después de 12 dosis subcutaneas de 15 mg / kg de rhuMAb Beta?.

La figura 18 muestra linfocitos memoria / efectoras CD4+ CD45RA" beta72" (recuentos absolutos,% LB) en mono
cynomolgus después de 12 dosis subcutaneas de 50 mg / kg de rhuMAb Beta?.

La figura 19 muestra linfocitos CD4+ CD45RA" beta72'™ en mono cynomolgus después de 12 dosis intravenosas de 5,
15 0 50 mg / kg de rhuMADb Beta7 o 12 dosis intravenosas y subcutaneas de vehiculo (MOEF [% linea basal], media
de grupo * DE); MOEF = moléculas de equivalente de fluorescencia.

La figura 20 muestra linfocitos CD4* CD45RA" beta72" en mono cynomolgus después de 12 dosis subcutaneas de
15 0 50 mg / kg de rhuMAb Beta7 o 12 dosis intravenosas y subcutaneas de vehiculo (MOEF [% linea basal], media
de grupo + DE) = MOEF moléculas de equivalente de fluorescencia.

La figura 21 muestra linfocitos CD4* CD45RA" beta7inemedio en mono cynomolgus después de 12 dosis intravenosas
de 5, 15 0 50 mg / kg de rhuMAb Beta7 o 12 dosis intravenosas y subcutaneas de vehiculo (MOEF [% linea basal],
media de grupo * DE); MOEF = moléculas de equivalente de fluorescencia.

La figura 22 muestra linfocitos CD4+ CD45RA" beta7i"emedio gn monos cynomolgus después de 12 dosis subcutaneas
de 15 0 50 mg / kg o 12 rhuMAb Beta7 dosis intravenosas y subcutaneas de vehiculo (MOEF [% linea basal], media
de grupo + DE); MOEF = moléculas de equivalente de fluorescencia.

La figura 23 muestra la media (+ DE) de las concentraciones séricas de rhuMAb B7 tras cuatro dosis semanales en
bolo IV de 5 0 25 mg / kg de rhuMAb B7 en monos cynomolgus.

La figura 24 muestra la media real (+ DE) de concentraciones en suero de 4 animales de recuperacion y las
concentraciones séricas pronosticados por el modelo de rhuMAb (7 tras cuatro dosis semanales en bolo IV de 25
mg / kg de rhuMAb 37 en monos cynomolgus.

La figura 25 muestra los subgrupos de células T CD4 en sangre periférica de mono cynomolgus.

La figura 26 muestra la media (+ DE) de recuentos absolutos de células T CD4* CD45RA" beta72® en sangre
periférica (expresadas como porcentaje de la linea basal antes de la dosis) después de cuatro dosis semanales de
bolo IV de vehiculos 0 5 0 25 mg / kg de rhuMAb 37 en monos cynomolgus.

La figura 27 muestra la media (+ DE) de recuentos absolutos de células T CD4* CD45RA" beta7ne™medio gn sangre
periférica (expresadas como porcentaje de la linea basal antes de la dosis) después de cuatro dosis semanales en
bolo IV de vehiculos 0 5 0 25 mg / kg de rhuMAb 37 en monos cynomolgus.

La figura 28 muestra recuentos individuales absolutos de células T CD4* CD45RA" beta72® en sangre periférica
(expresados como porcentaje de la linea basal antes de la dosis) después de cuatro dosis semanales en bolo IV del
vehiculo 0 25 mg / kg de rhuMAb 37 en monos cynomolgus.

La figura 29 muestra la media (+ DE) de recuentos absolutos de linfocitos en sangre periférica (expresado como
porcentaje de la linea basal antes de la dosis) después de cuatro dosis semanales en bolo IV de vehiculos, 5 0 25
mg / kg de rhuMAb 37 en monos cynomolgus.

La figura 30 muestra la media (+ DE) de recuentos absolutos de células T CD3* en sangre periférica (expresado
como porcentaje de la linea basal antes de la dosis) después de cuatro dosis semanales en bolo IV de 5 0 25 mg/kg
de rhuMAb (7 a cada grupo de monos cynomolgus.
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La figura 31 muestra la media (x DE) de recuentos absolutos de células B CD20+* en sangre periférica (expresado
como porcentaje de la linea basal antes de la dosis) después de cuatro dosis semanales en bolo IV de 5 0 25 mg/kg
de rhuMAb B7 a cada grupo de monos cynomolgus.

La figura 32A muestra la relacion entre concentraciones en suero de rhuMAb B7 y células T CD4+ CD45RA" beta7alc
no ocupadas en sangre periférica a lo largo del tiempo en monos cynomolgus después de cuatro dosis semanales
en bolo IV de 25 mg/kg de rhuMAb 37 (Animal 23).

La figura 32B muestra la relacion entre concentraciones en suero de rhuMAb B7 y células T CD4+ CD45RA" beta7a®
no ocupadas en sangre periférica a lo largo del tiempo en monos cynomolgus después de cuatro dosis semanales
en bolo 1V de 25 mg/kg de rhuMAb B7 (Animal 24).

La figura 32C muestra la relacion entre concentraciones en suero de rhuMAb B7 y células T CD4+ CD45RA" beta7a'®
no ocupadas en sangre periférica a lo largo del tiempo en monos cynomolgus después de cuatro dosis semanales
en bolo IV de 25 mg/kg de rhuMAb 37 (Animal 25).

La figura 32D muestra la relacion entre concentraciones en suero de rhuMAb B7 y células T CD4+ CD45RA" beta7a©
no ocupadas en sangre periférica a lo largo del tiempo en monos cynomolgus después de cuatro dosis semanales
en bolo IV de 25 mg/kg de rhuMAb B7 (Animal 26).

La figura 33 muestra la relacion entre concentraciones en suero de rhuMAb B7 y células T CD4+* CD45RA" beta7a'c
no ocupadas en sangre periférica a lo largo del tiempo en monos cynomolgus después de cuatro dosis semanales
en bolo 1V de 25 mg/kg de rhuMAb B7.

La figura 34A muestra la relacion entre células T CD4+ de memoria/efectoras absolutas (CD45RA") que expresan 37
alo y células T CD4* CD45RA- 72 no ocupadas en sangre periférica a lo largo del tiempo en monos cynomolgus
después de cuatro dosis semanales en bolo IV de 25 mg/kg de rhuMAb 37 (Animal 23).

La figura 34B muestra la relacion entre células T CD4* de memoria/efectoras absolutas (CD45RA") que expresan 7
alo y cglulas T CD4* CD45RA- 72" no ocupadas en sangre periférica a lo largo del tiempo en monos cynomolgus
después de cuatro dosis semanales en bolo IV de 25 mg/kg de rhuMAb 37 (Animal 24).

La figura 34C muestra la relacion entre células T CD4+ de memoria/efectoras absolutas (CD45RA") que expresan 37
alo y células T CD4* CD45RA- 72 no ocupadas en sangre periférica a lo largo del tiempo en monos cynomolgus
después de cuatro dosis semanales en bolo IV de 25 mg/kg de rhuMAb B7 (Animal 25).

La figura 34D muestra la relacién entre células T CD4* de memoria/efectoras absolutas (CD45RA") que expresan 37
alo y cglulas T CD4* CD45RA- 72" no ocupadas en sangre periférica a lo largo del tiempo en monos cynomolgus
después de cuatro dosis semanales en bolo IV de 25 mg/kg de rhuMAb 37 (Animal 26).

La figura 35 muestra la media de recuentos absolutos de células T CD4+ CD45RA 372 en sangre periférica.

La figura 36 muestra la media de recuentos absolutos de células T CD8* CD45RA" 72 en sangre periférica.

La figura 37 muestra la media de recuentos absolutos de células T CD4+ CD45RA- g7ntermedio g sangre periférica.

La figura 38 muestra la media de recuentos absolutos de células T CD8* CD45RA- g7ntermedio g sangre periférica.

La figura 39 muestra la relacion entre las concentraciones en suero de rhuMab B7 y células T CD4+ CD45RA- B7aie
que expresan 37 disponibles en sangre periférica.

La figura 40 muestra la relacién entre serum concentrations of rhuMab B7 y células T CD8* CD45RA" 73" que
expresan 7 disponibles en sangre periférica.

Descripcidn detallada de la realizacién preferida

|. Definiciones

Tal como se usa en el presente documento, con respecto a la respuesta del paciente o la capacidad de respuesta
del paciente, el término "prediccién" o "predecir" se utiliza aqui para referirse a la probabilidad de que un paciente
responda favorable o desfavorablemente a un farmaco o conjunto de farmacos. En un aspecto, la prediccién se
refiere a la medida de esas respuestas. En un aspecto, la prediccién se refiere a la probabilidad de que un paciente
va a sobrevivir o mejorar después del tratamiento, por ejemplo el tratamiento con un agente terapéutico particular,
por ejemplo el anticuerpo integrina anti-beta7, y por un cierto periodo de tiempo sin recurrencia de la enfermedad.
Por ejemplo, los métodos de prediccién descritos pueden usarse clinicamente para tomar decisiones de tratamiento
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escogiendo las modalidades de tratamiento mas apropiadas para cualquier paciente particular. Los métodos de
prediccién descritos son herramientas valiosas para predecir si un paciente es probable que responda
favorablemente a un régimen de tratamiento, incluyendo por ejemplo, administracién de un agente o combinacion
terapéutica dada, la intervencion quirdrgica, tratamiento con esteroides, etc., o si la supervivencia a largo plazo del
paciente, después de un régimen terapéutico es probable.

"Tratamiento" se refiere a la intervencion clinica en un intento de alterar el curso natural del individuo o la célula a
tratar, y se puede realizar ya sea para la profilaxis o durante el curso de la patologia clinica. Efectos deseables del
tratamiento incluyen la prevencion de la aparicion o recurrencia de la enfermedad, el alivio de sintomas, disminucién
de las consecuencias patoldgicas directas o indirectas de la enfermedad, la disminucion de la tasa de progresion de
la enfermedad, mejora o paliacién del estado de enfermedad, y la remisién o la mejora de pronéstico.

"Régimen de tratamiento" se refiere a una combinacion de dosis, frecuencia de administracion, o la duracion del
tratamiento, con o sin adicion de un segundo medicamento.

"Régimen de tratamiento eficaz" se refiere a un régimen de tratamiento que ofrecera respuesta beneficiosa a un
paciente que recibe el tratamiento.

"Modificacién de un tratamiento" se refiere a los cambios en el régimen de tratamiento incluyendo, cambio de dosis,
frecuencia de administracion, o la duracién del tratamiento, y / o adicién de un segundo medicamento.

La "respuesta del paciente" o "capacidad de respuesta del paciente" puede evaluarse usando cualquier criterio que
indique un beneficio al paciente, incluyendo, sin limitacion, (1) inhibicion, en cierta medida, de la progresion de la
enfermedad, incluyendo ralentizacién y detencién completa; (2) reduccién en el numero de episodios y / 0 sintomas
de la enfermedad; (3) reduccién en el tamafo de la lesion; (4) inhibicion de la enfermedad (es decir, reduccion,
enlentecimiento o detencién completa) de la infiltracién de células en 6rganos y / o tejidos periféricos adyacentes; (5)
inhibicion (es decir, reduccion, enlentecimiento o detencién completa) de la propagaciéon de la enfermedad; (6)
disminucion de la respuesta autoinmune, que puede, pero no tiene por qué, provocar la regresion o la ablacion de la
lesion de la enfermedad; (7) alivio, hasta cierto punto, de uno o mas sintomas asociados con el trastorno; (8)
aumento del tiempo de la presentacion libre de enfermedad después del tratamiento; y / o (9) disminucién de la
mortalidad en un punto determinado de tiempo tras el tratamiento. El término "respuesta” se refiere a una respuesta
medible, incluyendo la respuesta completa (RC) y la respuesta parcial (RP).

Por "respuesta completa” o "RC" se refiere a la desaparicion de todos los signos de inflamacion o la remisiéon en
respuesta al tratamiento. Esto no siempre significa que la enfermedad se ha curado.

Por "respuesta parcial" o "RP" se refiere a una disminucion de al menos el 50% en la severidad de la inflamacién, en
respuesta al tratamiento.

Una "respuesta beneficiosa" de un paciente al tratamiento con un antagonista de integrina beta7 y una redaccion
similar se refiere al beneficio clinico o terapéutico recibido por un paciente en riesgo de o que sufre de un trastorno
inflamatorio gastrointestinal como resultado del tratamiento con el antagonista, tal como un anticuerpo anti-integrina
beta7. Tal beneficio incluye respuestas celulares o bioldgicas, una respuesta completa, respuesta parcial, una
enfermedad estable (sin progresiéon o recidiva), o una respuesta con una recaida posterior del paciente o como
resultado del tratamiento con el antagonista.

"Un paciente mantiene la capacidad de respuesta a un tratamiento” cuando la capacidad de respuesta del paciente
no disminuye con el tiempo durante el curso de un tratamiento.

El término "diagnéstico" se utiliza aqui para referirse a la identificacion o clasificacién de un estado, enfermedad o
condicion molecular o patolégica. Por ejemplo, "diagndstico" puede referirse a la identificacién de un tipo particular
de trastorno inflamatorio gastrointestinal, y mas particularmente, la clasificacion de un subtipo particular de trastorno
inflamatorio gastrointestinal, por la implicacién de tejido / 6rgano (por ejemplo, enfermedad inflamatoria del intestino),
0 por otras caracteristicas (por ejemplo, una subpoblacion de pacientes que se caracteriza por la capacidad de
respuesta a un tratamiento, tal como a un tratamiento con un antagonista de la integrina beta7).

El término "prondstico” se utiliza aqui para referirse a la prediccion de la probabilidad de sintomas de la enfermedad,
incluyendo, por ejemplo, la recurrencia, reaparicion, y resistencia a los medicamentos, de un trastorno inflamatorio
gastrointestinal.

El término "muestra”, como se usa aqui, se refiere a una composiciéon que se obtiene o deriva de un sujeto de interés
que contiene una entidad molecular y / o celular que se va a caracterizar y / o identificar, por ejemplo en base a
caracteristicas fisicas, bioquimicas, quimicas y / o fisiolégicas. Por ejemplo, la frase "muestra de la enfermedad" y
variaciones de la misma se refiere a cualquier muestra obtenida de un sujeto de interés que se espera o se sabe que
contiene la entidad celular y / 0 molecular que va a ser caracterizada. La muestra puede obtenerse a partir de un
tejido del sujeto de interés o de la sangre periférica del sujeto.
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"Un antagonista de la integrina beta7" o "antagonista de beta7" se refiere a cualquier molécula que inhibe una o mas
actividades bioldgicas o bloquea la unién de la integrina beta7 con una o mas de sus moléculas asociadas. Los
antagonistas de la invencion se pueden utilizar para modular uno o mas aspectos de los efectos asociados a beta?,
incluyendo pero sin limitarse a la asociacién con la subunidad de integrina alfa 4, la asociacién con la subunidad de
integrina alfaE, la union de la integrina alfadbeta7 a MAdACAM, VCAM-1 o fibronectina y la unién de la integrina
alfaEbeta7 a E-cadherina. Estos efectos se pueden modular mediante cualquier mecanismo biol6gicamente
relevante, incluyendo la interrupcién de la unién del ligando a la subunidad beta7 o a la integrina dimérica alfadbeta7
o alfaEbeta, y / o mediante la interrupcion de la asociacion entre las subunidades alfa y beta de la integrina de tal
manera que se inhibe la formacion de la integrina dimérica. En un aspecto, el antagonista beta7 es un anticuerpo
anti-integrina beta7 (o anticuerpo anti-beta7). En una realizacion, el anticuerpo anti-integrina beta7 es un anticuerpo
anti-integrina beta7 humanizado y mas particularmente un anticuerpo recombinante humanizado monoclonal anti-
beta7 (o rhuMAb beta7). En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-beta7 de la presente invencién son
anticuerpos antagonistas anti-integrina beta7 que inhiben o bloquean la unién de la subunidad beta7 con la
subunidad de integrina alfa 4, la asociacién con la subunidad de integrina alfaE, la unién de la integrina alfadbeta7 a
MAdCAM, VCAM-1 o fibronectina y la unién de la integrina alfaEbeta7 a E-cadherina.

Por "subunidad beta7" o "subunidad B7" se entiende la subunidad humana de la integrina 37 (Erle et al., (1991) J.
Biol. Chem. 266: 11009 a 11016). La subunidad beta7 se asocia de con la subunidad de integrina alfa 4, tal como la
subunidad .alfa4 humana (Kilger y Holzmann (1995) J. Mol. Biol. 73: 347-354). Al parecer, la integrina alfadbeta? se
expresa en una mayoria de linfocitos maduros, asi como una pequefia poblacion de timocitos, células de médula
6sea y mastocitos. (Kilshaw y Murant (1991) Eur. J. Immunol. 21: 2591-2597; Gurish et al., (1992) 149: 1964-1972; y
Shaw, S.K. y Brenner, M.B. (1995) Semin. Immunol. 7: 335). La subunidad beta7 también se asocia con la
subunidad alfaE, tal como la subunidad alfakE de la integrina humana (Cepek, K. L., et al. (1993) J. Immunol. 150:
3459). La integrina alfaEbeta7 se expresa en los linfocitos epiteliales intraintestinales (IEL) (Cepek, K.L. (1993)
supra).

Por "subunidad alfaE" o "subunidad de integrina alfaE" o "subunidad alfaE" o "subunidad alfaE de integrina" o
"CD103" se entiende una subunidad de la integrina que se encuentra asociada con la integrina beta7 en linfocitos
intraepiteliales, que la integrina alfaEbeta7 media la unién de los IEL al epitelio intestinal que expresa e-cadherina
(Cepek, K.L. et al (1993) J. Immunol. 150: 3459; Shaw, S.K. y Brenner, M.B. (1995) Semin Immunol. 7: 335).

"MAdCAM" o "MAdCAM-1" se usan indistintamente en el contexto de la presente invenciéon y se refieren a la
molécula de adhesidn celular-1 adresina de proteinas de la mucosa, que es un polipéptido de cadena sencilla que
comprende una cola citoplasmica corta, una region transmembrana y una secuencia extracelular compuesta de tres
dominios de tipo inmunoglobulina. El DNAc de MAdCAM-1 murino, humanos y de macaco ha sido clonado (Briskin,
et al., (1993) Nature, 363: 461-464; Shyjan et al., (1996) J. Immunol. 156: 2851 a 2857).

"VCAM-1" o "molécula de adhesion celular vascular-1" o "CD106" se refiere a un ligando de alfadbeta? y alfa4betat,
expresada en el endotelio activado e importante en las interacciones de leucocitos del endotelio tales como la unién
y transmigracion de leucocitos durante la inflamacién.

"CD45" se refiere a una proteina de la familia de la proteina tirosina fosfatasa (PTP). Las PTP se sabe que son
moléculas de sefalizacion que regulan una variedad de procesos celulares incluyendo el crecimiento celular, la
diferenciacion, ciclo mitético, y la transformacién oncogénica. Esta PTP contiene un dominio extracelular, un solo
segmento transmembrana y dos dominios cataliticos en tandem intracitoplasmaticos, y por lo tanto pertenece al
receptor de tipo PTP. Este gen se expresa especificamente en las células hematopoyéticas. Este PTP ha
demostrado ser un regulador esencial de la sefalizacién del receptor de antigeno de células B y T. Funciona a
través de la interaccién directa con los componentes de los complejos de receptor de antigeno, o mediante la
activacion de varias quinasas de la familia Src necesarias para la sefalizacion del receptor de antigeno. Este PTP
también suprime las quinasas JAK, y por lo tanto funciona como un regulador de la sefnalizacién del receptor de
citoquinas. Se han descrito cuatro variantes de corte y empalme alternativo de transcripciones de este gen, que
codifican isoformas distintas. (Tchilian E.Z., Beverley P.C. (2002) "CD45 in memory and disease" Arch. Immunol.
Ther. Exp. (Warsz.) 50 (2): 85-93. Ishikawa H, Tsuyama N, Abroun S, et al., (2004) "Interleukin-6, CD45 and the src-
kinases in myeloma cell proliferation." Leuk. Lymphoma 44 (9): 1477-1481.

Existen varias isoformas de CD45: CD45RA, CD45RB, CD45RC, CD45RAB, CD45RAC, CD45RBC, CD45RO,
CD45R (ABC). CD45 también esta altamente glicosilado. CD45R es la proteina mas larga y migra a 200 kDa cuando
se aisla a partir de células T. Las células B también expresan CD45R con glicosilacion méas pesada, con lo que el
peso molecular de 220 kDa, de ahi el nombre B220; isoforma de células B de 220 kDa. La expresién de B220 no se
limita a las células B y también puede expresarse en células T activadas, en un subconjunto de células dendriticas y
otras células presentadoras de antigeno. Stanton T, Boxall S, Bennett A, et al. (2004). CD45 variant alleles: possibly
increased frequency of a novel exon 4 CD45 polymorphism in HIV seropositive Ugandans." Immunogenetics 56 (2):
107-10.
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Los "linfocitos residentes en intestino" se refieren a un subgrupo de los linfocitos que tienen la caracteristica de
residir selectivamente en los ganglios linfaticos y tejidos intestinales pero no en los ganglios linfaticos y tejidos
periféricos. Este subgrupo de linfocitos se caracteriza por un patréon de expresion Unica de una combinacién de
multiples moléculas de superficie celular, incluyendo, pero sin limitarse a, la combinacién de CD4, CD45RA y Beta?.
Tipicamente, al menos dos subgrupos de linfocitos CD4+ de sangre periférica pueden subdividirse en base a los
marcadores de CD45RA y Beta7, las células CD4* CD45RA- B72%, y CD4* CD45RAB7°3°, Las células CD4*
CD45RA" B73© residen preferentemente en los ganglios linfaticos y tejidos intestinales, mientras que las células
CD4+ CD45RAB7%3 residen preferentemente en los ganglios linfaticos y tejidos periféricos (Rott et al. 1996; Rott et
al. 1997;. Williams et al. 1998;. Rose et al. 1998;. Williams y Butcher 1997; Butcher et al. 1999). Los linfocitos
residentes en intestino son, por tanto, un subgrupo distintivo de linfocitos identificados como células CD4+* CD45RA"
B73% en un ensayo de citometria de flujo. Los métodos de identificacion de este grupo de linfocitos son bien
conocidos en la técnica y también descritos en detalle en los Ejemplos de la presente solicitud.

Tal como se utiliza aqui con respecto a un marcador de superficie celular, el simbolo "+" indica una expresion
positiva de un marcador de superficie celular. Por ejemplo, los linfocitos CD4* son un grupo de linfocitos que tienen
CD4 expresada sobre sus superficies celulares.

Tal como se utiliza aqui con respecto a un marcador de superficie celular, el simbolo "-" indica una expresion
negativa de un marcador de superficie celular. Por ejemplo, los linfocitos CD45RA" son un grupo de linfocitos que no
tienen CD45RA expresada en sus superficies celulares.

Tal como se utiliza aqui con respecto a la expresién de un marcador de superficie celular, el simbolo "bajo" indica un
nivel relativamente bajo de expresion de un marcador de superficie celular en los linfocitos, mientras que "alto" indica
un nivel relativamente alto de expresion de una marcador de superficie celular en los linfocitos. En una citometria de
flujo, la intensidad de B72™ es al menos aproximadamente 10 o 100 veces mayor que la de 7°a°. Por lo tanto, segun
lo previsto en el presente documento en realizaciones ejemplares, los linfocitos CD4* CD45RA-R7%3° y CD4+
CD45RA" B72%°, se localizan en porciones distintas de una trama de puntos o histograma de una citometria de flujo,
donde el eje X es la intensidad de la expresién de CD45AR y el eje Y es la intensidad de la expresion de Beta?.

Los "linfocitos residentes en la periferia" se refieren a un subgrupo de los linfocitos que tienen la caracteristica de
residir en los ganglios linfaticos y tejidos periféricos y no residen en los ganglios linfaticos y tejidos intestinales. En
una realizacion ejemplar, como se explicé anteriormente, los linfocitos residentes en la periferia son un grupo
distintivo de linfocitos identificados como células CD4+* CD45RAB7%3° en un ensayo de citometria de flujo. Los
métodos de identificacién de este grupo de linfocitos son conocidos en la técnica y se describen en detalle en la
presente solicitud.

Una "cantidad" o "nivel" de biomarcador puede determinarse usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo,
en realizaciones ejemplares, la "cantidad" o "nivel" de los linfocitos residentes en el intestino, que se asocia con la
capacidad de respuesta de un paciente a un tratamiento con antagonista de integrina beta7 es un nivel detectable en
una muestra biolégica, preferiblemente en una muestra de sangre periférica. La cantidad de linfocitos residentes en
el intestino se puede cuantificar por métodos conocidos por el experto en la técnica y descritos por esta invencién,
tales como analisis de citometria de flujo.

En algunas realizaciones, una cantidad "elevada" o "aumentada" del nivel de un marcador biolégico, es decir, en
comparacién con una cantidad de referencia / comparador del biomarcador. El aumento es preferiblemente mayor
que aproximadamente el 10%, preferiblemente mayor que aproximadamente el 30%, preferiblemente mayor que
aproximadamente el 50%, preferiblemente mayor que aproximadamente el 100%, preferiblemente mayor que
aproximadamente el 300% como una funcién del valor de la cantidad de referencia o comparador. Por ejemplo, una
cantidad de referencia o comparador puede ser la cantidad de un biomarcador antes del tratamiento y, mas
particularmente, puede ser la cantidad de linea basal o pre-dosis.

Por ejemplo, en una realizacién, una "cantidad" o "nivel" de linfocitos residentes en el intestino denota un aumento
suficiente en el niumero de linfocitos tales que un experto en la técnica consideraria el aumento de significacién
estadistica dentro del contexto de la caracteristica bioldgica medida por dichos valores. El aumento es
preferiblemente mayor que aproximadamente el 10%, preferiblemente mayor que aproximadamente el 30%,
preferiblemente mayor que aproximadamente el 50%, preferiblemente mayor que aproximadamente el 100%,
preferiblemente mayor que aproximadamente el 300% como una funcién del valor de la cantidad de referencia /
comparador de linfocitos.

En algunas realizaciones, una "disminucion” de la cantidad o nivel de un biomarcador, es en comparacion con una
cantidad de referencia / comparador del biomarcador. La disminucion es preferiblemente menor que
aproximadamente el 10%, preferiblemente menor que aproximadamente el 30%, preferiblemente menor que
aproximadamente el 50%, preferiblemente menor que aproximadamente el 100%, preferiblemente menor que
aproximadamente el 300% como una funcién del valor de la cantidad de referencia o comparador. Por ejemplo, una
cantidad de referencia o comparador puede ser la cantidad de un biomarcador antes del tratamiento y, mas
particularmente, puede ser la cantidad de linea basal o pre-dosis.
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Por ejemplo, un "tratamiento que aumenta efectivamente la cantidad de los linfocitos residentes en el intestino" se
refiere a un tratamiento que aumenta suficientemente en el nimero de linfocitos de tal manera que un experto en la
técnica consideraria el aumento de significacion estadistica en el contexto de la caracteristica bioldgica medida por
dichos valores. El aumento es preferiblemente mayor que aproximadamente el 10%, preferiblemente mayor que
aproximadamente el 30%, preferiblemente mayor que aproximadamente el 50%, preferiblemente mayor que
aproximadamente el 100%, preferiblemente mayor que aproximadamente el 300% como una funcion del valor de la
cantidad de referencia / comparador de linfocitos antes del tratamiento.

La frase "no cambia sustancialmente" tal como se usa aqui, denota un grado insignificante de cambios de tal manera
que un experto en la técnica no considera que el cambio sea de significacion estadistica en el contexto de la
caracteristica biolégica medida por dichos valores (por ejemplo, la cantidad de linfocitos). El cambio es
preferiblemente menor que aproximadamente el 10%, preferiblemente menor que aproximadamente el 5%,
preferiblemente menor que aproximadamente el 1%.

Los "trastornos inflamatorios gastrointestinales" son un grupo de trastornos crénicos que causan inflamacién y / o
ulceracion en la membrana mucosa. Estos trastornos incluyen, por ejemplo, la enfermedad inflamatoria intestinal
(por ejemplo, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, colitis indeterminada y la colitis infecciosa), mucositis (por
ejemplo, la mucositis oral, mucositis gastrointestinal, mucositis nasal y proctitis), enterocolitis necrotizante y la
esofagitis. En una realizacién preferida, el trastorno inflamatorio gastrointestinal es una enfermedad inflamatoria del
intestino.

La "Enfermedad Inflamatoria del Intestino" o "Ell" se usa indistintamente en el presente documento para referirse a
las enfermedades del intestino que causan inflamacién y / o ulceracién e incluye sin limitacién la enfermedad de
Crohn y la colitis ulcerosa.

La "enfermedad de Crohn (EC)" o "colitis ulcerosa (CU)" son enfermedades intestinales inflamatorias crénicas de
etiologia desconocida. La enfermedad de Crohn, a diferencia de la colitis ulcerosa, puede afectar cualquier parte del
intestino. La caracteristica mas prominente de la enfermedad de Crohn es el engrosamiento granular, edematoso de
color rojizo-purpura de la pared intestinal. Con el desarrollo de la inflamacion, estos granulomas a menudo pierden
sus bordes y se integran con el tejido circundante. La diarrea y la obstruccién del intestino son las caracteristicas
clinicas predominantes. Como en la colitis ulcerosa, el curso de la enfermedad de Crohn puede ser continuo o
recurrente, leve o grave, pero a diferencia de la colitis ulcerosa, la enfermedad de Crohn no es curable por reseccion
del segmento afectado del intestino. La mayoria de los pacientes con enfermedad de Crohn requieren cirugia en
algin momento, pero la posterior recaida es comun y el tratamiento médico continuo es habitual.

La enfermedad de Crohn puede afectar a cualquier parte del tracto digestivo desde la boca hasta el ano, aunque
normalmente aparece en las regiones ileocdlicas, del intestino delgado o colon-anorrectales. Histopatolégicamente,
la enfermedad se manifiesta por granulomatomas discontinuos, abscesos de las criptas, fisuras y Ulceras aftosas. El
infiltrado inflamatorio estd mezclado, y consta de linfocitos (tanto células T y B), células plasmaticas, macréfagos y
neutréfilos. Hay un aumento desproporcionado de células plasmaticas macréfagos y neutréfilos secretoras de IgM e
IgG.

Los medicamentos antiinflamatorios sulfasalazina y acido 5-aminosalicilico (5-ASA) son Utiles para tratar ligeramente
la enfermedad de Crohn activa del colon y se prescriben cominmente para mantener la remision de la enfermedad.
Metroidazol y ciprofloxacina son similares en eficacia a la sulfasalazina y parecen ser particularmente Utiles para
tratar la enfermedad perianal. En casos mas severos, los corticosteroides son eficaces para tratar las
exacerbaciones activas e incluso pueden mantener la remision. La azatioprina y la 6-mercaptopurina también han
demostrado éxito en pacientes que requieren la administracion cronica de corticoesteroides. También es posible que
estos medicamentos puedan desempefiar un papel en la profilaxis a largo plazo. Desafortunadamente, no puede
haber un retardo muy largo (hasta seis meses) antes de inicio de la accion en algunos pacientes. Los farmacos
antidiarreicos también pueden proporcionar alivio sintomatico en algunos pacientes. La terapia nutricional o dieta
elemental pueden mejorar el estado nutricional de los pacientes y favorecer una mejoria sintomatica de la
enfermedad aguda, pero no inducir remisiones clinicas sostenidas. Los antibioticos se utilizan en el tratamiento de
sobrecrecimiento bacteriano secundario en intestino delgado y el tratamiento de las complicaciones piogénicas.

"La colitis ulcerosa (CU)" afecta el intestino grueso. El curso de la enfermedad puede ser continuo o recurrente, leve
o grave. La lesion mas temprana es una infiltracion inflamatoria con formacién de abscesos en la base de las criptas
de Lieberkuhn. La coalescencia de estas criptas distendidas y rotura tiende a separar la mucosa suprayacente de su
suministro de sangre, lo que conduce a la ulceracion. Los sintomas de la enfermedad incluyen calambres, dolor
abdominal bajo, sangrado rectal, y las descargas frecuentes y sueltas que consisten principalmente en sangre, pus y
mucosidad con particulas fecales escasas. Una colectomia total puede ser necesaria para la colitis ulcerosa
continua aguda, grave o crénica,.

Las caracteristicas clinicas de la CU son muy variables, y el inicio puede ser insidioso o abrupto, y pueden incluir
diarrea, tenesmo y sangrado rectal recurrente. Con participacion fulminante de todo el colon, puede aparecer
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megacolon toxico, una emergencia que pone la vida en peligro. Las manifestaciones extraintestinales incluyen
artritis, pioderma gangrenoso, uveitis, y eritema nudoso.

El tratamiento de la CU incluye sulfasalazina y los farmacos que contengan salicilato relacionados sobre los casos
leves y medicamentos corticosteroides en casos severos. La administracién tépica de cualquiera de los salicilatos o
corticoides es a veces eficaz, sobre todo cuando la enfermedad se limita al intestino distal, y se asocia con una
disminucion de efectos secundarios en comparacion con el uso sistémico. Las medidas de apoyo, como la
administracion de agentes de hierro y antidiarreicos se indican a veces. La azatioprina, 6-mercaptopurina y
metotrexato a veces también se prescriben para su uso en los casos dependientes de corticosteroides refractarios.

Una "dosis eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, en dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios, para
conseguir el resultado terapéutico o profilactico deseado.

Tal como se utiliza aqui, el término "paciente" se refiere a un solo animal, mas preferiblemente un mamifero
(incluyendo a los animales no humanos tales como, por ejemplo, perros, gatos, caballos, conejos, animales de
zoolodgico, vacas, cerdos, ovejas, y primates no humanos) para los que se desea el tratamiento. Mas
preferiblemente, el paciente en el presente documento es un humano.

El término "sujeto no humano" se refiere a un solo animal no humano, mas preferiblemente un mamifero (incluyendo
tales animales no humanos como, por ejemplo, perros, gatos, caballos, conejos, animales de zoolégico, vacas,
cerdos , ovejas y primates no humanos).

Los términos "anticuerpo” e "inmunoglobulina" se usan indistintamente en el sentido més amplio e incluyen
anticuerpos monoclonales (por ejemplo, de longitud completa o anticuerpos monoclonales intactos), anticuerpos
policlonales, anticuerpos multivalentes, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos siempre
y cuando muestren la actividad biol6gica deseada) y también pueden incluir ciertos fragmentos de anticuerpo (como
se describe en mayor detalle en este documento). Un anticuerpo puede ser humano, humanizado y / o0 madurado
por afinidad.

Los "fragmentos de anticuerpo” comprenden sélo una porcion de un anticuerpo intacto, donde la porcién retiene
preferiblemente al menos una, preferiblemente la mayoria o todas, las funciones normalmente asociadas con la
parte cuando esta presente en un anticuerpo intacto. En una realizacion, un fragmento de anticuerpo comprende un
sitio de unién a antigeno del anticuerpo intacto y asi retiene la capacidad de unirse al antigeno. En otra realizacién,
un fragmento de anticuerpo, por ejemplo uno que comprende la regién Fc, retiene al menos una de las funciones
biol6gicas normalmente asociadas con la region Fc cuando esta presente en un anticuerpo intacto, tal como la unién
a FcRn, de modulaciéon de la vida media del anticuerpo, la funcion CCDA y unién al complemento. En una
realizacién, un fragmento de anticuerpo es un anticuerpo monovalente que tiene una vida media in vivo
sustancialmente similar a un anticuerpo intacto. Por ejemplo, un fragmento de tal anticuerpo puede comprender el
brazo de unién a antigeno ligado a una secuencia de Fc capaz de conferir estabilidad in vivo al fragmento.

El término "anticuerpo monoclonal” tal como se utiliza aqui, se refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacion de
anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacion son
idénticos excepto por posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes en cantidades menores. Los
anticuerpos monoclonales son altamente especificos, estando dirigidos contra un solo antigeno. Ademas, en
contraste con las preparaciones de anticuerpos policlonales que tipicamente incluyen diferentes anticuerpos
dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un Gnico
determinante en el antigeno.

Los anticuerpos monoclonales del presente documento incluyen especificamente anticuerpos "quiméricos” en los
que una porcién de la cadena pesada y / o ligera es idéntica u homdloga a las secuencias correspondientes en
anticuerpos derivados de una especie particular correspondiente o pertenecientes a una clase o subclase de
anticuerpo particular, mientras que el resto de la(s) cadena(s) es idéntica u homoéloga a las secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de otras especies 0 pertenecientes a otra clase o subclase de
anticuerpo, asi como fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que presenten la actividad biolégica deseada
(Patente de Estados Unidos N? 4.816.567; y Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6851 a 6855 (1984)).

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos quiméricos que
contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos
humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que residuos de una region hipervariable
del receptor se sustituyen por residuos de una region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante)
como el ratdon, rata, conejo o primate no humano que tiene la especificidad, afinidad y capacidad deseada. En
algunos casos, la region marco (FR) de residuos de la inmunoglobulina humana se sustituyen por los
correspondientes residuos no humanos. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no
se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Estas modificaciones se realizan para refinar
aun mas el rendimiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos
de al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en que todos o sustancialmente todos los bucles
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hipervariables corresponden a los de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las FR son
las de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado opcionalmente comprendera también
al menos una porciéon de una regidon constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina
humana. Para mas detalles, véase Jones et al., Nature 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332: 323-329
(1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593-596 (1992). Véase también los siguientes articulos de revisién y
referencias citadas en ellos: Vaswani y Hamilton, Ann. Allergy, Asthma & Immunol. 1: 105-115 (1998); Harris,
Biochem. Soc. Transactions 23: 1035-1038 (1995); Hurle y Gross, Curr. Op. Biotech. 5: 428-433 (1994).

Un "anticuerpo humano" es uno que comprende una secuencia de aminoacidos correspondiente a la de un
anticuerpo producido por un humano y / o se ha realizado utilizando cualquiera de las técnicas para hacer
anticuerpos humanos como se describe aqui. Estas técnicas incluyen la seleccion de bibliotecas de cribaje
combinatorias derivadas de humanos, tales como bibliotecas de presentacién en fagos (véase, por ejemplo, Marks
et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991) y Hoogenboom et al., Nucl. Acids Res., 19: 4133 - 4137 (1991)); usando
lineas celulares de mieloma humano y de heteromieloma de ratén-humano para la produccién de anticuerpos
monoclonales humanos (véase, por ejemplo, Kozbor J. Immunol. 133: 3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal
Antibody Production Techniques and Applications, pp 55 -93 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987), y Boerner et
al.,, J. Immunol, 147: 86 (1991)); y la generacién de anticuerpos monoclonales en animales transgénicos (por
ejemplo, ratones) que son capaces de producir un repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de
produccion de inmunoglobulina endégena (véase, por ejemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 90 :
2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362: 255 (1993); Bruggermann et al., Year in Immunol., 7: 33 (1993)). Esta
definicion de un anticuerpo humano excluye especificamente un anticuerpo humanizado que comprende residuos de
unién a antigeno de un animal no humano.

Un anticuerpo "aislado" es uno que se ha identificado y separado y / o recuperado de un componente de su entorno
natural. Los componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que interferirian con los usos
diagndsticos o terapéuticos para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas, y otros solutos proteicos o0 no
proteicos. En realizaciones preferidas, el anticuerpo se purificard (1) hasta mas del 95% en peso de anticuerpo
segln se determina por el método de Lowry, y mas preferiblemente mas de 99% en peso, (2) hasta un grado
suficiente para obtener al menos 15 residuos de secuencia de aminoacidos N-terminal o interna mediante el uso de
un secuenciador de copa giratoria, o (3) hasta la homogeneidad mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras o
no reductoras utilizando tincion azul de Coomassie, o preferiblemente con tincién de plata. El anticuerpo aislado
incluye el anticuerpo in situ dentro de células recombinantes ya que al menos un componente del entorno natural del
anticuerpo no estara presente. Normalmente, sin embargo, el anticuerpo aislado se preparara mediante al menos un
paso de purificacion.

El término "regién hipervariable", "HVR", o "HV", cuando se usa aqui, se refiere a las regiones de un dominio
variable de anticuerpo que son hipervariables en la secuencia y / o forman bucles estructuralmente definidos.
Generalmente, los anticuerpos comprenden seis regiones hipervariables; tres en el VH (H1, H2, H3), y tres en el VL
(L1, L2, L3). Un numero de delineaciones de la regién hipervariable estan en uso y se incluyen en el presente
documento. Las regiones determinantes de complementariedad Kabat (CDR) se basan en la variabilidad de
secuencias y son los mas utilizados (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed., Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)). Chothia se refiere en cambio a la ubicacion de
los bucles estructurales (Chothia y Lesk J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987)). Las regiones hipervariables AbM
representan un compromiso entre las CDR de Kabat y los bucles estructurales Chothia, y son utilizados por el
software de modelado de anticuerpos AbM de Oxford Molecular. Las regiones hipervariables de "contacto" se basan
en un andlisis de las estructuras cristalinas complejas disponibles. Los residuos de cada una de estas HVR se
indican a continuacion.

Bucle Kabat AbM Chothia Contacto

L1 L24-L34 L24-L.34 L26-L32 L30-L36

L2 L50-L56 L50-L56 L50-L52 L46-L55

L3 L89-L97 L89-L97 L91-L96 L89-L96

H1 H31-H35B  H26-H35B H26-H32 H30-h35b (numeracién de Kabat)
H1 H31-H35 H26-H35 H26-H32 H30-H35 (Numeracién Chothia)
H2 H50-H65 H50-H58 H53-H55 H47-H58

H3 H95-H102  H95-H102 H96-H93 H101-H101

Las regiones hipervariables pueden comprender "regiones hipervariables extendidas" como sigue: 24-36 o0 24-34
(L1), 46-56 0 49-56 0 50-56 0 52-56 (L2) y 89-97 (L3) en VL y 26-35 (H1), 50-65 o0 49-65 (H2) y 93-102, 94-102 o0 95-
102 (H3) en VH. Los residuos del dominio variable se numeran segun Kabat et al., Supra para cada una de estas
definiciones.

Los residuos "marco” o residuos "FR" son aquellos residuos del dominio variable diferentes de los residuos de la
region hipervariable tal como se definen aqui.
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Un "marco consenso humano" es un marco que representa el residuo de aminodcido que ocurre mas
frecuentemente en una seleccion de secuencias marco de inmunoglobulina humana VL o VH. Generalmente, la
seleccion de secuencias de inmunoglobulina humana VL o VH es de un subgrupo de secuencias de dominio
variable. En general, el subgrupo de secuencias es un subgrupo como en Kabat et al. En una realizacién, para la VL,
el subgrupo es subgrupo kappa | como en Kabat et al. En una realizacion, para la VH, el subgrupo es subgrupo Il
como en Kabat et al.

Un anticuerpo "madurado por afinidad" es uno con una o mas alteraciones en una o mas CDR del mismo que dan
como resultado una mejora en la afinidad del anticuerpo para el antigeno, en comparacién con un anticuerpo
parental que no posee la(s) alteracion(es). Los anticuerpos madurados por afinidad preferidos tendran afinidades
nanomolares o incluso picomolares por el antigeno diana. Los anticuerpos madurados por afinidad se producen
mediante procedimientos conocidos en la técnica. Marks et al. Bio/Technology 10: 779-783 (1992) describe la
maduracion por afinidad mediante barajado de dominios VH y VL. La mutagénesis aleatoria de residuos CDR y / o
marco se describe en: Barbas et al. Proc. Acad. Sci, USA 91: 3809-3813 (1994); Schier et al. Gene 169: 147-155
(1996); Yelton et al. J. Immunol. 155: 1994-2004 (1995); Jackson et al., J. Immunol. 154 (7): 3310-9 (1995); y
Hawkins et al. J. Mol. Biol. 226: 889-896 (1992).

La frase "sustancialmente similar" o "sustancialmente la misma", como se usa aqui, indica un grado suficientemente
elevado de similitud entre dos valores numéricos (generalmente uno asociado con un anticuerpo de la invencion y el
otro asociado con un anticuerpo de referencia / comparador) de tal manera que un experto en la técnica considerara
la diferencia entre los dos valores a tener poca o ninguna actividad biologica y / o relevancia estadistica en el
contexto de la caracteristica biolégica medida por dichos valores (por ejemplo, valores de Kd). La diferencia entre
dichos dos valores es preferiblemente menor que aproximadamente el 50%, preferiblemente menor que
aproximadamente el 40%, preferiblemente que aproximadamente el 30%, preferiblemente que aproximadamente el
20%, preferiblemente que aproximadamente el 10% en funcion del valor de anticuerpo de referencia / comparador.

"La afinidad de unién" se refiere generalmente a la fuerza de la suma total de interacciones no covalentes entre un
Unico sitio de union de una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) y su pareja de unién (por ejemplo, un antigeno). A
menos que se indique lo contrario, como se usa aqui, "afinidad de unién" se refiere a la afinidad de union intrinseca
que refleja una relaciéon de interacciéon 1: 1 entre los miembros de una pareja de unién (por ejemplo, anticuerpo y
antigeno). La afinidad de una molécula X por su pareja Y se puede representar en general por la constante de
disociacion (Kd). La afinidad se puede medir mediante métodos comunes conocidos en la técnica, incluyendo los
descritos en el presente documento. Los anticuerpos de baja afinidad se unen en general al antigeno lentamente y
tienden a disociarse facilmente, mientras que los anticuerpos de alta afinidad se unen generalmente més rapido al
antigeno y tienden a permanecer unidos mas tiempo. Una variedad de métodos de medicion de la afinidad de unién
son conocidos en la técnica, cualquiera de los cuales puede ser usado para los propoésitos de la presente invencion.

El término "variable" se refiere al hecho de que ciertas porciones de los dominios variables difieren ampliamente en
la secuencia entre anticuerpos y se utilizan en la unién y especificidad de cada anticuerpo particular por su antigeno
particular. Sin embargo, la variabilidad no se distribuye uniformemente a través de los dominios variables de los
anticuerpos. Se concentra en tres segmentos llamados regiones hipervariables tanto en los dominios variables de la
cadena ligera como de la cadena pesada. Las porciones mas altamente conservadas de los dominios variables se
denominan regiones marco (FR). Los dominios variables de las cadenas pesadas y ligeras nativas comprenden cada
una cuatro FR, adoptando en gran medida una configuracion de lamina B, conectadas por tres regiones
hipervariables, que forman bucles que conectan, y en algunos casos forman parte de la estructura de lamina (3. Las
regiones hipervariables en cada cadena se mantienen juntas en estrecha proximidad por las FR y, con las regiones
hipervariables de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de unién a antigeno de los anticuerpos (ver
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD. (1991)). Los dominios constantes no estan implicados directamente en la uniéon de un
anticuerpo a un antigeno, pero presentan diversas funciones efectoras, como la participacion del anticuerpo en la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA).

La digestién de anticuerpos con papaina produce dos fragmentos de unién a antigeno idénticos, llamados
fragmentos "Fab", cada uno con un Unico sitio de unién al antigeno, y un fragmento residual "Fc", cuyo nombre
refleja su capacidad para cristalizar facilmente. El tratamiento con pepsina produce un fragmento F(ab')z2 que tiene
dos sitios de union a antigeno y todavia es capaz de unir el antigeno.

"Fv" es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un reconocimiento de antigeno completo y el sitio de unién
al antigeno. Esta region consiste en un dimero de un dominio variable de una cadena pesada y una cadena ligera en
estrecha asociacién no covalente. Es en esta configuracion que las tres regiones hipervariables de cada dominio
variable interactian para definir un sitio de unién al antigeno en la superficie del dimero Vu-VL. Colectivamente, las
seis regiones hipervariables confieren especificidad de union a antigeno al anticuerpo. Sin embargo, incluso un unico
dominio variable (o la mitad de un Fv que comprende sélo tres regiones hipervariables especificas para un antigeno)
tiene la capacidad de reconocer y unirse al antigeno, aunque con una afinidad menor que el sitio de unién completo.
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El fragmento Fab también contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1) de
la cadena pesada. Los fragmentos Fab = difieren de los fragmentos Fab por la adicién de unos pocos residuos en el
extremo carboxi del dominio CH1 de la cadena pesada incluyendo una o mas cisteinas de la regién bisagra del
anticuerpo. Fab'-SH es la designacion en este documento para Fab' en la que el(los) residuo(s) de cisteina de los
dominios constantes portan al menos un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpos F(ab')z se produjeron
originalmente como pares de fragmentos Fab' que tienen cisteinas bisagra entre ellos. También se conocen otros
acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpos.

Las "cadenas ligeras" de los anticuerpos de cualquier especie de vertebrado pueden asignarse a uno de dos tipos
claramente distintos, denominados kappa (k) y lambda (A), basdndose en las secuencias de aminoacidos de sus
dominios constantes.

Dependiendo de las secuencias de aminoacidos de los dominios constantes de sus cadenas pesadas, los
anticuerpos (inmunoglobulinas) pueden asignarse a diferentes clases. Hay cinco clases principales de
inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varias de estas pueden dividirse en subclases (isotipos), por ejemplo,
1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA1, y IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes
clases de inmunoglobulinas se denominan a, 9, €, v, y U, respectivamente. Las estructuras de las subunidades y las
configuraciones tridimensionales de las diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas y se describen
generalmente en, por ejemplo, Abbas et al. Cellular and Mol. Immunology, 42 ed. (W. B. Saunders, Co., 2000). Un
anticuerpo puede ser parte de una molécula de fusién mayor, formada por asociacién covalente o no covalente del
anticuerpo con una o mas de otras proteinas o péptidos.

Los términos "anticuerpo de longitud completa”, "anticuerpo intacto" y "anticuerpo completo" se usan en este
documento indistintamente para referirse a un anticuerpo en su forma sustancialmente intacta, no a fragmentos de
anticuerpo como se define a continuacion. Los términos se refieren particularmente a un anticuerpo con cadenas
pesadas que contienen una region Fc.

Un "anticuerpo desnudo" para los propoésitos del presente documento es un anticuerpo que no esta conjugado a un
resto citotéxico o radiomarcador.

El término "region Fc" en el presente documento se utiliza para definir una regiéon C-terminal de una cadena pesada
de inmunoglobulina, incluyendo regiones Fc de secuencia nativa y variantes de regiones Fc. Aunque los limites de la
region Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina puede variar, la regién Fc de cadena pesada de IgG humana
se define generalmente por comprender a partir de un residuo de aminoacido en la posicién Cys226, o desde
Pro230, al carboxilo-terminal de la misma. La lisina C-terminal (residuo 447 segun el sistema de numeracion de la
UE) de la region Fc puede eliminarse, por ejemplo, durante la produccion o la purificacion del anticuerpo, o por
ingenieria recombinante de acidos nucleicos que codifica una cadena pesada del anticuerpo. Por consiguiente, una
composicién de anticuerpos intactos puede comprender las poblaciones de anticuerpos con todos los residuos K447
eliminados, poblaciones de anticuerpo sin residuos K447 eliminados, y poblaciones de anticuerpo que tienen una
mezcla de anticuerpos con y sin el residuo K447.

A menos que se indique lo contrario, en el presente documento la numeracién de los residuos en una cadena
pesada de inmunoglobulina es la del indice EU como en Kabat et al.,, Sequences of Proteins of Inmunological
Interest, 52 ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991), que se incorpora
expresamente en este documento por referencia. El "indice de la UE como en Kabat" se refiere a la numeracion UE
de residuos del anticuerpo IgG1 humano.

Una "region Fc funcional" posee una "funciéon efectora" de una region Fc de secuencia nativa. Los ejemplos de
"funciones efectoras" incluyen unién a C1q; citotoxicidad dependiente del complemento; unién al receptor Fc;
citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (CCDA); fagocitosis; regulacion de los receptores de
la superficie celular (por ejemplo, receptor de células B; BCR), etc. Tales funciones efectoras generalmente
requieren la region Fc para combinarse con un dominio de unién (por ejemplo, un dominio variable de anticuerpo) y
pueden analizarse usando diversos ensayos como por ejemplo, los descritos en el presente documento.

Una "region Fc de secuencia nativa" comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a la secuencia de
aminoacidos de una region Fc encontrada en la naturaleza. Las regiones Fc humanas de secuencia nativa incluyen
una region Fc de secuencia nativa de IgG1 humana (alotipos no Ay A); regidén Fc de secuencia nativa IgG2 humana;
region Fc de secuencia nativa IgG3 humana; y la regién Fc de secuencia nativa de IgG4 humana, asi como
variantes naturales de las mismas.

Una "variante de region Fc " comprende una secuencia de aminoacidos que difiere de la de una regién Fc de
secuencia nativa en virtud de la modificaciéon de al menos un aminodacido, preferiblemente una o mas sustituciones
de aminodcidos. Preferiblemente, la variante de region Fc tiene al menos una sustitucion de aminoacidos en
comparacién con una regién Fc de secuencia nativa o para la region Fc de un polipéptido parental, por ejemplo, de
aproximadamente uno a aproximadamente diez sustituciones de aminoacidos, y preferiblemente de
aproximadamente una a aproximadamente cinco sustituciones de aminoacidos en una regién Fc de secuencia nativa
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o en la region Fc del polipéptido parental. La variante de la region Fc en este documento poseera preferiblemente al
menos aproximadamente un 80% de homologia con una region Fc de secuencia nativa y / 0 con una regién Fc de un
polipéptido parental, y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente un 90% de homologia con la misma, méas
preferiblemente al menos aproximadamente un 95% de homologia con los mismos.

Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos
intactos pueden asignarse a diferentes "clases". Hay cinco clases principales de anticuerpos intactos: IgA, IgD, IgE,
IgG e IgM, y varias de ellas pueden dividirse en "subclases" (isotipos), por ejemplo, IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA, y
IgA2. Los dominios constantes de cadenas pesadas que corresponden a las diferentes clases de anticuerpos se
denominan a, §, & v, y W, respectivamente. Las estructuras de las subunidades y las configuraciones
tridimensionales de las diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas.

La "citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos" y "CCDA" se refieren a una reaccion mediada por
células en la que células citotoxicas no especificas que expresan receptores Fc (FcR) (por ejemplo asesinas
naturales (NK), neutréfilos y macréfagos) reconocen anticuerpos unidos a una célula diana y posteriormente causan
la lisis de la célula diana. Las células primarias para mediar la CCDA, las células NK, expresan de FcyRlIll
solamente, mientras que los monocitos expresan FcyRl, FcyRIl y FcyRIll. La expresion de FcR en las células
hematopoyéticas se resume en la Tabla 3 en la pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol 9: 457-92
(1991). Para evaluar la actividad CCDA de una molécula de interés, se puede realizar un ensayo CCDA in vitro, tal
como el descrito en la Patente de Estados Unidos N° 5.500.362 o 5.821.337. Células efectoras utiles para tales
ensayos incluyen células mononucleares de sangre periférica (CMSP) y células asesinas naturales (NK).
Alternativamente, o adicionalmente, la actividad CCDA de la molécula de interés puede evaluarse in vivo, por
ejemplo, en un modelo animal tal como el descrito en Clynes et al. PNAS (USa) 95: 652-656 (1998).

Las "células efectoras humanas" son leucocitos que expresan uno o mas FcR y realizan funciones efectoras.
Preferiblemente, las células expresan al menos FcyRIll y realizan la funcién efectora CCDA. Ejemplos de leucocitos
humanos que median CCDA incluyen células mononucleares de sangre periférica (CMSP), células asesinas
naturales (NK), monocitos, células T citotéxicas y neutrofilos; siendo preferidas las CMSP y las células NK. Las
células efectoras se pueden aislar de una fuente nativa de la misma, por ejemplo, de la sangre o CMSP como se
describe en el presente documento.

Los términos "receptor de Fc" o "FcR" se usan para describir un receptor que se une a la regién Fc de un anticuerpo.
El FcR preferido es un FcR humano de secuencia nativa. Ademas, un FcR preferido es uno que se une a un
anticuerpo 1gG (un receptor gamma) e incluye receptores de las subclases FcyRI, FcyRll, y FcyRIll, incluyendo
variantes alélicas y formas de corte y empalme alternativo de estos receptores. Los receptores FcyRll incluyen
FcyRIIA (un "receptor activador") y FcyRIIB (un "receptor de inhibicién"), que tienen secuencias de aminoacidos
similares que difieren principalmente en sus dominios citoplasmicos. El receptor activador FcyRIIA contiene un
motivo de activacion del inmunoreceptor basado en tirosina (ITAM) en su dominio citoplasmico. El receptor inhibidor
FcyRIIB contiene un motivo de inhibiciéon del inmunoreceptor basado en tirosina (ITIM) en su dominio citoplasmico
(véase la revision M. en Daéron, Annu. Rev. Immunol. 15: 203-234 (1997)). Los FcR se revisan en Ravetch y Kinet,
Annu. Rev. Immunol 9: 457-92 (1991); Capel et al., Inmunomethods 4: 25-34 (1994); y de Haas et al., J. Lab. Clin.
Med. 126: 330-41 (1995). Otros FcR, incluyendo los que se identifiquen en el futuro, estan abarcados por el término
"FcR" en el presente documento. El término también incluye el receptor neonatal, FcRn, que es responsable de la
transferencia de IgG maternas al feto (Guyer et al., J. Immunol. 117: 587 (1976) y Kim et al., J. Immunol. 24: 249
(1994)), y regula la homeostasis de inmunoglobulinas. Los anticuerpos con la mejora de la union al receptor Fc
neonatal (FcRn), y el aumento de la vida media, se describen en el documento WOO00 / 42072 (Presta, L.) y US2005
/ 0014934A1 (Hinton et al.). Estos anticuerpos comprenden una regiéon Fc con una o mas sustituciones en ellos que
mejoran la unién de la region Fc a FcRn. Por ejemplo, la regiéon Fc puede tener sustituciones en una o mas de las
posiciones 238, 250, 256, 265, 272, 286, 303, 305, 307, 311, 312, 314, 317, 340, 356, 360, 362, 376 , 378, 380, 382,
413, 424, 428 o0 434 (numeracion de residuos Eu). La variante preferida de anticuerpo que comprende la region Fc
con union a FcRn mejorado comprende las sustituciones de aminoacidos en una, dos o tres de las posiciones 307,
380 y 434 de la region Fc del mismo (numeracién de residuos Eu).

Los fragmentos de anticuerpos "Fv de cadena sencilla” o "scFv" comprenden los dominios Vi y Vi del anticuerpo, en
donde estos dominios estan presentes en una Unica cadena polipeptidica. Preferiblemente, el polipéptido Fv
comprende ademas un polipéptido enlazador entre los dominios Vi y VL que permite al scFv formar la estructura
deseada para la unién a antigeno. Para una revision de scFv ver Plickthun en The Pharmacology of Monoclonal
Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, pp. 269-315 (1994). Los fragmentos
scFv de los anticuerpos HER2 se describen en el documento WO93 / 16185; Patente de EE.UU. N? 5.571.894; y la
Patente de EE.UU. N? 5.587.458.

El término "diacuerpos” se refiere a pequenos fragmentos de anticuerpos con dos sitios de unidén a antigeno, cuyos
fragmentos comprenden un dominio pesado variable (VH) conectado a un dominio ligero variable (VL) en la misma
cadena polipeptidica (Vi - Vi). Mediante el uso de un enlazador que es demasiado corto para permitir el
emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los dominios son forzados a emparejarse con los
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dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de unién a antigeno. Los diacuerpos se describen mas
completamente en, por ejemplo, PE 404.097; WO 93/11161; y Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444 -
6448 (1993).

Un anticuerpo "madurado por afinidad" es uno con una o mas alteraciones en una o mas regiones hipervariables del
mismo que dan como resultado una mejora en la afinidad del anticuerpo por el antigeno, en comparaciéon con un
anticuerpo parental que no posee la(s) alteracién(es). Los anticuerpos madurados por afinidad preferidos tendran
afinidades nanomolares o incluso picomolares por el antigeno diana. Los anticuerpos madurados por afinidad se
producen mediante procedimientos conocidos en la técnica. Marks et al. Bio / Technology 10: 779-783 (1992)
describe la maduracion por afinidad mediante barajado de dominios VH y VL. La mutagénesis aleatoria de residuos
de CDR y / o marco se describe en: Barbas et al. Proc. Acad. Sci, USA 91: 3809-3813 (1994); Schier et al. Gene
169: 147-155 (1995); Yelton et al. J. Immunol. 155: 1994-2004 (1995); Jackson et al., J. Immunol. 154 (7): 3310-9
(1995); y Hawkins et al, J. Mol. Biol. 226: 889-896 (1992).

Un anticuerpo con "variante de secuencia de aminoacidos" en el presente documento es un anticuerpo con una
secuencia de aminodcidos que difiere del anticuerpo principal de la especie. Normalmente, las variantes de
secuencia de aminoacidos poseeran al menos aproximadamente un 70% de homologia con el anticuerpo principal
de la especie, y preferiblemente, serdn al menos aproximadamente un 80%, mas preferiblemente al menos
aproximadamente un 90% homélogos con el anticuerpo principal de la especie. Las variantes de secuencia de
aminoacidos poseen sustituciones, deleciones y / o adiciones en ciertas posiciones dentro de o adyacente a la
secuencia de aminodacidos del anticuerpo principal de la especie. Ejemplos de variantes de secuencia de
aminoacidos en el presente documento incluyen una variante acidica (por ejemplo, variante de anticuerpo
desamidada), una variante béasica, un anticuerpo con una extension del lider amino-terminal (por ejemplo, VHS-) en
una o dos cadenas ligeras del mismo, un anticuerpo con un residuo de lisina en C-terminal en una o dos cadenas
pesadas del mismo, etc., e incluye combinaciones de las modificaciones de las secuencias de aminoacidos de las
cadenas pesadas y / o ligeras. La variante de anticuerpo de interés particular en el presente documento es el
anticuerpo que comprende una extensién del lider en amino terminal en una o dos cadenas ligeras del mismo, que
comprende opcionalmente ademas otra diferencia en la secuencia de aminodacidos y / o de glicosilacién en relacién
con el anticuerpo principal de la especie.

Un anticuerpo con "variante de glicosilacion" en el presente documento es un anticuerpo con una o mas porciones
de hidratos de carbono unidos al mismo que difieren en una o0 méas porciones de hidratos de carbono unidos a un
anticuerpo principal de la especie. Ejemplos de variantes de glicosilacién en el presente documento incluyen
anticuerpos con una estructura de oligosacarido G1 o G2, en lugar de una estructura de oligosacarido GO, unido a
una region Fc de los mismos, un anticuerpo con una o dos porciones de hidratos de carbono unidas a una o dos
cadenas ligeras del mismo, un anticuerpo sin hidratos de carbono unidos a una o dos cadenas pesadas del
anticuerpo, etc., y combinaciones de alteraciones de glicosilacion. Cuando el anticuerpo tiene una regiéon Fc, una
estructura de oligosacarido puede estar unida a una o dos cadenas pesadas del anticuerpo, por ejemplo, en el
residuo 299 (298, numeracion de residuos de Eu).

El término "agente citotoxico" tal como se utiliza aqui, se refiere a una sustancia que inhibe o previene la funcion de
las células y / o causa la destruccion de las células. El término pretende incluir isétopos radioactivos (por ejemplo
A1 181125 ¥90 Re186 Re'88 Sm'%3, Bi212, P32 y los is6topos radiactivos de Lu), agentes quimioterapéuticos, y
toxinas tales como toxinas de molécula pequefia o toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, flingico,
vegetal o animal, incluyendo fragmentos y / o variantes de los mismos.

El término "citoquina" es un término genérico para las proteinas liberadas por una poblacién de células que actian
sobre otra célula como mediadores intercelulares. Ejemplos de tales citoquinas son linfoquinas, monoquinas, y
hormonas polipeptidicas tradicionales. Entre las citoquinas se incluyen hormonas del crecimiento tales como la
hormona del crecimiento humano, hormona del crecimiento humano N-metionilo, y hormona de crecimiento bovina;
la hormona paratiroidea; tiroxina; insulina; proinsulina; relaxina; prorelaxina; hormonas de glicoproteinas, tales como
hormona estimuladora del foliculo (FSH), hormona estimuladora del tiroides (TSH), y hormona luteinizante (LH);
factor de crecimiento hepatico; factor de crecimiento de fibroblastos; prolactina; lactégeno placentario; factor de
necrosis tumoral-a y -B; sustancia inhibidora mulleriana; péptido asociado a la gonadotropina de ratén; inhibina;
activina; factor de crecimiento endotelial vascular; integrina; trombopoyetina (TPO); factores de crecimiento nervioso,
tales como NGF-B; factor de crecimiento de plaquetas; factores de crecimiento transformante (TGF) tales como
TGF-a y TGF-B; factor de crecimiento | y -l similar a la insulina; eritropoyetina (EPQO); factores osteoinductores;
interferones tales como interferon-a, -B, y -v; factores estimuladores de colonias (CSF) como el CSF de macréfagos
(M-CSF); CSF de macrdéfagos granulocitos (GM-CSF); y el CSF de granulocitos (G-CSF); interleuquinas (ILS), tales
como IL-1, IL-1a, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12; un factor de necrosis tumoral como el
TNF-o 0 TNF-B; y otros factores polipeptidicos incluyendo LIF y el ligando kit (KL). Tal como se utiliza aqui, el
término citoquina incluye proteinas de fuentes naturales o de cultivo celular recombinante y equivalentes
biol6gicamente activos de las citoquinas de secuencia nativa.

El término "agente inmunosupresor" como se utiliza aqui para la terapia adyuvante se refiere a sustancias que
actlan para suprimir o enmascarar el sistema inmunolégico del sujeto que esta siendo tratado en el presente
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documento. Esto incluiria sustancias que suprimen la produccién de citoquinas, regulan negativamente o suprimen
la expresion de auto-antigenos, o enmascaran los antigenos MHC. Ejemplos de tales agentes incluyen pirimidinas 2-
amino-6-aril-5- sustituidas (véase la Patente de Estados Unidos N° 4.665.077); Los farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINE); ganciclovir; tacrolimus; glucocorticoides como el cortisol y aldosterona; agentes antiinflamatorios
tales como un inhibidor de la ciclooxigenasa; un inhibidor de la 5-lipoxigenasa; o un antagonista del receptor de
leucotrienos; antagonistas de purinas, como azatioprina o micofenolato mofetil (MMF); agentes alquilantes tales
como ciclofosfamida; bromocriptina; danazol; dapsona; glutaraldehido (que enmascara los antigenos MHC, como se
describe en la Patente de Estados Unidos N°® 4.120.649); anticuerpos antiidiotipicos para antigenos MHC y
fragmentos del MHC; ciclosporina; 6 mercaptopurina; esteroides como corticosteroides o glucocorticoides o analogos
de glucocorticoides, por ejemplo, prednisona, metilprednisolona, incluyendo SOLU-MEDROL®, succinato sédico de
metilprednisolona y dexametasona; inhibidores de la dihidrofolato reductasa tales como el metotrexato (oral o
subcutaneo); agentes contra la malaria, como la cloroquina e hidroxicloroquina; sulfasalazina; leflunomida; citocinas
0 anticuerpos receptores de citocinas o antagonistas que incluyen anticuerpos anti-interferén-alfa, -beta, o -gamma
anticuerpos anti-factor de necrosis antitumoral (TNF) alfa (infliximab (REMICADE®) o adalimumab), anticuerpos anti-
TNF-alfa inmunoadhesina (etanercept), anticuerpos anti-TNF-beta, anticuerpos anti-interleucina-2 (IL-2) y
anticuerpos anti-receptor de IL-2, y anticuerpos y antagonistas anti-receptor de interleucina-6 (IL-6); anticuerpos anti-
LFA-1, incluyendo anticuerpos anti-CD11a y anti-CD18; anticuerpos anti-L3T4; globulina anti-linfocitos heterdloga;
anticuerpos pan-T, preferiblemente anticuerpos anti-CD3 o anti-CD4 / CD4a; péptido soluble que contiene un
dominio de unién a LFA-3 (WO 90/08187 publicado 26 de julio 1990); estreptoquinasa; factor de crecimiento
transformante beta (TGF-beta); estreptodomasa; RNA o DNA del huésped; FK506; RS-61443; clorambucilo;
desoxiespergualina; rapamicina; receptor de células T (Cohen et al., Patente de Estados Unidos N° 5.114.721.);
Fragmentos de receptor de células T (Offner et al., Science, 251: 430-432 (1991); WO 90/11294; laneway, Nature,
341: 482 (1989); y WO 91/01133); Antagonistas de BAFF tales como anticuerpos o inmunoadhesinas BAFF o BR3 y
antagonistas zTNF4 (para su revision, véase Mackay y Mackay, Trends Immunol., 23: 113-5 (2002) y también ver la
definicion méas abajo); agentes bioldgicos que interfieren con las sefiales colaboradoras de células T, tales como
anti-receptor de CD40 o anti-ligando de CD40 (CD154), incluido los anticuerpos de bloqueo para el ligando CD40-
CD40 (por ejemplo, Durie et al., Science, 261: 1328-1330 (1993); Mohan et al, J. Immunol, 154: 1470-1480 (1995)) y
CTLA4-Ig (Finck et al., Science, 265: 1225-7 (1994)); y anticuerpos del receptor de células T (PE 340.109) como
T10B9.

Il. Descripcion detallada
A. Antagonistas de integrina beta7

La presente especificacion describe métodos para predecir la capacidad de respuesta de un paciente para el
tratamiento de los antagonistas de la integrina beta7. Ejemplos de antagonistas potenciales incluyen un
oligonucledtido que se une a las fusiones de inmunoglobulina con la integrina beta?, y, en particular, anticuerpos que
incluyen, sin limitacién, anticuerpos policlonales y monoclonales y fragmentos de anticuerpos, anticuerpos de
cadena sencilla, anticuerpos anti-idiotipicos, y quiméricos o versiones humanizadas de dichos anticuerpos o
fragmentos, asi como anticuerpos humanos y fragmentos de anticuerpos. Alternativamente, un antagonista potencial
puede ser una proteina estrechamente relacionada, por ejemplo, una forma mutada de la integrina beta7 que
reconoce el ligando pero no produce efecto, inhibiendo asi competitivamente la accion de la integrina beta7.

Otro potencial antagonista de integrina beta7 es una construccion de RNA o de DNA antisentido preparado
utilizando la tecnologia antisentido, en la que, por ejemplo, una molécula de RNA o DNA antisentido actia para
bloquear directamente la traduccion de RNAm mediante la hibridacién al RNAm diana y evitando la traduccion de
proteinas. La tecnologia antisentido se puede utilizar para controlar la expresién génica a través de formacion de
triple hélice o DNA o RNA antisentido, ambos métodos se basan en la unién de un polinucleétido al DNA o RNA. Por
ejemplo, la parte codificante 5' de la secuencia de polinucleétido que codifica la integrina beta7 en el presente
documento, se utiliza para disenar un oligonucleétido de RNA antisentido de aproximadamente 10 a 40 pares de
bases de longitud. Un oligonucleétido de DNA se disefia para ser complementario a una region del gen implicado en
la transcripcion (triple hélice - véase Lee et al., Nucl. Acids Res., 6: 3073 (1979); Cooney et al., Science, 241: 456
(1988); Dervan et al., Science, 251: 1360 (1991)), evitando asi la transcripcién y la produccién de la integrina beta?.
El oligonucledtido de RNA antisentido hibrida con el RNAm in vivo y bloquea la traduccion de la molécula de RNAm
en la proteina integrina beta7 (antisentido - Okano, Neurochem., 56: 560 (1991); Oligodeoxynucleotides as
Antisense Inhibitors of Gene Expression (CRC Press: Boca Raton, Fla., 1988). Los oligonucleétidos descritos
anteriormente también pueden entregarse a las células de forma que el RNA o DNA antisentido se puede expresar
in vivo para inhibir la produccion del polipéptido PRO. Cuando se utiliza DNA antisentido, se prefieren los
oligodesoxirribonucleétidos derivados del sitio de inicio de la traduccién, por ejemplo, entre -10 y 10 posiciones de la
secuencia de nucledtidos del gen diana.

Otros antagonistas potenciales incluyen moléculas pequefias que se unen al sitio activo, el ligando de unién o sitio
de union a molécula, bloqueando asi la actividad biolégica normal de la integrina beta7. Los ejemplos de moléculas
pequefias incluyen, pero no se limitan a, péptidos pequefios o moléculas similares a péptidos, péptidos
preferentemente solubles, y compuestos organicos o inorganicos no peptidicos sintéticos.
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Las ribozimas son moléculas de RNA enzimaticas capaces de catalizar la escision especifica de RNA. Las ribozimas
actian mediante hibridacién especifica de secuencia al RNA diana complementario, seguido de escision
endonucleolitica. Los sitios de escision de ribozima especificos dentro de una diana potencial de RNA pueden ser
identificados mediante técnicas conocidas. Para mas detalles véase, por ejemplo, Rossi, Current Biology, 4: 469-471
(1994), y la publicacion PCT N¢ WO 97/33551 (publicado el 18 de septiembre de 1997).

Las moléculas de acido nucleico en formacion de triple hélice utilizadas para inhibir la transcripcion deberian ser de
cadena sencilla y compuestas de desoxinucleétidos. La composicion de bases de estos oligonucledtidos se disefia
de manera que promueve la formacién de triple hélice a través de las reglas de emparejamiento de bases de
Hoogsteen, que generalmente requieren tramos considerables de purinas o pirimidinas en una hebra de un duplex.
Para mas detalles, véase, por ejemplo, la publicacién PCT N° WO 97/33551. Estas pequefias moléculas se pueden
identificar mediante cualquiera de los ensayos de cribado discutidos anteriormente y / o por cualquier otra técnica de
deteccion bien conocida por los expertos en la técnica.

Los ensayos de cribado para antagonistas se disefian para identificar compuestos que se unen o forman complejos
con la integrina beta7 codificada por los genes identificados en el presente documento, o interfieren de otra manera
con la interaccién de los polipéptidos codificados con otras proteinas celulares. Dichos ensayos de cribado incluiran
ensayos susceptibles de cribado de alto rendimiento de bibliotecas quimicas, haciéndolos particularmente
adecuados para identificar candidatos de farmacos de molécula pequefa.

Los ensayos pueden realizarse en una variedad de formatos, incluyendo ensayos de unién proteina-proteina,
ensayos de cribado bioquimico, inmunoensayos y ensayos basados en células, que estan bien caracterizados en la
técnica.

B. Anticuerpos anti-integrina beta7

En un aspecto, los antagonistas de integrina beta7 son anticuerpos anti-Beta7. Anticuerpos ejemplares incluyen
anticuerpos policlonales, monoclonales, humanizados, humanos, biespecificos y heteroconjugados, etc., como se
describe a continuacion.

1. Anticuerpos policlonales

Los anticuerpos policlonales se generan preferiblemente en animales mediante multiples inyecciones subcutaneas
(sc) o intraperitoneales (ip) del antigeno relevante y un adyuvante. Puede ser util conjugar el antigeno relevante a
una proteina que es inmunogénica en las especies a inmunizar, por ejemplo, hemocianina de lapa californiana,
albumina de suero, tiroglobulina bovina, o inhibidor de tripsina de soja utilizando un agente bifuncional o
derivatizante, por ejemplo, maleimidobenzoil sulfosuccinimida éster (conjugacion a través de residuos de cisteina),
N-hidroxisuccinimida (a través de residuos de lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico, SOCl2, 0 R'N = C = NR,
donde Ry R' son grupos alquilo diferentes.

Los animales se inmunizan contra el antigeno, conjugados inmunogénicos, o derivados mediante la combinacion de,
por ejemplo, 100 ug o 5 ug de la proteina o conjugado (para conejos o ratones, respectivamente) con 3 volimenes
de adyuvante completo de Freund e inyectando la solucién intradérmicamente en mdltiples sitios. Un mes mas tarde
los animales se refuerzan con 1/5 a 1/10 de la cantidad original de péptido o conjugado en adyuvante completo de
Freund mediante inyeccién subcutanea en miltiples sitios. De siete a 14 dias mas tarde los animales se sangran y
se analiza el suero para el titulo de anticuerpos. Los animales se refuerzan hasta que el titulo se estabiliza.
Preferiblemente, el animal se estimula con el conjugado del mismo antigeno, pero conjugado con una proteina
diferente y / 0 a través de un reactivo de entrecruzamiento diferente. Los conjugados también se pueden hacer en
cultivo de células recombinantes como fusiones de proteinas. Ademads, los agentes de agregacién, tales como
alumbre se usan adecuadamente para mejorar la respuesta inmune.

2. Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales se pueden producir utilizando el procedimiento del hibridoma descrito por primera vez
por Kohler et al., Nature, 256: 495 (1975), o pueden prepararse mediante procedimientos de DNA recombinante
(patente US n° 4.816.567).

En el procedimiento del hibridoma, un ratéon u otro animal huésped apropiado, tal como un hamster, se inmuniza
como se describe anteriormente para obtener linfocitos que producen o son capaces de producir anticuerpos que se
uniran especificamente a la proteina utilizada para la inmunizacién. Alternativamente, los linfocitos pueden ser
inmunizados in vitro. Después de la inmunizacion, los linfocitos se aislan y se fusionan con una linea celular de
mieloma utilizando un agente de fusién adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma
(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp 59-103 (Academic Press, 1986)).

Las células de hibridoma asi preparadas se siembran y crecen en un medio de cultivo adecuado que contiene
preferiblemente una o mas sustancias que inhiben el crecimiento o la supervivencia de las células de mieloma
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parentales no fusionadas (también referido como pareja de fusion). Por ejemplo, si las células de mieloma
parentales carecen de la enzima hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo
selectivo para los hibridomas incluira tipicamente hipoxantina, aminopterina, y timidina (medio HAT), sustancias que
evitan el crecimiento de células deficientes en HGPRT.

Las pareja de fusién de células de mieloma preferidas son aquellas que se fusionan eficientemente, soportan la
produccion de alto nivel estable de anticuerpo por las células productoras de anticuerpos seleccionadas, y son
sensibles a un medio selectivo que selecciona contra las células parentales no fusionadas. Las lineas celulares de
mieloma preferidas son lineas de mieloma murino, tales como los derivados de tumores de ratén MOPC-21 y MPC-
11 disponibles del Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, Calif. EE.UU., y SP-2 y derivados, por ejemplo,
células X63-Ag8 -653 disponibles de la American Type Culture Collection, Manassas, Va., EE.UU. También se han
descrito lineas celulares de mieloma humano y de heteromieloma ratén-humano para la produccién de anticuerpos
monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol. 133: 3001 (1984); y Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production
Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987)).

El medio de cultivo en el que las células de hibridoma estan creciendo se analiza para la produccion de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra el antigeno. Preferiblemente, la especificidad de unién de anticuerpos monoclonales
producidos por células de hibridoma se determina mediante inmunoprecipitacion o mediante un ensayo de unién in
vitro, tal como radioinmunoensayo (RIA) o el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).

La afinidad de union del anticuerpo monoclonal puede, por ejemplo, determinarse mediante el andlisis Scatchard
descrito en Munson et al., Anal. Biochem., 107: 220 (1980). Una vez las células de hibridoma que producen
anticuerpos de la especificidad, afinidad y / o actividad deseada son identificados, los clones se pueden subclonar
mediante procedimientos de dilucién limitante y cultivarse mediante métodos estandar (Goding, Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice, pp 59-103 (Academic Press, 1986)). Medios de cultivo adecuados para este
propésito incluyen, por ejemplo, D-MEM o medio RPMI-1640. Ademas, las células de hibridoma pueden crecer in
vivo como tumores asciticos en un animal por ejemplo, mediante inyeccién ip de las células en ratones. Los
anticuerpos monoclonales secretados por los subclones se separan adecuadamente del medio de cultivo, fluido
ascitico, o suero mediante procedimientos de purificacion de anticuerpos convencionales tales como, por ejemplo,
cromatografia de afinidad (por ejemplo, usando proteina A o proteina G-Sepharose) o cromatografia de intercambio
i6nico, cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel, didlisis, etc.

El DNA que codifica los anticuerpos monoclonales se aisla facilmente y se secuencia utilizando procedimientos
convencionales (por ejemplo, usando sondas de oligonucle6tidos que son capaces de unirse especificamente a
genes que codifican las cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos murinos). Las células de hibridoma sirven como
una fuente preferida de dicho DNA. Una vez aislado, el DNA puede colocarse en vectores de expresion, que luego
son transfectados en células huésped tales como células de E. coli, células COS de simio, células de ovario de
hamster chino (CHO), o células de mieloma que de otro modo no producen proteina de anticuerpo, para obtener la
sintesis de anticuerpos monoclonales en las células huésped recombinantes. Los articulos de revision sobre la
expresion recombinante en bacterias de DNA que codifican el anticuerpo incluyen Skerra et al., Curr. Opinion in
Immunol., 5: 256-262 (1993) y Pluckthun, Immunol. Revs. 130: 151-188 (1992).

En una realizacién adicional, los anticuerpos monoclonales o fragmentos de anticuerpos pueden aislarse a partir de
bibliotecas de fagos de anticuerpos generadas utilizando las técnicas descritas en McCafferty et al., Nature, 348:
552-554 (1990), Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991)
describen el aislamiento de anticuerpos murinos y humanos, respectivamente, utilizando bibliotecas de fagos.
Publicaciones posteriores describen la produccion de anticuerpos humanos de alta afinidad (rango nM) por mezcla
aleatoria de cadenas (Marks et al., Bio / Technology, 10: 779-783 (1992)), asi como la infeccién combinatoria y
recombinacion in vivo como estrategia para la construccion de bibliotecas de fagos muy grandes (Waterhouse et al.,
Nuc. Acids. Res. 21: 2265-2266 (1993)). Por lo tanto, estas técnicas son alternativas viables a las técnicas de
hibridomas de anticuerpos monoclonales tradicionales para el aislamiento de anticuerpos monoclonales.

El DNA que codifica el anticuerpo puede modificarse para producir polipéptidos de anticuerpos quiméricos o de
fusion, por ejemplo, mediante la sustitucién de secuencias del dominio constante de la cadena ligera y cadena
pesada humana (CH y CL) por las secuencias murinas homoélogas (patente U.S. n® 4.816.567; y Morrison, et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851 (1984)), o mediante la fusion de la secuencia de codificacion de
inmunoglobulina con la totalidad o parte de la secuencia codificante de un polipéptido que no es una
inmunoglobulina (polipéptido heter6logo). Las secuencias de polipéptido que no es una inmunoglobulina pueden
sustituir los dominios constantes de un anticuerpo, o pueden sustituirse por los dominios variables de un sitio de
combinacion de antigeno de un anticuerpo para crear un anticuerpo bivalente quimérico que comprende un sitio que
tiene especificidad de combinacién de antigeno para un antigeno y otro sitio de combinacién de antigeno que tiene
especificidad para un antigeno diferente.

Los anticuerpos anti-Beta7 ejemplares son Fib504, Fib 21, 22, 27, 30 (Tidswell, M. J. Immunol. agosto de 1997 1;
159 (8): 1497-505) o derivados humanizados de los mismos. Los anticuerpos humanizados de Fib504 se describen
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en detalle en la Publicacion de Patente de Estados Unidos N° 20060093601 (expedida como Patente de EE.UU. N?°
7.528.236), cuyo contenido se incorpora por referencia en su totalidad (véase también la discusidon mas adelante).

3. Anticuerpos humanos y humanizados

Los anticuerpos anti-integrina beta7 de la invencién pueden comprender ademas anticuerpos humanizados o
anticuerpos humanos. Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos (por ejemplo, anticuerpos murinos) son
inmunoglobulinas quiméricas, cadenas de inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas (tales como Fv, Fab, Fab',
F(ab')2 u otras subsecuencias de anticuerpos de unién a antigeno) que contienen una secuencia minima derivada de
inmunoglobulina no humana. Los anticuerpos humanizados incluyen inmunoglobulinas humanas (anticuerpo
receptor) en las que los residuos de una region determinante de la complementariedad (CDR) del receptor se
sustituyen por residuos de una CDR de una especie no humana (anticuerpo donante) como el ratén, rata o conejo
que tiene la especificidad, afinidad y capacidad deseada. En algunos casos, los residuos del marco de Fv de la
inmunoglobulina humana se sustituyen por los correspondientes residuos no humanos. Los anticuerpos
humanizados también pueden comprender residuos que no se encuentran ni en el anticuerpo receptor ni en las
secuencias CDR o marco importadas. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos de
al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en los que todas o sustancialmente todas las regiones CDR
corresponden a las de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas las regiones FR son las de
una secuencia consenso de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado Optimamente también
comprendera al menos una porcion de una region constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una
inmunoglobulina humana [Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332: 323-329 (1988);
y Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992)].

Los métodos para anticuerpos no humanos humanizados son bien conocidos en la técnica. Generalmente, un
anticuerpo humanizado tiene uno o mas residuos de aminodcidos introducidos en él de una fuente que no es
humana. Estos residuos de aminoacidos no humanos se denominan frecuentemente como residuos "importados”,
que por lo general se toman de un dominio variable "importado". La humanizacién puede realizarse esencialmente
siguiendo el procedimiento de Winter y colaboradores [Jones et al, Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann et al.,
Nature, 332: 323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988)], mediante la sustitucion de CDR de
roedor o secuencias CDR por las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Por consiguiente, tales
anticuerpos "humanizados" son anticuerpos quiméricos (patente US n® 4.816.567), donde sustancialmente menos de
un dominio variable humano intacto ha sido sustituido por la secuencia correspondiente de una especie no humana.
En la préctica, los anticuerpos humanizados son tipicamente anticuerpos humanos en los que algunos residuos de
CDR vy posiblemente algunos residuos de FR se sustituyen por residuos de sitios analogos en anticuerpos de
roedores. La eleccién de dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, para ser usados en la
fabricacién de los anticuerpos humanizados es muy importante para reducir la antigenicidad y la respuesta HAMA
(anticuerpo anti-raton humano) cuando el anticuerpo es para uso terapéutico humano. De acuerdo con el llamado
método de "mejor ajuste”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se criba frente a toda la
biblioteca de secuencias de dominios variables humanos conocidos. La secuencia del dominio V humano que es
mas cercana a la del roedor se identifica y la regién marco humana (FR) dentro de ella aceptada por el anticuerpo
humanizado (Sims et al, J. Immunol. 151: 2296 (1993); Chothia et al., J. Mol. Biol., 196:901 (1987)). Otro método
utiliza una regién marco particular derivada de la secuencia consenso de todos los anticuerpos humanos de un
subgrupo particular de cadenas ligeras o pesadas. El mismo marco se puede utilizar para varios anticuerpos
humanizados diferentes (Carter et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta et al., J. Immunol. 151:2623
(1993)). Es importante también que los anticuerpos se humanicen con retencion de alta afinidad de unién por el
antigeno y otras propiedades biolégicas favorables. Para lograr este objetivo, segin un método preferido, los
anticuerpos humanizados se preparan mediante un proceso de analisis de las secuencias parentales y diversos
productos humanizados conceptuales utilizando modelos tridimensionales de las secuencias parentales vy
humanizadas. Los modelos de inmunoglobulina tridimensionales estdn cominmente disponibles y son familiares
para los expertos en la técnica. Estan disponibles programas informéaticos que ilustran y muestran probables
estructuras conformacionales tridimensionales de secuencias de inmunoglobulinas candidatas seleccionadas. La
inspeccion de estas visualizaciones permite el analisis del papel probable de los residuos en el funcionamiento de la
secuencia de inmunoglobulina candidata, es decir, el analisis de residuos que influyen en la capacidad de la
inmunoglobulina candidata para unirse a su antigeno. De esta manera, los residuos de FR se pueden seleccionar y
combinar a partir de las secuencias receptoras y de importaciéon de manera que se consiga la caracteristica deseada
del anticuerpo, tal como una mayor afinidad por el antigeno diana. En general, los residuos de la region hipervariable
estan directamente y mas sustancialmente implicados en influir en la unién al antigeno.

Se contemplan Varias formas de un anticuerpo anti-integrina beta7 humanizada. Por ejemplo, el anticuerpo
humanizado puede ser un fragmento de anticuerpo, tal como un Fab, que se conjuga opcionalmente con uno 0 mas
agente(s) citotoxico(s) con el fin de generar un inmunoconjugado. Alternativamente, el anticuerpo humanizado puede
ser un anticuerpo intacto, tal como un anticuerpo IgG1 intacto.

Los anticuerpos anti-Beta7 humanizados ejemplares incluyen, pero no se limitan a rhuMAb Beta7, que es un

anticuerpo monoclonal humanizado frente a la subunidad B7 de la integrina y se deriva del anticuerpo monoclonal
FIB504 de rata anti subunidad B7 de raton / humano (Andrew et al., 1994 J. Immunol. 1994; 153: 3847-61). Se ha
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disefiado para incluir los marcos de de cadena pesada y de cadena ligera k1 de inmunoglobulina humana (Ig)G1 y
es producida por células de ovario de hamster chino. Este anticuerpo se une a dos integrinas, a4p7 (Holzmann et al.
1989 Cell, 1989; 56: 37-46; Hu et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1992; 89: 8254-8) y aER7 (Cepek et al., 1993
J. Immunol. 1993; 150: 3459-70), que regulan el trafico y la retenciéon de los subgrupos de linfocitos en el tracto
gastrointestinal y estan involucrados en las enfermedades inflamatorias del intestino (Ell), como la colitis ulcerosa
(CU) y la enfermedad de Crohn (EC). RhuMAb Beta7 es un potente bloqueador in vitro de la interaccion celular entre
04B7 y sus ligandos (molécula de adhesién celular-1 adresina de proteinas de la mucosa [MAdACAM]-1, molécula de
adhesién celular vascular [VCAM]-1, y fibronectina), asi como la interacciéon entre a437 y su ligando (E-cadherina).
RhuMAb Beta7 se une de manera reversible, con alta afinidad similar a B7 a los linfocitos de conejos, de monos
cynomolgus y de seres humanos. También se une a 7 de ratdn con alta afinidad. La secuencia de aminoacidos y la
fabricacion y el uso de rhuMAb Beta7 y sus variantes se describen en detalle en la Publicacion de Solicitud de
Patente de Estados Unidos N°? 20060093601 (expedida como Patente de EE.UU. N® 7.528.236), cuyo contenido se
incorpora en su totalidad.

Las Figs. 12A y 12B representan el alineamiento de secuencias de los dominios variables de las cadenas pesadas y
ligeras para lo siguiente: secuencia consenso de la cadena ligera humana del subgrupo kappa | (Figura 12A, Id. de
Sec. N2 12), secuencia consenso de la cadena pesada humana del subgrupo Il (figura 12B, Id. de Sec. N%: 13),
dominio variable de la cadena ligera del anticuerpo de rata anti-beta7 de ratéon (Fib504) (figura 12A, Id. de Sec. N%:
10), dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo de rata anti-beta7 de ratén (Fib504) (figura 12B, Id. de
Sec. N2 11), y variantes de anticuerpos humanizados: dominio variable de la cadena ligera de hu504Kgraft
humanizado (figura 12A, Id. de Sec. N 14), dominio variable de la cadena pesada de hu504Kgraft humanizado
(figura 12B, Id. de Sec. N2 15), las variantes hu504-5, hu504-16, y hu504-32 (las variaciones de aminodcidos de
hu504Kgraft humanizado se indican en la figura 12A) (cadena ligera) (Id. de Sec. N°: 22-24, respectivamente, en
orden de aparicion) y la fig. 12B (cadena pesada) para las variantes hu504-5, hu504-16, y hu504-32 (Id. de Sec. N%:
25).

4. Anticuerpos humanos

Como alternativa a la humanizacion, se pueden generar anticuerpos humanos. Por ejemplo, ahora es posible
producir animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que son capaces, tras la inmunizacién, de producir un
repertorio completo de anticuerpos humanos en ausencia de produccion de inmunoglobulina endégena. Por ejemplo,
se ha descrito que la delecién homocigética del gen de la regién de unién de la cadena pesada (Ju) del anticuerpo
en ratones quiméricos y mutantes de linea germinal resulta en la inhibicion completa de la producciéon enddgena de
anticuerpos. La transferencia del grupo de genes de inmunoglobulina de linea germinal humana en tales ratones
mutantes de linea germinal resultard en la produccién de anticuerpos humanos tras la exposiciéon al antigeno.
Véase, por ejemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 2551 (1993); Jakobovits et al, Nature, 362:
255-258 (1993); Briiggemann et al., Year in Inmuno. 7:33 (1993); las patentes de EE.UU. n® 5.545.806, 5.569.825,
5.591.669 (todas de GenPharm); Patente de EE.UU. N° 5.545.807; y WO 97/17852.

Alternativamente, la tecnologia de presentacion de fagos (McCafferty et al., Nature 348: 552-553 [1990]) se puede
utilizar para producir anticuerpos humanos y fragmentos de anticuerpos in vitro, a partir de repertorios de genes de
dominio variable (V) de inmunoglobulina de donantes no inmunizados. Segun esta técnica, los genes del dominio V
de anticuerpo se clonan en marco en un gen de proteina de la cubierta mayor o menor de un bacteriéfago
filamentoso, tal como M13 o fd, y se muestran como fragmentos de anticuerpo funcionales en la superficie de la
particula de fago. Debido a que la particula filamentosa contiene una copia de DNA monocatenario del genoma del
fago, las selecciones basadas en las propiedades funcionales del anticuerpo también resultan en la seleccion del
gen que codifica el anticuerpo que presenta esas propiedades. Por lo tanto, el fago imita algunas de las propiedades
de la célula B. La presentacion en fagos se puede realizar en una variedad de formatos, revisada en, por ejemplo,
Johnson, Kevin S. y Chiswell, David J., Current Opinion in Structural Biology 3: 564-571 (1993). Varias fuentes de
segmentos de genes V pueden utilizarse para la presentacion de fagos. Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991)
aislé una gama diversa de anticuerpos anti-oxazolona a partir de una pequefa biblioteca combinatoria aleatoria de
genes V derivados de los bazos de ratones inmunizados. Se puede construir un repertorio de genes V de donantes
humanos no inmunizados y pueden aislarse anticuerpos para una diversidad de antigenos (incluyendo auto-
antigenos) esencialmente siguiendo las técnicas descritas por Marks et al, J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1991), o
Griffith et al., EMBO J. 12: 725-734 (1993). Véase, también, la Patente de EE.UU. N° 5.565.332 y 5.573.905.

Como se ha discutido anteriormente, los anticuerpos humanos también pueden generarse mediante células B
activadas in vitro (véanse las Patentes de EE.UU. N° 5.567.610 y 5.229.275).

5. Fragmentos de anticuerpos
En ciertas circunstancias existen ventajas de usar fragmentos de anticuerpos, en lugar de anticuerpos completos. El

menor tamano de los fragmentos permite una rapida eliminacion, y puede conducir a un mejor acceso a los tumores
solidos.
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Varias técnicas han sido desarrolladas para la produccion de fragmentos de anticuerpos. Tradicionalmente, estos
fragmentos se producian mediante la digestion proteolitica de anticuerpos intactos (véase, por ejemplo, Morimoto et
al., Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24: 107-117 (1992) y Brennan et al., Science, 229: 81 (1985)).
Sin embargo, estos fragmentos pueden producirse ahora directamente mediante células huésped recombinantes.
Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpos se pueden aislar de las bibliotecas de fagos de anticuerpos discutidas
anteriormente. Alternativamente, los fragmentos Fab'-SH se pueden recuperar directamente de E. coli y acoplarse
quimicamente para formar fragmentos F(ab')z fragmentos (Carter et al, Bio / Technology 10: 163-167 (1992)). De
acuerdo con otra aproximacion, los fragmentos F(ab")z se puede aislar directamente del cultivo de células huésped
recombinantes. Otras técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpos seran evidentes para el médico
experto. En otras realizaciones, el anticuerpo de elecciéon es un fragmento Fv de cadena sencilla (scFv). Véase el
documento WO 93/16185; Patente de EE.UU. N® 5.571.894; y la Patente de EE.UU. N® 5.587.458. El fragmento de
anticuerpo también puede ser un "anticuerpo lineal", por ejemplo, como se describe en la Patente de EE.UU. N°
5.641.870. Dichos fragmentos de anticuerpos lineales pueden ser monoespecificos o biespecificos.

6. Anticuerpos biespecificos

Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos que tienen especificidades de unién para al menos dos epitopos
diferentes. Los anticuerpos biespecificos ejemplares pueden unirse a dos epitopos diferentes de la integrina beta7
como se describe aqui. Otros de dichos anticuerpos pueden combinar un sitio de unién a TAT con un sitio de unién
para otra proteina. Alternativamente, un brazo de anti-integrina Beta7 puede combinarse con un brazo que se une a
una molécula desencadenante en un leucocito tal como una molécula receptora de células T (por ejemplo, CD3), o
receptores Fc para IgG (FcyR), tales como FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) y FcyRIIlI (CD16), asi como para enfocar y
localizar los mecanismos de defensa celular en la célula que expresa TAT. Los anticuerpos biespecificos también se
pueden utilizar para localizar agentes citotéxicos en células que expresan TAT. Estos anticuerpos poseen un brazo
de unién a TAT y un brazo que se une al agente citotdxico (por ejemplo, saporina, anti-interferén-c, alcaloide vinca,
cadena A de ricina, metotrexato o hapteno is6topo radioactivo). Los anticuerpos biespecificos pueden prepararse
como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos F(ab')z2).

Los métodos para hacer anticuerpos biespecificos son conocidos en la técnica. La produccién tradicional de
anticuerpos biespecificos de longitud completa se basa en la co-expresion de dos pares de cadena pesada-cadena
ligera de inmunoglobulina, donde las dos cadenas tienen especificidades diferentes (Millstein et al., Nature 305: 537-
539 (1983)). Debido a la variedad aleatoria de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina, estos hibridomas
(cuadromas) producen una mezcla potencial de 10 moléculas de anticuerpo diferentes, de las cuales s6lo una tiene
la estructura biespecifica correcta. La purificacion de la molécula correcta, que se realiza normalmente mediante
pasos de cromatografia de afinidad, es bastante engorrosa, y los rendimientos de producto son bajos.
Procedimientos similares se describen en el documento WO 93/08829, y en Traunecker et al., EMBO J. 10: 3655-
3659 (1991).

De acuerdo con un enfoque diferente, los dominios variables de anticuerpos con las especificidades de union
deseadas (sitios de combinacion anticuerpo-antigeno) se fusionan con secuencias del dominio constante de
inmunoglobulina. Preferiblemente, la fusiéon es con un dominio constante de cadena pesada de Ig, que comprende al
menos parte de las regiones bisagra, Chz, y Chs. Se prefiere que la primera region constante de cadena pesada
(Ch1) contenga el sitio necesario para la unién de la cadena ligera, esté presente en al menos una de las fusiones.
Los DNA que codifican las fusiones de cadena pesada de inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de
inmunoglobulina, se insertan en vectores de expresiéon separados y se co-transfectan en una célula huésped
adecuada. Esto proporciona una mayor flexibilidad en el ajuste de las proporciones mutuas de los tres fragmentos
de polipéptido en realizaciones cuando las proporciones desiguales de las tres cadenas polipeptidicas utilizadas en
la construccion proporcionan el rendimiento 6ptimo del anticuerpo biespecifico deseado. Es posible, sin embargo,
insertar las secuencias codificantes para dos o las tres cadenas polipeptidicas en un solo vector de expresion
cuando la expresiéon de al menos dos cadenas polipeptidicas en proporciones iguales resulta en rendimientos
elevados o cuando las proporciones no tienen ningun efecto significativo en el rendimiento de la combinacion de
cadena deseada.

En una realizacion preferida de esta aproximacién, los anticuerpos biespecificos estan compuestos de una cadena
pesada de inmunoglobulina hibrida con una primera especificidad de unién en un brazo, y una pareja de cadena
pesada-cadena ligera de inmunoglobulina hibrida (que proporciona una segunda especificidad de union) en el otro
brazo. Se encontr6 que esta estructura asimétrica facilita la separacion del compuesto biespecifico deseado de
combinaciones de cadenas de inmunoglobulina no deseadas, ya que la presencia de una cadena ligera de
inmunoglobulina en sélo la mitad de la molécula biespecifica proporciona una manera facil de separacion. Este
enfoque se da a conocer en el documento WO 94/04690. Para mas detalles sobre la generacion de anticuerpos
biespecificos véase, por ejemplo, Suresh et al., Methods in Enzymology 121: 210 (1986).

Segun otra aproximacién descrita en la Patente de EE.UU. N® 5.731.168, la interfaz entre un par de moléculas de
anticuerpo puede disefiarse para maximizar el porcentaje de heterodimeros que se recuperan del cultivo de células
recombinantes. La interfaz preferida comprende al menos una parte del dominio CHs. En este método, una o mas
cadenas laterales pequefas de aminoacidos de la interfaz de la primera molécula de anticuerpo se sustituye por
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cadenas laterales mas grandes (por ejemplo, tirosina o triptéfano). Se crean "cavidades" compensatorias de tamafno
idéntico o similar a la cadena lateral grande en la interfaz de la segunda molécula de anticuerpo mediante la
sustitucion de cadenas laterales grandes de aminoacidos con otras més pequenas (por ejemplo, alanina o treonina).
Esto proporciona un mecanismo para incrementar el rendimiento del heterodimero sobre otros productos finales no
deseados tales como homodimeros.

Los anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos entrecruzados o "heteroconjugados”. Por ejemplo, uno de los
anticuerpos en el heteroconjugado puede acoplarse a avidina, el otro a biotina. Se ha propuesto que dichos
anticuerpos, por ejemplo, dirijan células del sistema inmune a células no deseadas (patente US n® 4.676.980), y para
el tratamiento de la infeccion por VIH (WO 91/00360, WO 92/200373, y PE 03089). Los anticuerpos
heteroconjugados se pueden fabricar utilizando cualquier método de entrecruzamiento conveniente. Los agentes de
entrecruzamiento adecuados son bien conocidos en la técnica, y se describen en la Patente de Estados Unidos N°
4.676.980, junto con una serie de técnicas de entrecruzamiento.

Las técnicas para generar anticuerpos biespecificos a partir de fragmentos de anticuerpos también se han descrito
en la literatura. Por ejemplo, los anticuerpos biespecificos se pueden preparar utilizando uniones quimicas. Brennan
et al., Science 229: 81 (1985) describe un procedimiento en el que anticuerpos intactos se cortan proteoliticamente
para generar fragmentos F(ab')z. Estos fragmentos se reducen en presencia del agente formador de complejos ditiol,
arsenito sddico, para estabilizar los ditioles vecinales y evitar la formacién de disulfuro intermolecular. Los
fragmentos Fab' generados se convierten entonces en derivados de tionitrobenzoato (TNB): Uno de los derivados
Fab'-TNB se reconvierte a continuacion en Fab'-tiol mediante reduccién con mercaptoetilamina y se mezcla con una
cantidad equimolar del otro derivado Fab'-TNB para formar el anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos biespecificos
producidos pueden utilizarse como agentes para la inmovilizacion selectiva de enzimas.

El progreso reciente ha facilitado la recuperacion directa de fragmentos Fab'-SH a partir de E. coli, que pueden
acoplarse quimicamente para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby et al., J. Exp. Med. 175: 217-225 (1992)
describe la produccién de una molécula de anticuerpo biespecifico completamente humanizado F(ab').. Cada
fragmento Fab' se secretd por separado de E. coli y se sometié a acoplamiento quimico dirigido in vitro para formar
el anticuerpo biespecifico. El anticuerpo biespecifico asi formado fue capaz de unirse a células que sobreexpresan el
receptor ErbB2 y células T humanas normales, asi como desencadenar la actividad litica de los linfocitos citotéxicos
humanos contra dianas de tumores de mama humanos. También se han descrito diversas técnicas para preparar y
aislar fragmentos de anticuerpos biespecificos directamente del cultivo de células recombinantes. Por ejemplo, los
anticuerpos biespecificos han sido producidos usando cremalleras de leucina. Kostelny et al., J. Immunol. 148 (5):
1547-1553 (1992). Los péptidos cremallera de leucina de las proteinas Fos y Jun se unieron a las porciones Fab' de
dos anticuerpos diferentes mediante fusion génica. Los homodimeros de anticuerpo se redujeron en la region
bisagra para formar monémeros y luego se reoxidaron para formar los heterodimeros de anticuerpo. Este método
también puede utilizarse para la produccion de homodimeros de anticuerpo. La tecnologia de "diacuerpo" descrita
por Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993) ha proporcionado un mecanismo alternativo
para preparar fragmentos de anticuerpo biespecificos. Los fragmentos comprenden un Vu conectado a un Vi
mediante un enlazante que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma
cadena. Por consiguiente, los dominios Vu y VL de un fragmento se fuerzan a emparejarse con los dominios
complementarios VL y Vu de otro fragmento, formando de ese modo dos sitios de unién a antigeno. También se ha
descrito otra estrategia para fabricar fragmentos de anticuerpos biespecificos mediante el uso de una sola cadena
de dimeros Fv (sFv). Véase Gruber et al, J. Immunol., 152:. 5368 (1994).

Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos triespecificos.
Tutt et al., J. Immunol. 147: 60 (1991).

7. Anticuerpos heteroconjugados

Los anticuerpos heteroconjugados estan también dentro del alcance de la presente invencion. Los anticuerpos
heteroconjugados estdn compuestos de dos anticuerpos unidos covalentemente. Se ha propuesto que dichos
anticuerpos, por ejemplo, dirijan células del sistema inmune a células no deseadas [Patente de EE.UU. N°
4.676.980], y para el tratamiento de la infeccion por VIH [WO 91/00360; WO 92/200373; PE 03089]. Se contempla
que los anticuerpos pueden prepararse in vitro usando procedimientos conocidos en la quimica de proteinas
sintéticas, incluyendo aquellos que implican agentes de entrecruzamiento. Por ejemplo, se pueden construir
inmunotoxinas usando una reaccion de intercambio de disulfuro o formando un enlace tioéter. Ejemplos de reactivos
adecuados para este propdsito incluyen iminotiolato y metil-4-mercaptobutirimidato y los descritos, por ejemplo, en la
Patente de Estados Unidos N° 4.676.980.

8. Anticuerpos multivalentes
Un anticuerpo multivalente puede ser internalizado (y / o catabolizado) mas rapido que un anticuerpo bivalente por
una célula que expresa un antigeno al que los anticuerpos se unen. Los anticuerpos de la presente invencion

pueden ser anticuerpos multivalentes (que son diferentes de los de la clase IgM) con tres 0 mas sitios de unién de
antigeno (por ejemplo, anticuerpos tetravalentes), que se pueden producir facilmente mediante expresion

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2533480 T3

recombinante de &cido nucleico que codifica las cadenas polipeptidicas del anticuerpo. El anticuerpo multivalente
puede comprender un dominio de dimerizacion y tres 0 mas sitios de uniéon de antigeno. El dominio de dimerizacién
preferido comprende (o consiste en) una regién Fc o una regi6on bisagra. En este escenario, el anticuerpo
comprendera una regién Fc y tres o0 mas sitios de unién a antigeno amino-terminal a la regién Fc. Las anticuerpos
multivalentes preferidos de la presente invencidon comprenden (o consisten en) tres a alrededor de ocho, pero
preferiblemente cuatro, sitios de unién al antigeno. El anticuerpo multivalente comprende al menos una cadena
polipeptidica (y preferiblemente dos cadenas polipeptidicas), donde la(s) cadena(s) de polipéptido comprenden dos
0 mas dominios variables. Por ejemplo, la(s) cadena(s) de polipéptido puede comprender VD1- (X1)a- VD2-(X2)n-Fc,
donde VD1 es un primer dominio variable, VD2 es un segundo dominio variable, Fc es una cadena polipeptidica de
una regiéon Fc, X1 y X2 representan un aminoacido o polipéptido, y n es 0 6 1. Por ejemplo, la(s) cadena(s) de
polipéptido pueden comprender: VH-CH1-enlazante flexible-VH-CH1- cadena de region Fc; o VH-CH1-VH-CH1-
cadena de region Fc. El anticuerpo multivalente de la presente invencién comprende ademas preferiblemente al
menos dos (y preferiblemente cuatro) polipéptidos de dominio variable de cadena ligera. El anticuerpo multivalente
aqui puede, por ejemplo, comprender entre aproximadamente dos a aproximadamente ocho polipéptidos de dominio
variable de cadena ligera. Los polipéptidos de dominio variable de cadena ligera contemplados aqui comprenden un
dominio variable de cadena ligera y, opcionalmente, comprenden ademas un dominio CL.

9. Disefo de la funcién efectora

Puede ser deseable modificar el anticuerpo de la invencion con respecto a la funcién efectora, por ejemplo, a fin de
mejorar la citotoxicidad mediada por células dependiente de antigeno (CCDA) y / o citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) del anticuerpo. Esto se puede conseguir mediante la introduccién de una o mas sustituciones
de aminodcidos en una regiéon Fc del anticuerpo. Alternativamente o adicionalmente, se pueden introducir residuos
de cisteina en la region Fc, permitiendo de esta manera la formacion de enlaces disulfuro entre cadenas en esta
region. El anticuerpo homodimérico asi generado puede tener una capacidad de internalizacion mejorada y / o
muerte celular mediada por el complemento y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA) aumentada.
Véase Caron et al., J. Exp Med. 176: 1191-1195 (1992) y Shopes, B. J. Immunol. 148: 2918-2922 (1992). Los
anticuerpos homodiméricos con mayor actividad antitumoral también se pueden preparar utilizando agentes de
entrecruzamiento heterobifuncionales tal como se describe en Wolif et al., Cancer Research 53: 2560-2565 (1993).
Alternativamente, un anticuerpo se puede disefar para que tenga regiones Fc duales y de ese modo pueda tener
mejorada la capacidad de lisis por complemento y CCDA. Véase Stevenson et al., Anticancer Drug Design 3: 219-
230 (1989). Para aumentar la vida media en suero del anticuerpo, uno puede incorporar un epitopo de unién a
receptor salvaje en el anticuerpo (especialmente un fragmento de anticuerpo) como se describe en la Patente de
Estados Unidos N® 5.739.277, por ejemplo. Tal como se utiliza aqui, el término "epitopo de union al receptor salvaje”
se refiere a un epitopo de la region Fc de una molécula de IgG (por ejemplo, IgG1, 1gG2, 19gG3, o 1gG4) que es
responsable de aumentar la vida media en suero in vivo de la molécula de IgG.

10. Inmunoconjugados

El antagonista o anticuerpo utilizado en los presentes métodos esta opcionalmente conjugado a otro agente, tal
como un agente citotoxico, o citocina.

La conjugacién normalmente se lograra a través de un enlace covalente, la naturaleza exacta de los cuales sera
determinada por la molécula localizadora y el sitio de unién en el antagonista de integrina beta7 o polipéptido de
anticuerpo. Tipicamente, un agente no peptidico se modifica mediante la adicién de un enlazante que permite la
conjugacién al anticuerpo anti-integrina beta7 a través de sus cadenas laterales de aminoacidos, cadenas de
carbohidratos o grupos reactivos introducidos en el anticuerpo mediante modificacién quimica. Por ejemplo, un
farmaco puede estar unido a través del grupo e-amino de un residuo de lisina, a través de un grupo a-amino libre,
mediante intercambio de disulfuro a un residuo de cisteina, o por oxidacién de los 1,2-dioles en una cadena de
carbohidratos con &cido periddico para permitir la fijacion de farmacos que contienen diversos nucledfilos a través de
un enlace de base de Schiff. Véase, por ejemplo, la Patente de EE.UU. N? 4.256.833. Agentes modificadores de
proteinas incluyen reactivos amina-reactivos (por ejemplo, ésteres reactivos, isotiocianatos, aldehidos, y haluros de
sulfonilo), reactivos tiol-reactivos (por ejemplo, derivados de haloacetilo y maleimidas), y reactivos &cido carboxilico y
aldehido-reactivos. Los antagonistas de integrina beta7 o polipéptidos de anticuerpos se pueden unir
covalentemente a los agentes peptidicos mediante el uso de reactivos de entrecruzamiento bifuncionales. Los
reactivos heterobifuncionales se usan mas frecuentemente y permiten el acoplamiento controlado de dos proteinas
diferentes a través del uso de dos porciones reactivas diferentes (por ejemplo, amina reactiva mas tiol,
yodoacetamida o maleimida). El uso de tales agentes de entrecruzamiento es bien conocido en la técnica. Véase,
por ejemplo, Brinkley, supra, y en la Patente de Estados Unidos N° 4.671.958. También se pueden emplear
enlazantes peptidicos. En la alternativa, un polipéptido de anticuerpo anti-integrina beta7 puede enlazarse a una
porcién peptidica mediante la preparacion de un polipéptido de fusién.

Ejemplos de otros agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales incluyen de N-succinimidil-3-(2-piridilditiol)-
propionato  (SPDP), succinimidil-4-(N-maleimidometil)-ciclohexano-1-carboxilato, iminotiolano (IT), derivados
bifuncionales de imidoésteres (tales como dimetil adipimidato HCL), ésteres activos (tales como suberato de
disuccinimidilo), aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos bis-azido (tales como bis (p-azidobenzoil)
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hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil) etilendiamina), diisocianatos (tales
como toluen 2,6-diisocianato) y compuestos de fluor bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno).

11. Inmunoliposomas

Los anticuerpos anti-integrina beta7 descritos en este documento también pueden formularse como
inmunoliposomas. Un "liposoma” es una vesicula pequefia compuesta de diversos tipos de lipidos, fosfolipidos y / o
tensoactivos que es Util para la administracion de un farmaco a un mamifero. Los componentes del liposoma se
disponen comunmente en una formacion de bicapa, similar a la disposicion de los lipidos de las membranas
bioldgicas. Los liposomas que contienen el anticuerpo se preparan mediante métodos conocidos en la técnica, tales
como los descritos en Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl Acad. Sci.
USA 77: 4030 (1980); Patentes de EE.UU. n° 4.485.045 y 4.544.545.; y WO97 / 38731 publicada el 23 de octubre de
1997. Los liposomas con un mayor tiempo de circulacion se describen en la Patente de Estados Unidos N
5.013.556.

Los liposomas particularmente Utiles pueden ser generados mediante el método de evaporacién de fase inversa con
una composicion lipidica que comprende fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivada con PEG (PEG-
PE). Los liposomas se extruyen a través de filtros de tamano de poro definido para producir liposomas con el
diametro deseado.

Los fragmentos Fab' del anticuerpo de la presente invencién pueden conjugarse con los liposomas como se describe
en Martin et al., J. Biol. Chem. 257: 286-288 (1982) a través de una reaccion de intercambio de disulfuro. Un agente
quimioterapéutico esta opcionalmente contenido dentro del liposoma. Ver Gabizon et al., J. National Cancer Inst. 81
(19): 1484 (1989).

12. Vectores, células huésped y métodos recombinantes para la produccion de anticuerpos

La invencion también proporciona acidos nucleicos aislados que codifican los anticuerpos anti-beta7 o agentes
polipeptidicos descritos en la presente invencion, vectores y células huésped que comprenden los acidos nucleicos y
técnicas recombinantes para la produccién de los anticuerpos.

Para la produccién recombinante del anticuerpo, el acido nucleico que lo codifica se puede aislar e insertar en un
vector replicable para la posterior clonacion (amplificacion del DNA) o para la expresion. En otra realizacion, el
anticuerpo puede producirse mediante recombinacion homoéloga, por ejemplo, como se describe en la Patente de
EE.UU. 5.204.244, incorporada especificamente en este documento por referencia. EI DNA que codifica el
anticuerpo monoclonal se aisla facilmente y se secuencia utilizando procedimientos convencionales (por ejemplo,
usando sondas de oligonucledtidos que son capaces de unirse especificamente a genes que codifican las cadenas
pesada y ligera del anticuerpo). Muchos vectores estan disponibles. Los componentes del vector incluyen
generalmente, pero no se limitan a, uno o mas de los siguientes: una secuencia sefial, un origen de replicacién, uno
0 mas genes marcadores, un elemento potenciador, un promotor, y una secuencia de terminacion de la
transcripcion, por ejemplo, como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 5.534.615 depositada el 9 de julio
1996 y se incorpora especificamente en este documento por referencia.

Las células huésped adecuadas para la clonacién o expresion del DNA en los vectores en el presente documento
son las células procariotas, levaduras o células eucariotas superiores descritas anteriormente. Los procariotas
adecuados para este propésito incluyen las eubacterias, tales como organismos Gram-negativos o Gram-positivos,
por ejemplo, Enterobacteriaceae tales como Escherichia, por ejemplo, E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella,
Proteus, Salmonella, por ejemplo, Salmonella typhimurium, Serratia, por ejemplo, Serratia marcescens, y Shigella,
asi como Bacilli tales como B. subtilis y B. licheniformis (por ejemplo, B. licheniformis 41P descrito en DD 266.710
publicado el 12 de abril 1989), Pseudomonas tales como P. aeruginosa, y Streptomyces. Un huésped de clonacién
E. coli preferido es E. coli 294 (ATCC 31.446), aunque otras cepas tales como E. coli B, E. coli X1776 (ATCC
31.537), y E. coliW3110 (ATCC 27.325) son adecuadas. Estos ejemplos son ilustrativos en lugar de limitantes.

Ademas de los procariotas, los microbios eucariotas como los hongos filamentosos o las levaduras son huéspedes
de clonacion o expresion adecuados para vectores que codifican el anticuerpo de integrina anti-Beta7.
Saccharomyces cerevisiae, o la levadura del pan, es el mas cominmente utilizado entre los microorganismos
huéspedes eucariotas inferiores. Sin embargo, un nimero de otros géneros, especies y cepas estan comunmente
disponibles y son utiles en el presente documento, tales como Schizosaccharomyces pombe; huéspedes de
Kluyveromyces tales como, por ejemplo, K. lactis, K. fragilis (ATCC 12.424), K. bulgaricus (ATCC 16.045), K.
wickeramii (ATCC 24.178), K. waltii (ATCC 56.500), K. drosophilarum (ATCC 36.906), K. thermotolerans, y K.
marxianus; yarrowia (EP 402.226); Pichia pastoris (EP 183.070); Candida; Trichoderma reesia (EP 244.234);
Neurospora crassa; Schwanniomyces tales como Schwanniomyces occidentalis; y hongos filamentosos tales como,
por ejemplo, Neurospora, Penicillium, Tolypocladium, y Aspergillus tales como A. nidulans y A. niger.

Las células huésped adecuadas para la expresion de anticuerpo anti-Beta7 glicosilado derivan de organismos
multicelulares. Ejemplos de células de invertebrados incluyen células de plantas e insectos. Se han identificado
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numerosas cepas y variantes de baculovirus y las correspondientes células huésped de insectos permisivas de
huéspedes tales como Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito),
Drosophila melanogaster (mosca de la fruta), y Bombyx mori. Una variedad de cepas virales para la transfeccion
estan publicamente disponibles, por ejemplo, la variante L-1 de Autographa californica NPV y la cepa Bm-5 de
Bombyx mori NPV, y tales virus se pueden utilizar aqui como el virus segun la presente invencién, en particular para
la transfeccion de células de Spodoptera frugiperda. Cultivos de células vegetales de algodén, maiz, patata, soja,
petunia, tomate y tabaco también se pueden utilizar como huéspedes.

Sin embargo, el interés ha sido mayor en células de vertebrados, y la propagacién de células de vertebrados en
cultivo (cultivo de tejidos) se ha convertido en un procedimiento rutinario. Ejemplos de lineas celulares huésped de
mamiferos Utiles son la linea CV1 de rindn de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linea de
riidn embrionario humano (293 o células 293 subclonadas para el crecimiento en cultivo en suspension, Graham et
al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rifién de cria de hamster (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de
hamster chino / -DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216 (1980)); células de Sertoli de raton
(TM4, Mather, Biol. Reprod. 23: 243-251 (1980)); células de rifidn de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de rifidn de
mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma cervical humano (HeLa, ATCC CCL 2);
células de rinén canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células
de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado humano (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de ratdon
(MMT 060562, ATCC CCL51); Células TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383: 44-68 (1982)); células MRC 5;
células FS4; y una linea de hepatoma humano (Hep G2).

Las células huésped se transforman con la expresion antes descrita o vectores de clonacién para la produccion de
anticuerpos anti-integrina beta7 y se cultivan en medios de nutrientes convencionales modificados segin sea
apropiado para inducir promotores, seleccionar transformantes, o amplificar los genes que codifican las secuencias
deseadas.

Las células huésped utilizadas para producir el anticuerpo anti-integrina beta7 de esta invencion pueden cultivarse
en una variedad de medios de cultivo. Los medios comercialmente disponibles, tales como F10 de Ham (Sigma),
medio esencial minimo ((MEM), (Sigma), RPMI-1640 (Sigma), y medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM),
Sigma) son apropiados para cultivar las células huésped. Ademas, cualquiera de los medios descritos en Ham et al.,
Meth. Enz. 58:44 (1979), Barnes et al., Anal. Biochem. 1 02: 255 (1980), las patentes de EE.UU. n® 4.767.704;
4.657.866; 4.927.762; 4.560.655; 0 5.122.469, WO 90/03430, WO 87/00195; o la patente de EE.UU. Re 30.985 se
pueden utilizar como medios de cultivo para las células huésped. Cualquiera de estos medios puede suplementarse
segun sea necesario con hormonas y / u otros factores de crecimiento (tales como insulina, transferrina, o factor de
crecimiento epidérmico), sales (tales como cloruro de sodio, calcio, magnesio, y fosfato), tampones (tales como
HEPES), nucleétidos (tales como adenosina y timidina), antibiéticos (tales como gentamicina™), elementos traza
(definidos como compuestos inorganicos presentes habitualmente a concentraciones finales en el rango
micromolar), y glucosa o una fuente de energia equivalente. Cualquier otro suplemento necesario se puede también
incluir en concentraciones apropiadas que serian conocidas por los expertos en la técnica. Las condiciones de
cultivo, tales como temperatura, pH, y similares, son las utilizadas previamente con la célula huésped seleccionada
para la expresion, y seran evidentes para el experto en la materia.

Cuando se utilizan técnicas recombinantes, el anticuerpo se puede producir intracelularmente, en el espacio
periplasmico, o directamente secretado en el medio. Si el anticuerpo se produce intracelularmente, como un primer
paso, los restos de particulas, bien células huésped o fragmentos lisados, se eliminan, por ejemplo, mediante
centrifugacién o ultrafiltracion. Carter et al., Bio / Technology 10: 163-167 (1992) describen un procedimiento para
aislar anticuerpos que se secretan al espacio periplasmico de E. coli. Brevemente, los restos celulares se
descongelan en presencia de acetato de sodio (pH 3,5), EDTA, y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) durante
aproximadamente 30 min. Los restos celulares se pueden eliminar mediante centrifugacion. Cuando el anticuerpo se
secreta en el medio, los sobrenadantes de dichos sistemas de expresion generalmente primero se concentran
utilizando un filtro de concentracion de proteinas disponible comercialmente, por ejemplo, un Amicon o unidad de
ultrafiltracién Millipore Pellicon. Un inhibidor de proteasa tal como PMSF puede incluirse en cualquiera de los pasos
anteriores para inhibir la protedlisis y se pueden incluir antibiéticos para evitar el crecimiento de contaminantes
inesperados.

La composicion de anticuerpos preparada a partir de las células se puede purificar utilizando, por ejemplo,
cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel, didlisis, y cromatografia de afinidad, siendo la técnica de
purificacién preferida la cromatografia de afinidad. La idoneidad de la proteina A como ligando de afinidad depende
de la especie y el isotipo de cualquier dominio Fc de inmunoglobulina que esta presente en el anticuerpo. La
proteina A se puede utilizar para purificar anticuerpos que se basan en cadenas pesadas humanas y1, y2, o y4
(Lindmark et al., J. Immunol. Meth. 62: 1-13 (1983)). La proteina G se recomienda para todos los isotipos de raton y
para y3 humana (Guss et al., EMBO J. 5:15671575 (1986)). La matriz a la que se une el ligando de afinidad es
frecuentemente agarosa, pero hay otras matrices disponibles. Las matrices mecanicamente estables, tales como
vidrio de poro controlado o poli (estirenodivinil) benceno permiten velocidades de flujo mas rapidas y tiempos de
procesamiento mas cortos que los que pueden alcanzarse con la agarosa. Cuando el anticuerpo comprende un
dominio Crs, la resin Bakerbond ABX™ (JT Baker, Phillipsburg, NJ) es util para la purificacion. Otras técnicas para la
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purificacién de proteinas tales como fraccionamiento en una columna de intercambio idnico, precipitacion con etanol,
HPLC de fase inversa, cromatografia en silice, cromatografia en heparina SEPHAROSE™, cromatografia sobre una
resina de intercambio anidnico o catiénico (como una columna de acido poliaspartico), cromatoenfoque, SDS-PAGE,
y precipitacion con sulfato de amonio también estan disponibles dependiendo del anticuerpo a recuperar. Después
de cualquier paso de purificacion preliminar, la mezcla que comprende el anticuerpo de interés y los contaminantes
pueden someterse a cromatografia de interaccion hidrofébica de pH bajo utilizando un tampén de elucién a un pH
entre aproximadamente 2,5 y 4,5, preferiblemente realizada a concentraciones bajas de sal (por ejemplo, a partir de
aproximadamente 0-0,25 M de sal).

C. Formulaciones farmacéuticas

Las formulaciones terapéuticas que comprenden los agentes terapéuticos, antagonistas o anticuerpos de la
invencion se preparan para su almacenamiento mezclando el anticuerpo que tiene el grado de pureza deseado con
vehiculos, excipientes o estabilizantes opcionales fisiologicamente aceptables (Remington’s Pharmaceutical
Sciences 162 edicion, Osol, A. Ed. (1980)), en forma de soluciones acuosas, liofilizadas o otras formulaciones secas.
Los vehiculos, excipientes o estabilizantes no son téxicos para los receptores a las dosis y concentraciones
empleadas, e incluyen tampones tales como fosfato, citrato, histidina y otros acidos organicos; antioxidantes
incluyendo acido ascérbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro
de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, butil o bencil alcohol; alquil parabenos tales
como metil o propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso
molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como albimina de suero, gelatina, o
inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina,
asparagina, histidina, arginina, o lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos incluyendo glucosa,
manosa, o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; azlcares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o
sorbitol; contraiones formadores de sales tales como sodio; complejos metélicos (por ejemplo, complejos de Zn-
proteina); y / o tensioactivos no iénicos tales como TWEEN®, PLURONICS® o polietilenglicol (PEG).

La formulacion del presente documento también puede contener mas de un compuesto activo segln sea necesario
para la indicacion particular que se esta tratando, preferiblemente aquellos con actividades complementarias que no
interceden adversamente entre si. Dichas moléculas estan presentes adecuadamente en en cantidades combinadas
que son eficaces para el propésito pretendido.

Los ingredientes activos también pueden atraparse en microcépsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de
coacervacion o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsula de gelatina y
microcapsulas de poli (metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de liberacién de farmacos coloidales (por
ejemplo, liposomas, microesferas de albimina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Tales técnicas se describen en Remington’s Pharmaceutical Sciences 162 edicién de, Osol, A. Ed.
(1980).

Las formulaciones a utilizar para la administracién in vivo deben ser estériles. Esto se consigue facilmente mediante
filtracién a través de membranas de filtracién estériles.

Se pueden preparar preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidrofébicos soélidos que contienen la inmunoglobulina de
la invencion, matrices que estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas, o microcapsulas.
Ejemplos de matrices de liberacién sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli (2-hidroxietil-
metacrilato), o poli (alcohol vinilico)), polilactidas (patente de EE.UU. n® 3.773.919), copolimeros de acido L-
glutdmico y vetil-L-glutamato, acetato no degradable de etileno-vinilo, copolimeros degradables de acido lactico-
acido glicolico tales como el LUPRON DEPOT® (microesferas inyectables compuestas de copolimero de acido
lactico-acido glicdlico y acetato de leuprolide), y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Mientras que los polimeros tales
como etileno-acetato de vinilo y acido lactico-acido glicélico permiten la liberacién de moléculas durante mas de 100
dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas durante periodos de tiempo méas cortos. Cuando las inmunoglobulinas
encapsuladas permanecen en el cuerpo durante un largo tiempo, se pueden desnaturalizar o agregar como
resultado de la exposicion a la humedad a 37 °C., resultando en una pérdida de actividad biolégica y posibles
cambios en la inmunogenicidad. Estrategias racionales se pueden idear para la estabilizacién dependiendo del
mecanismo implicado. Por ejemplo, si se descubre que el mecanismo de agregacién es intermolecular por formacion
de enlace S-S a través de intercambio tio-disulfuro, la estabilizacion puede conseguirse modificando los residuos
sulfhidrilo, liofilizando a partir de soluciones &cidas, controlando el contenido de humedad, usando aditivos
apropiados, y desarrollando composiciones de matriz especifica de polimero.

D. Métodos de tratamiento
Los antagonistas de la integrina beta7, como los anticuerpos (y agentes terapéuticos auxiliares) anti-beta7 de la
invencion son administrados por cualquier via adecuada, incluyendo via parenteral, subcutanea, intraperitoneal,

intrapulmonar e intranasal, y, si se desea para el tratamiento local, administracién intralesional. Las infusiones
parenterales incluyen la administracion intramuscular, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal o subcutanea.
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Ademas, el anticuerpo se administra de forma adecuada por infusion pulsada, particularmente con dosis
decrecientes del anticuerpo. La dosificaciéon puede ser por cualquier via adecuada, por ejemplo, mediante
inyecciones, tales como las inyecciones intravenosas o subcutaneas, dependiendo en parte de si la administracion
es puntual o crénica.

Los agentes terapéuticos de la invencién se formularan, dosificaran y administraran de manera coherente con la
buena practica médica. Los factores a considerar en este contexto incluyen el trastorno particular a tratar, el
mamifero particular que se trata, la condicion clinica del paciente individual, la causa del trastorno, el sitio de
liberacion del agente, el método de administracion, la programacién de la administracion y otros factores conocidos
por los médicos. Aunque no es necesario, el agente terapéutico se formula opcionalmente con uno o mas agentes
utilizados actualmente para prevenir o tratar el trastorno en cuestién. La cantidad eficaz de dichos otros agentes
depende de la cantidad de anticuerpos de la invencion presentes en la formulacion, el tipo de trastorno o tratamiento
y otros factores discutidos anteriormente. Estos se utilizan generalmente en las mismas dosis y con vias de
administracién como las que se han utilizado anteriormente en esta memoria o aproximadamente del 1 al 99% de las
dosificaciones empleadas hasta el momento.

Para la prevencion o tratamiento de la enfermedad, la dosificacion apropiada de un antagonista de beta7 de la
invencion (cuando se utiliza s6lo o en combinacion con otros agentes tales como los agentes quimioterapéuticos)
dependera del tipo de enfermedad a tratar, el tipo de anticuerpo, la gravedad y curso de la enfermedad, si el agente
se administra con propdsitos preventivos o terapéuticos, de la terapia previa, la historia clinica del paciente y la
respuesta al anticuerpo, y a discrecién del médico tratante. El antagonista de beta7, como un anticuerpo anti-beta?7,
se administra convenientemente al paciente de una vez o durante una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y
gravedad de la enfermedad, aproximadamente de 1 mg/kg a 15 mg/kg de anticuerpo es una dosis candidata inicial
para la administracion al paciente, ya sea, por ejemplo, mediante una o mas administraciones separadas o mediante
infusion continua. Una dosis diaria habitual podria variar desde aproximadamente 1 mg/kg a 100 mg/kg o mas,
dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias o
mas, dependiendo de la condicion, el tratamiento se mantendra hasta que ocurra la supresion deseada de los
sintomas de la enfermedad. Un ejemplo de dosificacion del anticuerpo estaria en el intervalo de aproximadamente 5
mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg. Por lo tanto, una o mas dosis de aproximadamente 15 mg/kg, 20 mg/kg, 30
mg/kg o 50 mg/kg (o cualquier combinacion de las mismas) se pueden administrar al paciente. Tales dosis se
pueden administrar intermitentemente, por ejemplo, al menos una vez cada semana o al menos una vez cada dos,
tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, diez, doce semanas (por ejemplo, de tal manera que el paciente reciba de
aproximadamente dos a aproximadamente veinte, por ejemplo, aproximadamente seis dosis de anticuerpo). se Se
puede administrar una dosis de carga inicial mas elevada, seguida de una o mas dosis bajas. Un ejemplo de
régimen de dosificacion comprende la administracién de una dosis de carga inicial de aproximadamente 4 mg/kg,
seguido de una dosis de mantenimiento semanal de aproximadamente 2 mg/kg del anticuerpo. Sin embargo, otros
regimenes de dosificacion pueden ser Utiles. El progreso de esta terapia se monitoriza facilmente mediante técnicas
y ensayos convencionales. Dependiendo del resultado deseado del tratamiento, el paciente puede tratarse durante
al menos aproximadamente 1, 2, 6, 12, 24, 36 0 52 semanas.

El estandar de cuidado de los sujetos con CU activa moderada - activa severa consiste en una terapia con dosis
estandar de: un aminosalicilato, un corticosteroide oral, 6-mercaptopurina (6-MP) y/ o azatioprina. La terapia con un
antagonista de la integrina beta7, como un anticuerpo anti-integrina beta7 como se describe en el presente
documento se traducira en una mejora en la remisién de la enfermedad (control rapido de la enfermedad y/ o
remisién prolongada), y/ o la respuesta clinica, superior a la conseguida con el estandar de cuidado para esos
estados.

En un aspecto, el tratamiento para la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) en un sujeto humano con Ell
comprende la administracion al sujeto de una cantidad eficaz de un agente terapéutico, como un anticuerpo anti-
integrina beta7, y que comprende ademas la administracion al sujeto de una cantidad efectiva de un segundo
farmaco, que es un inmunosupresor, un agente de control del dolor, un agente antidiarreico, un antibiético o una
combinacion de los mismos.

En un aspecto de ejemplo, dicho farmaco secundario se selecciona de entre el grupo que consiste en un
aminosalicilato, un corticosteroide oral, 6-mercaptopurina (6-MP) y azatioprina. En otro aspecto ejemplar, dicha
medicina secundaria es otro antagonista de la integrina beta7, como otro anticuerpo anti-integrina beta7 o un
anticuerpo contra una citoquina.

Todos estos segundos farmacos se pueden usar en combinacién unos con otros o sélo uno de ellos con el primer
farmaco, de modo que la expresion "segundo farmaco" como se usa en el presente documento no quiere decir que
es el Unico farmaco adicional al primer farmaco, respectivamente. Asi, el segundo farmaco no tiene que ser un solo
farmaco, sino que puede constituir o comprender méas de uno de estos farmacos.

Estos segundos farmacos como se establece en el presente documento se utilizan generalmente en las mismas

dosis y vias de administracion, como se han utilizado aqui anteriormente o aproximadamente del 1 al 99% de las
dosis hasta este momento. Si se utilizan tales segundos farmacos, opcionalmente, se utilizan en cantidades
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menores a las que se usarian si el primer farmaco no estuviera presente, especialmente en las dosificaciones
posteriores a la dosificacion inicial con el primer farmaco, a fin de eliminar o reducir los efectos secundarios
causados por el mismo. Por ejemplo, la terapia con un anticuerpo anti-integrina beta7 en el presente documento
permite la administracién discontinua o interrumpida de esteroides.

La administracién combinada en este documento incluye la coadministracién, utilizando formulaciones separadas o
una unica formulacién farmacéutica, y la administracion consecutiva en cualquier orden, en la que preferiblemente
hay un periodo de tiempo, en la que ambos (0 todos) los agentes activos ejercen simultaneamente sus actividades
bioldgicas.

La administracién combinada de un segundo farmaco incluye la co-administracién (administracién simultéanea),
utilizando formulaciones separadas o una Unica formulacion farmacéutica, y la administracion consecutiva en
cualquier orden, en la que preferiblemente hay un periodo de tiempo, en la que ambos (o todos) los agentes activos
(farmacos) ejercen simultaneamente sus actividades bioldgicas.

E. Uso de biomarcadores para evaluar el tratamiento de enfermedades inflamatorias gastrointestinales con
antagonistas de la integrina beta7

La presente memoria descriptiva describe métodos para evaluar el efecto, eficacia, seguridad, prondéstico y/ o la
dosificacién de agentes terapéuticos (o farmacos), como los antagonistas de la integrina beta7, para el tratamiento
de un paciente que tiene un trastorno inflamatorio gastrointestinal. En particular, la presente memoria descriptiva
describe métodos para usar el nivel en sangre periférica del paciente de linfocitos residentes en el intestino, el nivel
de ocupacion de un farmaco en los linfocitos residentes en el intestino, y/ o el nivel de receptores de integrina beta7
en los linfocitos residentes en el intestino como indicadores (o "biomarcadores") del efecto, eficacia, seguridad,
prondstico y/ o dosificacién de agentes terapéuticos como los antagonistas de integrina beta7 para el tratamiento de
los trastornos inflamatorios gastrointestinales. Tales métodos incluyen, por ejemplo, la evaluacion de la capacidad de
respuesta de un paciente al tratamiento de un trastorno gastrointestinal con un antagonista de la integrina beta7,
utilizando uno o mas de estos biomarcadores. Adicionalmente, la presente especificacion describe métodos de
utilizacién de tales biomarcadores para disefiar un tratamiento farmacoldgico y/ o régimen de dosificacion, o para el
prondstico.

En algunos aspectos, el nivel de un biomarcador antes del tratamiento del paciente con un agente terapéutico se
compara con el nivel del mismo biomarcador durante y/ o después del tratamiento del paciente, y un cambio (por
ejemplo, aumento o disminucion) en el nivel de este biomarcador en el paciente es indicativo del efecto, eficacia,
seguridad y/ o pronédstico del agente terapéutico, por ejemplo un antagonista de la integrina beta7, para el
tratamiento de un trastorno inflamatorio gastrointestinal en un paciente. Ademas, tales métodos de la presente
invencion pueden utilizarse para disefiar un tratamiento o régimen de dosificacion de farmacos para el tratamiento
de un trastorno inflamatorio gastrointestinal en un paciente.

1. Prediccién y/ o seguimiento de la respuesta

En un aspecto, la especificacién describe un método para determinar la eficacia de un antagonista de integrina beta7
para el tratamiento de un trastorno inflamatorio gastrointestinal en un paciente, y el método comprende comparar la
cantidad de un biomarcador en una muestra obtenida del paciente después o durante el tratamiento con el
antagonista de integrina beta7, con una cantidad del biomarcador en una muestra obtenida del paciente antes del
tratamiento, en el que un cambio en la cantidad del biomarcador después o durante el tratamiento, en comparacién
con antes del tratamiento, es indicativo de la eficacia del antagonista para el tratamiento del trastorno gastrointestinal
en el paciente.

En otro aspecto, la especificacion describe un método para predecir la capacidad de respuesta de un paciente que
tiene un trastorno inflamatorio gastrointestinal al tratamiento con un antagonista de la integrina beta7, y el método
comprende comparar la cantidad de un biomarcador en una muestra obtenida del paciente después o durante el
tratamiento con el antagonista de integrina beta7, a la cantidad del biomarcador en una muestra obtenida del
paciente antes del tratamiento, en el que un cambio en la cantidad del biomarcador después o durante el
tratamiento, en comparacién con antes del tratamiento es indicativo de la capacidad de respuesta de dicho paciente
al tratamiento con dicho antagonista. En un aspecto particular, la presente especificacién describe un método para
predecir si un paciente diagnosticado de un trastorno inflamatorio gastrointestinal sera sensible a un tratamiento que
comprende la administracién de un antagonista de beta7. El método comprende comparar la cantidad de linfocitos
residentes en el intestino en una muestra de sangre del paciente después del tratamiento con la cantidad de
linfocitos residentes en el intestino antes del tratamiento, en el que una cantidad elevada después del tratamiento
con el antagonista de integrina beta7 indica que el paciente responde al tratamiento.

La medicién de la cantidad de marcadores bioldgicos, incluyendo los linfocitos residentes en el intestino en sangre
periférica del paciente, la ocupacion del antagonista de integrina beta7 en linfocitos residentes en el intestino, y los
receptores de la integrina beta7 en los linfocitos residentes en el intestino, ofrece la ventaja de predecir la respuesta
de un paciente a un tratamiento con antagonistas de beta7 en una etapa temprana durante el curso del tratamiento,
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como por ejemplo, justo después de recibir la primera dosis de antagonista de beta7. Por lo tanto, ni el paciente ni el
médico del paciente necesitan esperar hasta que se complete el tratamiento para averiguar si el tratamiento ofrece
algun beneficio para el paciente.

En un aspecto, el método de prediccion de la capacidad de respuesta al tratamiento con un antagonista de beta7
comprende a) obtener una muestra de sangre de un paciente antes del tratamiento, b) medir la cantidad de
biomarcador en la muestra de sangre, ¢) administrar un antagonista de integrina beta7 al paciente, d) obtener una
muestra de sangre del paciente después de recibir el antagonista de integrina beta7, e) medir la cantidad de
biomarcadores en la muestra de sangre y f) comparar la cantidad de biomarcadores en b) y la cantidad de
biomarcadores en e). Si se observa una diferencia elevada entre la cantidad en b) y e), el paciente sera sensible al
tratamiento.

Para establecer una linea de base pre-tratamiento del nivel de los biomarcadores, la medicién de la cantidad de
biomarcadores en miltiples puntos de tiempo antes de que el tratamiento se prefiere, por ejemplo, al menos 1, 2, 5,
10, 20, 30, 40 dias antes del tratamiento. En una realizacion ejemplar, se mide la cantidad de los linfocitos
residentes en el intestino en la muestra de sangre del paciente a los 5, 10, 20, 30, 60 dias antes del tratamiento. Se
calculan los valores promedio de la cantidad medida en cada punto y se utilizaran como nivel basal pre-tratamiento
de los linfocitos residentes en el intestino.

Para predecir la respuesta del paciente al tratamiento con antagonistas de la integrina beta7, la cantidad de
biomarcadores en la sangre de los pacientes se puede determinar en cualquier punto dado durante el curso del
tratamiento, preferiblemente en la primera etapa durante el curso del tratamiento, por ejemplo, pero no se limita a,
dentro de aproximadamente 8 horas, 12 horas, 1, 2, 4, 10, 20, 50, 100, 300 o 500 dias después de que el paciente
haya recibido la primera dosis, preferiblemente de 1 a 50 dias después de que el paciente haya recibido la primera
dosis. En una realizacion, se determina la cantidad de biomarcadores en un solo punto de interés durante el curso
del tratamiento. El valor obtenido en el punto de medida se compara con el nivel de la linea de base pre-tratamiento
para generar el valor diferencial para este punto. En otra realizaciéon, se mide la cantidad de biomarcadores en
multiples puntos de tiempo (por ejemplo, al menos 2, 4, 6, 8, 10, 16, 20, 40 puntos) durante el curso del tratamiento.
El valor obtenido en cada punto puede compararse con el nivel basal pre-tratamiento para generar el valor
diferencial para cada punto de medicion. La respuesta al tratamiento se evaluara en base al andlisis de estos valores
diferenciales.

Los linfocitos residentes en el intestino se identifican por los niveles de expresién de una combinacién de
biomarcadores, por ejemplo, pero no se limitan a, CD4, CD45RA y Beta7, utilizando las técnicas disponibles en la
materia, por ejemplo, el analisis por citometria de flujo (FACS), etc. El subconjunto de poblacién de linfocitos con
diferentes patrones de expresion de estos marcadores se identifica con las técnicas estandar utilizadas en la
materia, como la citometria de flujo (FACS).

La seleccién celular activada por fluorescencia (FACS) proporciona un método para la clasificacion de una mezcla
heterogénea de células biolégicas en dos o mas recipientes, célula a célula, en base a las caracteristicas especificas
de dispersién de luz y fluorescencia de cada célula. Es un instrumento cientifico Util, ya que proporciona un registro
rapido, objetivo y cuantitativo de las sefiales fluorescentes a partir de células individuales, asi como una separacion
fisica de las células de particular interés. La suspension de células es arrastrada al centro de una estrecha corriente
de liquido que fluye rapidamente. El flujo esta dispuesto de manera que existe una gran separacion entre las células
en relacién con su diametro. Un mecanismo de vibracién hace que la corriente de células se separe en gotitas
individuales. El sistema se ajusta de modo que hay una baja probabilidad de que haya mas de una célula en una
gotita. Justo antes de que el flujo se transforme en gotas, el flujo pasa a través de una estacion de medicion de
fluorescencia, en la que se mide la caracteristica de fluorescencia de interés de cada célula. Un anillo de carga
eléctrica esta situado justo en el punto donde el flujo se rompe en gotitas. En base a la medicién de intensidad de
fluorescencia realizada inmediatamente antes, se sitla una carga en el anillo y la carga opuesta queda atrapada en
la gotita, a medida que se forma. Las gotitas cargadas luego caen a través de un sistema de deflexién electrostatica
que desvia las gotas en contenedores en base a su carga. En algunos sistemas, la carga se aplica directamente al
flujo y la gotita que se forma conserva la carga del mismo signo que la corriente. Entonces se devuelve la corriente a
una posicion neutra después de que la gota se forme.

Los datos generados por un citémetro de flujo pueden representarse graficamente en una sola dimension para
producir un histograma, o en diagramas de puntos bidimensionales o incluso en tres dimensiones. Las regiones en
estos graficos se pueden separar de forma secuencial, en base a la intensidad de fluorescencia, mediante la
creacion de una serie de extracciones de subconjuntos, denominadas "puertas”. Existen protocolos especificos de
creacion de puertas con fines diagndsticos y clinicos. Los graficos se hacen a menudo en escalas logaritmicas.
Debido a que las sefiales de los espectros de emision de diferentes colorantes fluorescentes se solapan en los
detectores, se deben compensados por via electronica asi como computacionalmente. A menudo, los datos
acumulados con el citémetro de flujo puede reanalizarse en otro lugar, liberando la maquina para que otras personas
la usen (Loken MR. "Immunofluorescence techniques in Flow Cytometry and Sorting": 341-53 Wiley (1990).
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Tipicamente, en una muestra de sangre de un paciente humano, se pueden distinguir tres subgrupos de linfocitos de
sangre periférica CD4+ por citometria de flujo con los biomarcadores de la presente invencion: las células CD45RA
B73%, que se sitlian preferiblemente en los ganglios linfaticos y tejidos intestinales, las células CD45RA- B7°3°, que
se sitian preferentemente en los ganglios linfaticos y tejidos periféricos, y las células CD45RA+ B7intermedio  que se
localizan de forma no preferente en los ganglios linfaticos y los tejidos intestinales y periféricos. Por lo tanto, los
linfocitos residentes en el intestino se pueden identificar al menos por ser CD4* y CD45RA" B72, u otros
marcadores de la superficie celular o combinacion de los mismos, tales como CD8* CD45RA" 72° en una citometria
de flujo. Estos tres subgrupos de linfocitos se localizan en distintas porciones de un gréafico de puntos o histograma
de un andlisis FACS y por lo tanto son distinguibles para un experto en la materia.

La cantidad de linfocitos residentes en el intestino pueden cuantificarse de diversas maneras en la materia. Se
pueden calcular recuentos absolutos en forma de porcentaje de los niveles basales antes de la dosis de los linfocitos
CDR4+ residentes en el intestino en cada momento, en las muestras obtenidas de un paciente. También se pueden
calcular los recuentos absolutos para cada subconjunto respectivo de linfocitos, que seran iguales a los recuentos
absolutos de linfocitos (un valor obtenido a partir de mediciones de hematologia que se expresa en linfocitos por
microlitro de sangre periférica) por el porcentaje de linfocitos seleccionados para cada subconjunto (obtenido a partir
de analisis de citometria de flujo). Los linfocitos residentes en el intestino también se pueden cuantificar mediante
recuento de anticuerpos, que son recuentos absolutos como porcentaje del recuento de anticuerpos de referencia
obtenidos antes de administrar la dosis, calculado como el recuento de anticuerpos dividido por la media de los
recuentos absolutos previos a la dosis. Como control, la cantidad de otro subconjunto de linfocitos, tales como la
cantidad de linfocitos de localizacion periférica también puede cuantificarse para la misma muestra en cada punto de
tiempo.

La cantidad de ocupacion del antagonista de la integrina beta 7 en los linfocitos residentes en el intestino y la
cantidad de receptores de integrina beta 7 en los linfocitos residentes en el intestino también se pueden medir
usando las técnicas conocidas en la materia y que se describen en los Ejemplos de la presente solicitud.

Un tratamiento que probablemente proporcionara una respuesta beneficiosa para el paciente deberia aumentar
significativamente la cantidad de linfocitos residentes en el intestino en la sangre del paciente sin aumentar
sustancialmente la cantidad de linfocitos de localizacion periférica en la muestra de sangre del paciente.
Preferiblemente, el tratamiento debe aumentar la cantidad de biomarcadores en al menos aproximadamente un
30%, 50%, 0en 1, 2, 3, 4,0 5 veces, 1, 2, 4, 6, 8, 20, 30, 50, 100 dias después del tratamiento en comparacion con
el nivel basal previo al tratamiento. En una realizacién particular, un aumento de al menos 3 o 5 veces es indicativo
de una respuesta eficaz al tratamiento.

En otro aspecto, la presente memoria describe un método de pronédstico para predecir la probabilidad de respuesta
beneficiosa de un paciente diagnosticado con un trastorno inflamatorio gastrointestinal a un tratamiento que
comprende administrar un antagonista de la integrina beta7 a dicho paciente, que comprende comparar la cantidad
de biomarcadores en una muestra de sangre de dicho paciente después de recibir el antagonista de la integrina
beta7 con la de antes del tratamiento, y en el que una cantidad elevada de biomarcadores en la muestra de sangre
después de recibir el antagonista de integrina beta7 es indicativo de una probabilidad de respuesta beneficiosa.

Al igual que en la prediccion de la capacidad de respuesta a un tratamiento, la cantidad de biomarcadores en sangre
periférica se puede utilizar para predecir la probabilidad de una respuesta beneficiosa a largo plazo. La respuesta
beneficiosa incluye, pero no se limita a, reduccion o eliminacién de uno o mas de los sintomas tipicos del trastorno
inflamatorio gastrointestinal, tales como, dolor abdominal, nauseas, vomitos, diarrea, movimiento intestinal frecuente,
fiebre, fatiga y pérdida de peso, o lograr la remisiéon parcial o total de la enfermedad. La cantidad de linfocitos
residentes en el intestino en la muestra de sangre del paciente se puede cuantificar con los mismos métodos
descritos en este documento. Un tratamiento que probablemente proporcione respuestas beneficiosas a largo plazo
para el paciente deberia aumentar significativamente la cantidad de biomarcadores en la sangre del paciente sin
aumentar sustancialmente la cantidad de linfocitos de localizacién periférica. Preferiblemente, el tratamiento
aumenta la cantidad de biomarcadores en al menos aproximadamente 1, 3, 5, 8, 10 veces, 1, 2, 4, 6, 8, 20, 30, 50,
100 dias después de que se administre al paciente la primera dosis de antagonista de la integrina beta7 en
comparacion con el nivel de linea de base pre-tratamiento.

En otro aspecto, la presente memoria describe un método de monitorizacion de la capacidad de respuesta de un
paciente diagnosticado con un trastorno inflamatorio gastrointestinal a un tratamiento con un antagonista de integrina
beta7 que comprende el seguimiento de la cantidad de biomarcadores en la sangre periférica de dicho paciente
durante dicho tratamiento, en el que una cantidad elevada sostenida en comparacién con la fase previa al
tratamiento es indicativa de que se mantiene la capacidad de respuesta a dicho tratamiento. En particular, el nivel de
linea de base pre-tratamiento de la cantidad de biomarcadores en un paciente sometido a ensayo se calcula como
se describe en el presente documento. Para seguir la capacidad de respuesta del paciente a un tratamiento con un
antagonista de la integrina beta7, se puede medir la cantidad de biomarcadores en una muestra de sangre del
paciente en cualquier punto dado durante el curso del tratamiento y, preferiblemente, en multiples puntos a lo largo
del curso del tratamiento. Por ejemplo, se mide la cantidad de biomarcador al menos cada 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 20 dias dependiendo de la duracién de la tratamiento o la eficacia deseada del tratamiento. La
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respuesta al tratamiento en reaccién a un evento relacionado también se puede seguir utilizando este enfoque. Por
ejemplo, la cantidad de los biomarcadores en la muestra de sangre del paciente se puede medir inmediatamente
después de la administracién de un segundo farmaco o del inicio de un cambio de dosificacién, o cualquier cambio
en el estado fisico o mental de los pacientes, etc. Idealmente, debe observarse un nivel elevado mantenido de los
linfocitos residentes en el intestino para una capacidad mantenida de respuesta al tratamiento. Si el nivel de
biomarcadores disminuye en algin punto durante el tratamiento o en reaccion a ciertos eventos relacionados, es
indicativo de que el paciente muestra una respuesta reducida al tratamiento. El régimen de tratamiento debe
modificarse en consecuencia para mantener una cantidad elevada de los biomarcadores.

La presente especificacion también describe un método de modificacién de un tratamiento con un antagonista de
beta7 para un paciente al que se le ha diagnosticado un trastorno inflamatorio gastrointestinal que comprende: a) un
seguimiento de la capacidad de respuesta de dicho paciente a dicho tratamiento con el método descrito
anteriormente; y b) cambiar dicho tratamiento de manera que se mantenga una elevada cantidad de dichos
linfocitos.

La presente invencion incluye un método para determinar la dosificacion o régimen de dosificacion de un antagonista
de integrina beta7 para el tratamiento de un trastorno inflamatorio gastrointestinal en un paciente, y el método
comprende un ajuste de la dosis 0 un régimen de dosificacién del antagonista de integrina beta7 basado en una
comparaciéon de la cantidad de un biomarcador en una muestra obtenida del paciente después o durante el
tratamiento con una dosis o régimen de dosificacion del antagonista de integrina beta7, con una cantidad del
biomarcador en una muestra obtenida del paciente antes del tratamiento, en el que un cambio en la cantidad del
biomarcador después o durante el tratamiento, en comparacion con antes del tratamiento, es indicativo de la eficacia
o de la capacidad de respuesta a la dosis o régimen de dosificacién del antagonista de la integrina beta7 para el
tratamiento del trastorno gastrointestinal en el paciente.

2. Disefio de regimenes de tratamiento

El desarrollo de farmacos es un proceso complejo y costoso. El coste de llevar un nuevo medicamento al mercado
se estima en entre 800 millones y 1 billén de délares. Menos del 10% de los farmacos en ensayos clinicos de fase |
llegan a la fase de aprobacion. Dos razones clave por las que los farmacos fallan en las Gltimas etapas son la falta
de comprension de la relacion entre la respuesta a la dosis y los problemas de seguridad no previstos. Ante este
escenario, es fundamental contar con herramientas que ayuden a predecir como funcionara un medicamento in vivo
y ayudar en el éxito de un candidato terapéutico clinico (Lakshmi Kamath, Drug Discovery and Development;
Modeling Success in PK /PD Testing Drug Discovery and Development (2006)).

La farmacocinética (PK) caracteriza las propiedades de absorcién, distribucion, metabolismo y eliminacién de un
farmaco. La farmacodinamica (PD) define la respuesta fisiolégica y bioldgica al farmaco administrado. Los modelos
de PK/ PD establecen enlaces matematicos y tedricos entre estos dos procesos y ayuda a predecir mejor la acciéon
del farmaco. Los modelos integrados de PK/ PD y el disefio de ensayos asistido por ordenador a través de la
simulacion se estan incorporando en muchos de los programas de desarrollo de farmacos y estan teniendo un
impacto cada vez mayor (Lakshmi Kamath, Drug Discovery and Development; Modeling Success in PK /PD Testing
Drug Discovery and Development (2006)).

El andlisis de PK/ PD se realiza normalmente en todas las etapas del proceso de desarrollo de farmacos. Dado que
el desarrollo es cada vez mas complejo, costoso en tiempo y econémicamente, las empresas buscan hacer un mejor
uso de los datos de PK/ PD para eliminar los candidatos imperfectos al principio e identificar aquellos con las
mejores posibilidades de éxito clinico. (Lakshmi Kamath, supra).

Las aproximaciones de modelado de PK/ PD han demostrado ser Utiles para la determinacion de relaciones entre la
respuesta de biomarcadores, los niveles de farmacos y los regimenes de dosificacién. El perfil de PK/ PD de un
farmaco candidato y la capacidad para predecir la respuesta a éste de un paciente son criticos para el éxito de los
ensayos clinicos. Los recientes avances en técnicas de biologia molecular y la mejor comprension de las dianas de
diversas enfermedades han validado los biomarcadores como buenos indicadores clinicos de la eficacia terapéutica
de un farmaco. Los ensayos de biomarcadores ayudan a identificar una respuesta biolégica a un candidato a
farmaco. Una vez que un biomarcador esta validado clinicamente, se pueden realizar modelos con eficacia en
simulaciones de prueba. Los biomarcadores tienen el potencial de alcanzar la condicién de sustituto que algun dia
pueda suplir a los resultados clinicos en el desarrollo de farmacos. (Lakshmi Kamath, supra).

La cantidad de los biomarcadores en sangre periférica se puede utilizar para la identificacion de la respuesta
biolégica a un tratamiento con antagonistas de la integrina beta7 y por lo tanto puede funcionar como un buen
indicador clinico de la eficacia terapéutica de un tratamiento candidato.

La presente invencion incluye un método de disefio de un tratamiento con un agente candidato para un paciente
humano diagnosticado con un trastorno inflamatorio gastrointestinal, que comprende la determinacion de la dosis
eficaz para el paciente humano en base a una dosis que aumenta efectivamente la cantidad de un biomarcador en
sangre periférica de un sujeto no humano en respuesta a un tratamiento con dicho agente candidato, en el que el
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biomarcador se selecciona de un grupo que consiste en linfocitos residentes en el intestino en la sangre periférica
del paciente, ocupacion de dicho agente terapéutico en los linfocitos residentes en el intestino, y los receptores de
integrina beta7 en los linfocitos residentes en el intestino.

En una realizacién de ejemplo, un método para disefiar un tratamiento con un antagonista de integrina beta7 para un
paciente humano diagnosticado con un trastorno inflamatorio gastrointestinal, comprende: a) medir la cantidad de
biomarcadores en la muestra de sangre de un sujeto no humano en respuesta a un tratamiento candidato que
comprende la administracién de una dosis candidata de un antagonista de la integrina beta7 a dicho sujeto no
humano, b) determinar si la dosis candidata puede aumentar efectivamente la cantidad de biomarcadores en sangre
periférica de dicho sujeto no humano; c) la identificacién de una dosis que aumenta efectivamente la cantidad de los
biomarcadores en la sangre periférica de dicho sujeto no humano; y d) la determinacion de una dosificacion eficaz
para un paciente humano en base a la dosis identificada.

En una realizaciéon, el método de la presente invencién se utiliza para identificar las dosis candidatas que
potencialmente proporcionan una respuesta beneficiosa deseable en un estudio de ensayo clinico de fase Il y/ o de
fase Ill.

La muestra de sangre del sujeto no humano analizado se recoge antes de recibir el tratamiento candidato en ensayo
clinico de Fase | y se establece un nivel basal de los biomarcadores en la sangre periférica del sujeto como se
describe en la Seccion E1 de la solicitud. El sujeto no humano analizado recibe, a continuacién, un tratamiento
candidato que comprende la administracién de una dosis candidata de un antagonista de integrina beta7 al sujeto
evaluado. La muestra de sangre se recoge de nuevo del sujeto en cualquier otro momento deseado durante el curso
del tratamiento como se describe en la Seccion E1, o después de que termine el tratamiento. La cantidad de los
biomarcadores en respuesta al tratamiento candidato en primer lugar se comparan con la linea de base de
pretratamiento para determinar el valor diferencial en comparacion con la linea de base pre-tratamiento para el
tratamiento candidato. Si el tratamiento candidato da lugar a un aumento significativo en la cantidad de
biomarcadores, por ejemplo al menos del 50%, 1, 2, 3, 5, 8 0 10 veces mayor, la dosis sera seleccionada como una
dosis candidata para el disefio del tratamiento de los ensayos clinicos en Fase Il o Fase lll. Los linfocitos residentes
en el intestino pueden identificarse utilizando técnicas estandar en la materia y se describen en E1 de la presente
solicitud, en particular por los marcadores de superficie celular, como CD45AR, CD4 (CD8) y beta7. La cantidad de
biomarcadores puede cuantificarse a través de las aproximaciones disponibles en la materia y que se describen en
la Seccion E1.

El procedimiento anteriormente descrito puede utilizarse multiples veces para probar la pureza de tratamientos
candidatos, especialmente la pureza de las dosis candidatas. La dosificacion candidata da lugar al aumento 6ptimo
en la cantidad de linfocitos y de entre las dosis candidatas analizadas se seleccionara para el disefio del tratamiento
en los ensayos clinicos de Fase Il o lll. En una realizacién, puede analizarse en el mismo sujeto no humano la
pureza de varias dosis candidatas. Después de la finalizacién de un tratamiento candidato, el efecto residual del
tratamiento se examinara usando los métodos de la presente solicitud, por ejemplo, examinando si la cantidad de los
biomarcadores vuelve al nivel basal pre-tratamiento. Después de que la cantidad de biomarcadores vuelva al nivel
basal pre-tratamiento, puede aplicarse otro tratamiento candidato al mismo sujeto para ver su efecto sobre los
linfocitos residentes en el intestino. En otra realizacion, la pureza del tratamiento candidato puede probarse en
multiples sujetos al mismo tiempo, proporcionando cada tratamiento candidato a cada sujeto. Puede ser necesario
analizar mdultiples sujetos para el mismo régimen candidato para eliminar la diferencia individual entre sujetos en
respuesta al mismo tratamiento.

La dosis candidata seleccionada en los ensayos clinicos de Fase | se utilizara para disefar la dosis 6ptima para los
ensayos clinicos de Fase Il y Il utilizando las aproximaciones convencionales en la materia, lo que incluye, pero no
limitado al modelado de PK/ PD. El modelado tradicional de PK/ PD en el desarrollo de farmacos define parametros
tales como la concentracion de la dosis del farmaco, los efectos de exposicidn al farmaco, la vida media del farmaco,
las concentraciones de farmaco a lo largo del tiempo y los efectos de los farmacos a lo largo del tiempo. Cuando se
utilizan mas ampliamente, las técnicas cuantitativas tales como el modelado de farmacos, el modelado de la
enfermedad, el modelado de ensayos y el modelado del mercado pueden apoyar el proceso de desarrollo completo,
lo que resulta en mejores decisiones a través de la consideracion explicita del riesgo y una mejor utilizacién de los
conocimientos. Hay disponible una variedad de herramientas de modelado de PK/ PD para los investigadores de
desarrollo de farmacos, por ejemplo, WinNonlin y el Knowledgebase Server (PKS) desarrollado por Pharsight, Inc.
de Mountain View, California.

F. Biomarcador de la respuesta al tratamiento de otros agentes candidatos

La cantidad de biomarcadores también puede utilizarse para predecir la capacidad de respuesta a un tratamiento
con un agente terapéutico candidato que no sea antagonista de integrina beta7. En particular, los métodos para
predecir el resultado de un tratamiento con un antagonista de integrina beta7 descrito en este documento se pueden
utilizar de la misma manera para: 1) la prediccién de si un paciente sera sensible a un tratamiento que comprende la
administracion al paciente de un agente terapéutico candidato; 2) predecir la probabilidad de que el tratamiento sea
beneficioso; 3) el seguimiento de la respuesta del paciente al tratamiento y 4) la modificacién del tratamiento con el
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agente terapéutico candidato. La cantidad de biomarcadores también puede utilizarse para disefiar un tratamiento
con un agente terapéutico candidato que no sea antagonista de la integrina beta7 usando los métodos descriptos
anteriormente.

Preferiblemente, el agente candidato tiene un efecto beneficioso en los pacientes con una enfermedad inflamatoria
intestinal, como un agente inmunosupresor como el descrito en este documento. Mas preferiblemente, el agente
inhibe la infiltracién de linfocitos residentes en el intestino al intestino del paciente, ya sea directa o indirectamente.

G. Prediccion del pronéstico

Ademas de predecir la capacidad de respuesta al tratamiento, la cantidad de biomarcadores también es util para
predecir el prondstico de una enfermedad inflamatoria intestinal.

La presente descripcion incluye por lo tanto un método para predecir el prondstico de una enfermedad inflamatoria
intestinal en un paciente que comprende: a) la medicion de una relacion entre la cantidad de linfocitos residentes en
el intestino y la cantidad de linfocitos periféricos en una muestra de sangre de dicho paciente y b) medir la relacién
entre la cantidad de linfocitos residentes en el intestino y la cantidad de linfocitos periféricos en una muestra de
sangre de un individuo sano, en el que un cambio en la relacién de dicho paciente en comparaciéon con la del
individuo sano es inductivo del pronéstico de la enfermedad.

Con el fin de predecir el pronéstico, se obtienen muestras de sangre de un nimero de individuos sanos. La cantidad
de linfocitos residentes en el intestino, especificamente las células CD4* CD45RA" 372" se miden con los métodos
de la presente invencion. La cantidad de linfocitos periféricos (CD4+* CD45RA- B7b2°) también se mide en las mismas
muestras de sangre. La relacion de la cantidad de linfocitos residentes en el intestino frente a la cantidad de
linfocitos periféricos, se calcula a continuacién en cada muestra de sangre. Se establece una proporcién promedio
de referencia para las personas sanas en base a la relacion de cada individuo sano. Esta relacién de linea de base
se utiliza como control para distinguir si se observa una disminucidén en la proporcién en un paciente examinado.
Entonces se obtiene una muestra de sangre del paciente analizado y se calcula la relacion de la cantidad de
linfocitos residentes en el intestino frente a la cantidad de linfocitos periféricos. Si se observa un cambio significativo
(aumento o disminucién) en la proporcién del paciente en comparacién con la linea de base control, de al menos
aproximadamente un 30%, 50%, 100%, 200% de cambio, el paciente tendra probablemente mal prondstico, por
ejemplo, una baja probabilidad de remision, alta probabilidad de recurrencia, empeoramiento o resistencia a los
medicamentos.

H. Método de identificacién de una poblacion de linfocitos

El anticuerpo anti-integrina beta7 humanizado, rhuMAb Beta7, se une a la subunidad de integrina beta7
independientemente de su pareja de union. Por lo tanto, rhuMAb Beta7 se une a la beta7 cuando esté solo o
asociado con alfa4 o alfak. Por lo tanto, este anticuerpo y sus variantes son buenos marcadores para identificar una
poblacién de linfocitos que comprenden los linfocitos que expresan la integrina alfaE-beta7 y/ o la integrina alfa4-
beta7. En una realizacion preferible, la poblacién de linfocitos identificada comprende linfocitos que expresan la
integrina alfaE-beta?, linfocitos que expresan la integrina alfad4-beta7 y linfocitos que expresan tanto la integrina
alfa4-beta7 como alfaE-beta7. Esto es diferente de los anticuerpos anti-beta7 existentes en la materia, tales como
act1 (Meenan et al., supra), que s6lo puede unirse a la subunidad beta7 cuando esta conectada a alfa4.

La presente especificacion describe un método de identificacién de una poblacion de linfocitos que comprende
linfocitos que expresan la integrina alfaE-beta7 y / o alfa4-beta7, que comprende la union de dichos linfocitos a un
anticuerpo aislado que se une al mismo epitopo que un anticuerpo que comprende una secuencia de la regién
variable de la cadena ligera de Id. de Sec. N°: 10, y una secuencia de la region variable de la cadena pesada de Id.
de Sec. N2 11.

En un aspecto, el método se utiliza para identificar los linfocitos que expresan beta7 en la sangre periférica de un
paciente. En particular, se recoge la muestra de sangre del paciente y puede identificarse la poblacién de linfocitos
que comprende células que expresan la integrina alfaE-beta7, células que expresan la integrina alfa4-beta7 y células
que expresan ambas, y aislarse mediante el uso de citometria de flujo con beta7, CD4 y CD45AR como marcadores
de superficie celular.

En otro aspecto, el método se utiliza para visualizar una poblacién de linfocitos que comprende células que expresan
la integrina alfaE-beta7 y células que expresan la integrina alfa4-beta7 en los ganglios linfaticos y los tejidos del
intestino de un paciente a través de un procedimiento estandar utilizado en la técnica, tales como la tincion
inmunohistoquimica con rhuMAb beta?.

El método aqui descrito es particularmente Gtil para la deteccién de la poblacién de linfocitos estrechamente

relacionados con el desarrollo y progreso de las enfermedades inflamatorias intestinales. La poblacién identificada,
especialmente la poblacion obtenida a partir de sangre periférica de un paciente, se puede utilizar como un
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biomarcador para predecir la capacidad de respuesta del paciente a un tratamiento, asi como el disefio de
regimenes de tratamiento, como se describe en las secciones E y F.

La anterior especificacion escrita se considera suficiente para permitir a un experto en la materia poner en practica la
invencion. La presente invencién no esta limitada en su alcance por las realizaciones depositadas, puesto que las
realizaciones depositadas pretenden ilustrar solamente ciertos aspectos de la invencion y cualquier realizacién que
sea funcionalmente equivalente esta dentro del alcance de esta invencién. El depésito del presente material no
constituye la admisién de que la descripcion aqui contenida es inadecuada para permitir la practica de cualquier
aspecto de la invencion, incluyendo el mejor modo de la misma, ni debe ser interpretada como una limitacién del
alcance de las reivindicaciones. De hecho, diversas modificaciones de la invencién ademas de las mostradas y
descritas en el presente documento seran evidentes para los expertos en la materia a partir de la descripcion
anterior y se encuentran dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Se entiende que la aplicacién de las ensefianzas de la presente invencién a un problema o situacion especificos
estara dentro de las capacidades de un experto ordinario en la materia a la vista de las ensefianzas contenidas en el
presente documento.

Otros detalles de la invencion se ilustran mediante los siguientes ejemplos no limitantes. Las descripciones de todas
las citas de la especificacion se incorporan expresamente en el presente documento como referencia.

Ejemplos
Ejemplo 1

Estudio de seguridad y toxicocinético de 12 semanas con rhuMAb Beta7 administrado semanalmente por via
intravenosa y subcutdnea en monos Cynomolgus con una fase de recuperacion de 15 semanas y una fase de
extensién para evaluar la reversion de los efectos farmacodinamicos

1. Resumen

El rhuMAb Beta7 es un anticuerpo monoclonal humanizado anti-integrina 37 humana que se une las integrinas aEf7
y a437. Las células que expresan estas integrinas se han asociado con enfermedades inflamatorias del intestino
tales como la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn (Feagan et al. 2005, Sandborn et al., 2005). El rhuMAb
Beta7 se ha investigado como un potencial agente terapéutico para las enfermedades mediadas por el sistema
inmune, como la enfermedad inflamatoria intestinal. El propésito de este estudio fue evaluar la seguridad,
toxicocinética y farmacodinamica del rhuMAb Beta7 cuando se administra semanalmente mediante una inyeccion
intravenosa (IV) o inyeccién subcutanea (SC) a monos cynomolgus (Macaca fascicularis) durante al menos 12
semanas y evaluar la reversibilidad, la persistencia y la aparicién tardia de efectos relacionados con los farmacos
después de una recuperacién de 15 semanas. Ademas, se observaron los subgrupos de animales con dosis control,
media y los alta por un periodo adicional (durante una fase de extension) antes de la necropsia para evaluar la
reversion de los efectos farmacodinamicos.

Los monos cynomolgus virgenes se asignaron a seis grupos (7 animales/ sexo/ grupo en los Grupos 1,3, 4,5y 6y
5 animales/ sexo en el Grupo 2). A los animales del Grupo 1 se les proporcioné un total de 12 dosis semanales de
vehiculo a través de inyeccion IV y SC. A los animales de los Grupos 2-6 se les dio un total de 12 dosis semanales
de rhuMAb Beta7 a 5 mg/ kg IV (Grupo 2), 15 mg/ kg IV (Grupo 3), 50 mg/ kg IV (Grupo 4), 15 mg/ kg SC (Grupo 5),
o 50 mg/ kg SC (Grupo 6), respectivamente. Después de la fase de dosificacion de 12 semanas, se practicéd la
necropsia a 3 machos y 3 hembras de cada grupo de dosis el dia de estudio 80, que fue 2 dias después de la dosis
final. El resto de animales se observaron durante 15 semanas adicionales durante la fase de recuperacion. Al final
de la fase de recuperacion (el dia de estudio 184), se practico la necropsia a 2 animales/ sexo/ grupo. Después de la
necropsia de la recuperacion de 15 semanas, los animales restantes (2 machos y 1 hembra de cada uno de los
Grupos 1y 3, y 2 machos y 2 hembras de cada uno de los Grupos 4, 5 y 6) se observaron para evaluar la reversion
de los efectos PD. Los parametros PD se siguieron durante esta fase de extension y los resultados se utilizaron para
determinar el final de la fase en vida del estudio.

Tres subgrupos de linfocitos CD4+* de sangre periférica, subdivididos de acuerdo a sus propiedades de residencia, se
siguieron por citometria de flujo como marcadores PD exploratorios: las células CD4* CD45RA- B72, CD45RA
B7°ac y CD45RA* p7intermedio (ver Figura 1). Las células CD45RA- B73%© CD4+ son fenotipicamente similares a los
linfocitos de memoria / efectores humanos y de ratdon que residen preferentemente en los ganglios linfaticos y los
tejidos intestinales, mientras que las células CD4+* CD45RA" B7°3° son fenotipicamente similares a los linfocitos de
memoria / efectores humanos y de ratén que residen preferentemente en ganglios linfaticos y tejidos periféricos (Rott
et al. 1996, Rott et al 1997, Williams et al 1998, Rose et al. 1998, Williams y Butcher 1997, Butcher et al. 1999). Las
células CD4* CD45RA+ p7inermedio  fanotipicamente similares a los linfocitos virgenes humanos y de ratén, se
desplazan sin preferencia aparente tanto por los ganglios linfaticos intestinales como periféricos (Rott et al. 1996,
Rott et al. 1997, Williams et al. 1998, Rosé et al. 1998, Williams y Butcher 1997, Butcher et al. 1999).
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Los valores promedio del grupo de linfocitos CD4+ CD45RA- 72 aumentaron aproximadamente de 4 a 5 veces
respecto a los niveles de referencia durante la fase de dosificacion, después de la administraciéon |V de 5 mg/ kg de
rhuMAb Beta7. La administracién de 15 mg/ kg o 50 mg/ kg de rhuMAb Beta7 (IV o SC) dio como resultado
incrementos ligeramente mayores (de aproximadamente de 5 a 6 veces) en los valores promedio del grupo de
linfocitos CD4+ CD45RA- 373 durante la fase de dosificacion, en comparacion con el valor inicial los niveles. En
general, la mayoria de los animales que recibieron 15 o0 50 mg/ kg (IV o SC) habia sufrido efectos PD durante la fase
de dosificacion, a diferencia de la mayoria de los animales en el grupo de dosis de 5 mg/ kg. Los animales que
recibieron vehiculo no mostraron cambios sustanciales en los valores promedio del grupo de linfocitos CD4*
CD45RA- B72% de sangre periférica. Los valores promedio del grupo de linfocitos CD4+ CD45RA+ R7inermedio y
linfocitos CD4+* CD45RA" B7°3@° no eran sustancialmente diferentes en macacos dosificados con vehiculo o rhuMAb
Beta7. Estos hallazgos son consistentes con el mecanismo de accién propuesto del rhuMAb Beta7- la inhibicion del
desplazamiento de los linfocitos 37 positivos a través del intestino, a través de la prevencion de la union de a4B7 a
sus ligandos. A través de este mecanismo propuesto es esperable que se acumulen los linfocitos CD4+ CD45RA"
B72' en la circulacién periférica.

Al final de la fase de recuperacién de 15 semanas (el dia de estudio 184), los valores de linfocitos CD45RA- B73t
CD4+ volvieron a los niveles basales en todos los animales que recibieron dosis IV de 5 mg/ kg de rhuMAb Beta7 (10
de 10). En los grupos en los que se administré una dosis de 15 0 50 mg/ kg IV de rhuMAb Beta7, el niumero de
linfocitos CD4*+ CD45RA" B72%° regres a los niveles basales en 7 de 13 y 2 de 14 animales, respectivamente. En los
grupos que recibieron dosis de 15 o0 50 mg/ kg SC de rhuMAb Beta7, los valores de linfocitos CD4+ CD45RA- B7alo
volvieron a los niveles basales en 6 de 14 y 1 de 14 animales, respectivamente. Por lo tanto, la tasa de retorno de
los valores absolutos de linfocitos CD4+ CD45RA" 72 a los niveles basales parecia ser dependiente de la dosis. Al
final de la fase de extensién PD (el dia de estudio 288), todos los monos cynomolgus restantes en el estudio (n = 3
en el grupo que recibié 15 mg/ kg IV y n = 4 en cada uno de los grupos que recibieron 50 mg/ kg IV, 15 mg/ kg SC, o
50 mg/ kg SC) mostraron reversion de los efectos de PD (retorno a los niveles basales de linfocitos CD45RA- 72
CD4+).

Ademas, los efectos PD parecen estar en relacién con la farmacocinética, ya que la reversibilidad observada y la
vuelta a los niveles basales de linfocitos CD4+* CD45RA- 72 se correlacion6 con la eliminacion de rhruMAb Beta7 y
la reversibilidad parecia ser dependiente de la dosis.

La variabilidad entre animales en los mismos grupos de dosis en la tasa de retorno de los efectos PD a los niveles
previos a la dosis correlacion6 con cambios en la eliminacion de rhuMAb Beta?.

2. Seguridad, toxicocinética y farmacodinamica

La seguridad, toxicocinética, y farmacodinamica del rhuMAb Beta7 se evalud durante su administracion semanal
mediante inyeccién intravenosa (IV) o por inyeccién subcutanea (SC) a monos Cynomolgus (Macaca fascicularis)
durante al menos 12 semanas y se evalué la reversibilidad, la persistencia y la aparicién tardia de efectos
relacionados con los farmacos después de una recuperaciéon de 15 semanas. Ademas, se observaron subgrupos de
animales de los grupos de dosis control, media y alta durante un periodo adicional antes de la necropsia (durante
una fase de extension) para evaluar la reversién de los efectos farmacodinamicos.

2.1 Material de Ensayo

El rhuMAb Beta7, lote M3-TOX165, fue proporcionado por Genentech como un liquido claro a una concentracion de
150 mg/ ml (1,3 ml por vial). Antes de su uso en el estudio, el agente de ensayo se almacené en un refrigerador
regulado para mantener un rango de temperatura entre 2°C y 8°C.

El vehiculo, vehiculo rhuMAb Beta7, lote M3-TOX166, fue proporcionado por Genentech como un liquido claro en
viales de 25 ml. Antes de su uso en el estudio, el vehiculo se almacené en un refrigerador regulado para mantener
un rango de temperatura entre 2°C y 8°C.

2.2 Especies

Monos cynomolgus virgenes machos y hembras (Macaca fascicularis) con origen en la Isla Mauricio, se obtuvieron
de Covance Research Products, Inc. (Harrisburg, Pensilvania). Los animales se aclimataron durante
aproximadamente 4 semanas antes de que comenzara la dosificacion.

Inicialmente se aclimataron 47 machos y 47 hembras para su posible uso en este estudio. Los datos recogidos
durante la aclimatacién (fase antes de la dosis) se utilizaron para eliminar animales de su consideracién para la
seleccion en el estudio para producir una variacién minima. Se asignaron al estudio 40 monos cynomolgus macho y
40 hembra utilizando un procedimiento informatico disefiado para lograr el equilibrio de peso corporal en los grupos.

2.3 Disefo del estudio
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Este estudio constaba de tres fases: una fase de 12 semanas de dosificacion, una fase de recuperacion de 15
semanas y una fase de extension. La fase de dosificacién de 12 semanas termin6 en la necropsia el dia de estudio
80, 2 dias después de la administracién de la dltima dosis de rhuMAb Beta7. La fase de recuperacién de 15
semanas siguié a la fase de dosificacion de 12 semanas y terminé en la necropsia en el dia de estudio 184. Después
de la fase de recuperacion de 15 semanas, hubo un periodo adicional (una fase de extension hasta el dia de estudio
288) para evaluar la reversion de los efectos PD. El disefio completo del estudio se resume en la Tabla 1.

Tabla 1
Resumen del estudio
Grupo Via de | N2/ Sexo? | Nivel de dosis® | Conc.Dosis®  (mg/ | Volumen dosis °
administracién (mg/kg/dosis) ml) (ml/kg/dosis)
1 (control)® | IV/SC 7/M, 7/ F 0 0 0,33
2 (bajo) IV 5/M,5/F |5 15 0,33
3 (medio) | IV 7/M,7/F | 15 45 0,33
4 (alto) IV 7/M,7/F |50 150 0,33
5 (medio)? | SC 7/IM, 7/ F 15 45 0,33
6 (alto)? SC 7/M, 7/ F 50 150 0,33

IV = intravenosa; SC = subcutanea.

@ Tras una fase de dosificacion de 12 semanas (2 dias después de la dosis final), 3 animales/ sexo/ grupo
fueron sacrificados. Los animales restantes fueron sometidos a una fase de recuperacion. Tras una fase de
recuperacion de 15 semanas, 2 animales/ sexo/ grupo fueron sacrificados. Dos animales/ sexo/ grupo de los
grupos 4, 5y 6, y 2 machos y 1 hembra/ grupo de los grupos 1 y 3 fueron observados durante un periodo
adicional antes de la necropsia para evaluar la reversion de los efectos PD. Se siguieron los parametros de
PD durante esta fase de extension y los resultados se utilizaron para determinar el momento de finalizacién.
b A los animales se les administré una dosis en los dias de estudio 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50, 57, 64, 71 y
78.

¢ Los animales del grupo 1 recibieron vehiculo (control) mediante inyecciones intravenosas y SC.

9 Los grupos 5 vy 6 sblo recibieron inyecciones subcutaneas de rhuMAb Beta7

2.5 Administracién de las dosis

Los animales recibieron 12 inyecciones IV semanales a través de la vena safena o inyeccién SC en los dias de
estudio 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50, 57, 64, 71 y 78. Los puntos de inyeccion de las dosis SC se documentaron. Las
dosis se determinaron en base al Ultimo peso corporal registrado. Se administraron a los animales dosis en
volumenes de 0,33 ml por kg de peso corporal. Las inyecciones IV fueron seguidas de una solucion salina de
aproximadamente 1 ml.

Estas desviaciones se documentaron y no afectan a la interpretacién de los resultados PD.
2.6 Recogida de muestras de sangre para PD

Las muestras de sangre (aproximadamente 1 ml) para el andlisis PD se recogieron de cada animal por puncion
venosa de la vena femoral una vez durante la fase previa a la dosis (aproximadamente 6 dias antes de la iniciacion
de la dosis), antes de la dosificacion en el dia de estudio 1, en el dia de estudio 2 (24 horas después de la primera
dosis), antes de la dosificacion en los dias de estudio 15, 29, 43, 57, 71 y 78, y el dia de estudio 80 antes de la
necropsia. Durante la fase de recuperacion de 15 semanas (R), se recogieron muestras en los dias de estudio 92
(R13), 106 (R27), 120 (R41), 134 (R55), 148 (R69), 162 (R83), y 184 (R105). Durante la fase de extension, se
tomaron muestras de sangre de todos los animales que sobrevivieron cada dos semanas, comenzando el dia de
estudio 190 (R111) hasta el dia de la necropsia final, éste incluido (dia de estudio 288), para evaluar la reversion de
los efectos PD.

2.7 Procesado de la muestra de sangre para PD

Las muestras para el andlisis PD se empaqguetaron con paquetes de gel refrigerados para mantener un rango de
temperatura de aproximadamente 2°C-15°C durante al menos 72 horas y se enviaron a Genentech en el dia de la
recogida.

2.8 Ensayos de citometria de flujo para PD

Tres subgrupos de linfocitos CD4+ en sangre periférica fueron evaluados por citometria de flujo como biomarcadores
PD exploratorios: las células CD45RA- 7% (fenotipicamente similares a los linfocitos CD4+ de memoria/ efectores
humanos que se encuentran preferentemente en los ganglios linfaticos y tejidos intestinales), las células CD45RA-
B7°a° (fenotipicamente similares a los linfocitos CD4* de memoria/ efectores humanos que se encuentran
preferentemente en los ganglios linfaticos y los tejidos periféricos), y las células CD45RA+ [7intermedio
(fenotipicamente similares a los linfocitos CD4* virgenes humanos que se localizan de forma no preferente en los
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ganglios linfaticos y los tejidos intestinales y periféricos) (Rott et al. 1996, Rott et al. 1997, Williams et al. 1998, Rose
et al., 1998, Williams y Butcher 1997, Burcher et al. 1999). Un gréafico de citometria de flujo representativo de los
subgrupos de linfocitos CD4+ en monos cynomolgus se presenta en la Figura 1. Los subgrupos de linfocitos CD8* en
sangre periférica (linfocitos CD8* CD45RA- B72, CD45RA- B7°ac y CD45RA+ B7intermedioy so examinaron de manera
similar, pero no se utilizaron en las evaluaciones de PD.

2.8.1 Ensayo de Expresion: Evaluacion de los subgrupos de linfocitos que expresan 37 en sangre periférica

Los linfocitos CD4* o CD8* CD45RA" 72, CD45RA" B7°d°, y CD45RA+ g7intermedio go gvaluaron mediante citometria
de flujo utilizando un anticuerpo anti-B7 no bloqueante (9D8) que se une a B7 en presencia del rhuMAb Beta7. La
configuracién del panel para el analisis de muestras de sangre completa se presenta en la Tabla 2. Todos los
anticuerpos se adquirieron de BD Biosciences (BD; San Jose, CA) con la excepcion de la estreptavidina-
aloficocianina (SA-APC), que se adquirié de Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA) y la 9D8-biotina, que fue proporcionado
por Genentech.

Tabla 2
Configuracion del panel de sangre completa para medir los linfocitos que expresan 7
Tubo Antigeno Marcadores y fluorocromos Tipos de células identificadas
1 IgG-FITC, IgG-PE, CD4-PerCP-Cy5.5, SA-APC Isotipo utilizado para clasificar la poblacion
en CSS y FSC, y establecer las marcas de
cuadrante
2 CD45RA-FITC, CD49d-PE, CD4-PerCP-Cy5.5, 9D8- | subgrupos de células de linfocitos CD4+ que
biotina / SA-APC? expresan a4 y 7
3 CD45RA-FITC, CD49d-PE, CD8- PerCP-Cy5.5, 9D8- | subgrupos de células de linfocitos CD8+ que
biotina / SA-APC? expresan o4 y 7
APC = aloficocianina; FITC = isotiocianato de fluoresceina; FSC = dispersién frontal;
IgG = inmunoglobulina G; PE = ficoeritrina; PerCP-Cy5.5 = proteina clorofil-peridinina - cianina-5.5; SA =
estreptavidina; SSC = dispersion lateral.
2la 9D8-biotina se incubd en primer lugar, antes de afadir SA-APC.

Para todas las muestras de sangre total, se llevé a cabo el ensayo de citometria de flujo de acuerdo con el
procedimiento 55656-43. Para cada muestra, los tubos 2 y 3 se incubaron primero con una concentracién saturante
de 9D8-biotina. Los tubos control de configuracion del instrumento de (control de isotipo y manchas individuales) y
los tubos de ensayo (tubos 1, 2 y 3) se prepararon manualmente. Después de la primera incubacion, se afiadieron 2
ml de solucion de lisis para lisar los glébulos rojos, seguido de un ciclo de lavado de las células. Para la segunda
incubacién, las muestras (tubos 2 y 3) se incubaron con concentraciones saturantes de anticuerpos monoclonales
conjugados fluorescentes, frente a CD4 (clon L200) (Tubo 2) o CD8 (clon SK1) (Tubo 3), junto con CD45RA (Clone
5H9) y CD49d (clon 9F10), o los anticuerpos de control de isotipo (Tubo 1). Cada uno de los anticuerpos indicado
anteriormente, con la excepcién de los anticuerpos de control de isotipo, mostraron reaccién cruzada con los
leucocitos de monos cynomolgus. También se afadié SA-APC a los tubos 1, 2, y 3 para detectar los anticuerpos
biotinilados. Las incubaciones se realizaron en la oscuridad en hielo himedo durante 30 + 5 minutos. Se realizé una
serie de etapas de lavado y luego las células se resuspendieron en tampon fijador. Las muestras se mantuvieron a
2°C - 4 ° C durante un minimo de 30 minutos y se analizaron el mismo dia.

El analisis de citometria de flujo se realiz6 en un FACSCalibur® (BD, nimero de serie E2020). Se analizaron
veinticinco mil eventos de linfocitos utilizando un gréafico de dispersion frontal (FSC)/ dispersién lateral (SSC). El
andlisis de los datos se basd en los linfocitos seleccionados mediante FSC/ SSC y también en los linfocitos
seleccionados mediante CD4+/ SSCPa° o linfocitos seleccionados mediante CD8+/ SSCPae utilizando el software Pro
CellQuest (BD CellQuest Pro, versién 5.2.1). Se generaron citogramas de flujo para establecer la fraccion de células
positivas para cada marcador de superficie celular.

Las subpoblaciones B7 se analizaron como un porcentaje de células CD4*+ seleccionadas o células CD8*
seleccionadas, y por separado, como media geométrica de la intensidad de fluorescencia (GMFI). Para analizar los
niveles relativos de B7 en la superficie celular de las células CD4+ y células CD8*, se calcularon las moléculas de
equivalencia de fluorescencia solubles (MOEF) multiplicando el GMFI de cada poblacién con una curva estandar
generada usando cuentas SpheroTech (SpheroTech, Inc.; Lake Forest, IL). EIl GMFI y el porcentaje de células
seleccionadas se siguieron durante todo el estudio para examinar el efecto del componenete de prueba en cada uno
de los tres subgrupos de linfocitos CD4+ y CD8*. El recuento absoluto de células se calculd para cada muestra en
cada momento, en base al recuento de linfocitos por microlitro de sangre periférica (proporcionado por Covance).

2.8.2 Ensayo de ocupacion: linfocitos CD45RA-B72% disponibles en sangre periférica

La ocupacion de B7 en los linfocitos CD4* CD45RA- B72° y linfocitos CD8* CD45RA- B72° se midid utilizando un
anticuerpo bloqueante anti-f7 (componente de prueba marcado con fluorescencia, rhuMAb Beta7) que no se une en
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presencia de concentraciones de saturacion de rhuMAb Beta7. Se utilizé el conjugado fluorescente Herceptin®, un
anticuerpo 1gG1 humanizado, como control de isotipo de rhuMAb Beta?7.

La configuracién del panel para el andlisis de las muestras de sangre completa se presenta en la Tabla 3. Todos los
anticuerpos se adquirieron de BD, con la excepcion del Herceptin-Alexa 647 y rhuMAb Beta7-Alexa 647, que los
proporcioné Genentech.

Tabla 3
Configuracion del panel de sangre completa para medir la ocupacion de 7 en los linfocitos
Tubo Antigeno Marcadores y fluorocromos Caracteristicas de la muestra
1 CD4-FITC, CD45RA-PE, CD8PerCP, Her-Alx647 Her-Alx647 se utilizé6 como control de isotipo

para rhuMAb Beta7

2 CD4-FITC, CD45RA-PE, CD8PerCP, rhuMAb Beta7- | insaturado, para detectar la ocupacion de p7
Alx647
3 CD4-FITC, CD45RA-PE, CD8PerCP, rhuMAb Beta7- | saturado con 10 ug/ ml de rhuMAb Beta7
Alx647
Alx647 = Alexa 647; FITC = isotiocianato de fluoresceina; Her = Herceptin; PE = ficoeritrina; PerCP =
proteina clorofil-peridinina

Las muestras de sangre se tifieron segun el procedimiento 55656-50, con concentraciones a saturacion de los
siguientes conjugados de anticuerpo: CD4 conjugados con isotiocianato de fluoresceina (FITC; clon M-T477),
CD45RA conjugados con ficoeritrina (PE; clon 5H9), CD8 conjugados a PerCP (clon SK1), y Herceptin conjugado a
Alexa-647 o rhuMAb Beta7 conjugado a Alexa 647. En el tubo 3, se afadié rhuMAb Beta7 a las muestras de sangre
periférica en concentraciones de saturacion (10 pg/ ml).

Todas las incubaciones se realizaron en hielo en la oscuridad durante 30-35 minutos. Después de la tincién, las
células rojas de la sangre se lisaron, se lavaron las muestras, y las células se resuspendieron en tampon fijador
usando Lyse Wash Assistant (BD). SE analizaron veinticinco mil eventos de linfocitos seleccionados mediante una
ventana de FSC/ SSC en el FACSCalibur de BD.

Los linfocitos se identificaron a partir de un diagrama de dispersién SSC/ FSC. Las células CD4 y CD8 se
identificaron mediante un grafico de SSC/ CD4 FITC o SSC/ CD8 PerCP, respectivamente. El tubo 1 se utilizd6 como
control negativo para la seleccién. Se identificaron las células CD4+* o células CD8* CD45RA- B72°, CD45RA- p7Pa° y
CD45RA- g7intermedio gn |os tubos con y sin una concentracion saturante de rhuMAb Beta7. La Figura 1 muestra los
subgrupos de linfocitos CD4+ en la sangre periférica de mono cynomolgus.

2.9 Andlisis de datos PD

Los recuentos absolutos se calcularon como un porcentaje de los niveles basales antes de la dosis (recuento abs,%
BL) para cada uno de los subgrupos de linfocitos CD4+ (CD45RA- B72%°, CD45RA" B7°a° CD45RA+ 7intermedio)
linfocitos CD8* (CD45RA- B72°, CD45RA- B7°d° y CD45RA* B7intermedio) en cada punto de tiempo en las muestras
tomadas de animales a los que se administré vehiculo o rhuMAb Beta7. Los valores promedio de los recuentos
absolutos individuales, se determinaron para cada grupo como un porcentaje del valor inicial. Para las hembras se
utilizaron dos valores previos a la dosis para calcular los valores de la linea de base para todas las evaluaciones de
citometria de flujo. Para los machos, debido a las dificultades técnicas (fallo del instrumento), se utilizé s6lo un valor
antes de la dosis (dia de estudio 1) para calcular los valores de referencia para los ensayos de expresion con el
anticuerpo no bloqueante 9D8. Se utilizaron los valores seleccionados del total de linfocitos CD4* y linfocitos CD8*
obtenidos (como porcentaje) del andlisis de citometria de flujo con las configuraciones del panel sanguineo que se
muestran en la Tabla 3 para calcular los recuentos absolutos del total de linfocitos CD4* y el total de los linfocitos
CD8, respectivamente, tanto en los ensayos de ocupacion como de expresion. La figura 1 muestra los subgrupos
de linfocitos CD4* en sangre periférica de mono cynomolgus. Las definiciones de los valores determinados mediante
el andlisis de citometria de flujo son los siguientes:

Recuento abs: recuento absoluto para cada subconjunto respectivo de linfocitos; igual a los recuentos de linfocitos
absolutos (un valor obtenido a partir de mediciones de hematologia expresado como linfocitos por microlitro de
sangre periférica) por el porcentaje de linfocitos seleccionados para cada subconjunto (obtenido a partir de analisis
de citometria de flujo).

Recuento abs (% LB): recuento absoluto como porcentaje de los recuentos abs basales obtenidos antes de la
dosificacién, calculados como los recuentos abs divididos por la media de los recuentos absolutos previos a la dosis.
MOEF: moléculas de equivalente e fluorescencia; calculado utilizando la pendiente del canal FL4 por la media
geomeétrica de la intensidad de fluorescencia

MOEF (% antes de la dosis): MOEF como porcentaje de MOEF previa a la dosificacion; calculado como MOEF en el
respectivo punto de tiempo después de la dosificacion dividido por el MOEF promedio antes de la dosificacion.

3. Resultados y Discusién
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La media del grupo (= DE) y los recuentos absolutos cada individuo de mono cynomolgus (% LB) para los subgrupos
de linfocitos CD4+ de sangre periférica evaluados con el anticuerpo no bloqueantes 9D8 se presentan en las Figuras
2-7.

Los valores promedio del grupo de linfocitos CD4+ CD45RA" B72% aumentaron aproximadamente de 4 a 5 veces
sobre los niveles de referencia después de la administracion IV de 5 mg/ kg de rhuMAb Beta7 (ver Figura 2). La
administracion de 15 mg/ kg o 50 mg/ kg de rhuMAb Beta7 (IV o SC) resulté en aumentos ligeramente mayores
(aproximadamente de 5 a 6 veces) en los valores promedio de grupo de los linfocitos CD4* CD45RA-B73°, en
comparacioén con los niveles de referencia (véanse las Figuras 2 y 3). En general, la mayoria de los animales a los
que se administraron 15 0 50 mg/ kg (IV o SC) habia sufrido efectos PD durante la fase de dosificacién, a diferencia
de la mayoria de animales en el grupo de dosis de 5 mg/ kg (Figuras 14-18). Los animales que recibieron vehiculo
no mostraron cambios sustanciales en los valores promedios de grupo de los linfocitos CD4+ CD45RA- B73% (ver
Figuras 2 y 3). Los valores promedios de grupo de los linfocitos CD4+ CD45RA- B72"° se incrementaron en
aproximadamente de 4 a 6 veces sobre los niveles basales después de la administracion 1V de 25 mg/ kg de rhuMAb
Beta7 (ver Figura 8).

Estos resultados son consistentes con el mecanismo de accién propuesto para el rhuMAb Beta7: inhibicion del
trafico de linfocitos CD45RA- B72° al intestino, lo que lleva a la acumulaciéon de estas células en la circulacion
periférica (véase la Figura 11). También en apoyo al mecanismo de accion propuesto, no se observaron diferencias
sustanciales en los niveles promedio del grupo de linfocitos CD4+* CD45RA+ B7intermedio g |infocitos CD4+ CD45RA
B7°ac en los animales que recibieron vehiculo en comparacion con los que recibieron rhuMAb Beta7 (ver Figuras 4-
8).

Al final de la fase de recuperacion de 15 semanas (dia de estudio 184), el nimero de linfocitos CD4+*, CD45RA- 72
de sangre periférica volvieron a los niveles basales en 10 de 10 animales en el grupo que recibié una dosis IV de 5
mg/ kg de rhuMADb beta7 (véase la Figura 14). En los grupos en lo que se administré una dosis IV de 15 mg/ kg y 50
mg/ kg, el nimero de linfocitos CD4+ CD45RA- 72 de sangre periférica regreso a la linea de base en 7 de 13y 2
de 14 animales, respectivamente (véanse las Figuras 15-16). En los animales que recibieron dosis subcutaneas de
15 mg/ kg y 50 mg/ kg, el nimero de linfocitos CD4+* CD45RA" 372 regresé a los niveles previos a la dosis en 6 de
14 y 1 de 14 animales, respectivamente (ver las figuras 17-18). Por lo tanto, el retorno a la linea de base de los
efectos PD observados parece ser dosis dependiente. No hubo cambios sustanciales en el numero de linfocitos
CD4+ CD45RA B72% en la sangre periférica de animales que recibieron vehiculo, con la excepcion de 1 animal, que
mostrd una ligera variabilidad (véase la Figura 13).

Al final de la fase de extension PD (dia de estudio 288), todos los monos cynomolgus a los que se administré
rhuMAb Beta7 que permanecian en el estudio (n = 3 en el grupo de dosis IV 15 mg/ kg; n = 4 en los grupos de dosis
de 50 mg/ kg IV, 15 mg/ kg SC y 50 mg/ kg SC) mostraron reversién de los efectos PD (un retorno a los niveles
basales de linfocitos CD4* CD45RA- B72°; véanse las Figuras 15-18). Los subgrupos de linfocitos CD8* de sangre
periférica (linfocitos CD8+* CD45RA- B7a, CD45RA- B7ba°, y CD45RA+ B7intemedio) también se examinaron y se
observaron resultados similares.

Los niveles relativos de expresion de 37 en los linfocitos CD4+ de sangre periférica se examinaron como MOEF. No
hubo evidencia de modulaciéon negativa de B7 en los linfocitos CD4+ de sangre periférica en monos cynomolgus
después de dosis IV de 5, 15, 0 50 mg/ kg de rhuMADb beta7 o dosis SC de 15 0 50 mg/ kg de rhuMAb Beta7 (véanse
las Figuras 19-22).

En conclusién, la tasa de retorno a los niveles basales de los linfocitos CD4+ CD45RA" B72° en sangre periférica
parecia ser dependiente de la dosis de rhuMAb Beta7 en monos cynomolgus. Ademas, la mayoria de los animales
que recibieron 15 0 50 mg/ kg (IV o SC) habia sufrido efectos PD durante la fase de dosificacion, a diferencia de la
mayoria de los animales en el grupo de dosis de 5 mg / kg. Ademas, los efectos PD parecian estar relacionados con
la farmacocinética, debido a que la reversibilidad y el retorno a los niveles basales observado de linfocitos CD4+
CD45RA- B72% correlacionaba con la eliminacién de rhuMAb Beta7 y parecia ser dependiente de la dosis. La
variabilidad en la tasa de retorno de los efectos PD a los niveles previos a la dosis entre animales del mismo grupo
de dosis correlacionaron con cambios en la eliminacién de rhuMAb Beta7. Estos cambios en la eliminacion de
rhuMAb Beta7 se asocian generalmente con la presencia de anticuerpos anti-terapéuticos (ATA) en algunos
animales (véanse las Figuras 14-18;).

7. Conclusiones

Los valores promedio de grupo de linfocitos CD4+ CD45RA" 72" (fenotipicamente similares a las células residentes
en el intestino) aumentaron aproximadamente de 4 a 6 veces, en comparacion con los niveles previos a la
administracion, tras la dosis IV o SC de 5, 15 0 50 mg/ kg de rhuMAb Beta7 en monos cynomolgus. Por el contrario,
los animales a los que se administré vehiculo no mostraron cambios sustanciales en los valores promedio de grupo
de linfocitos CD4* CD45RA- B72° de sangre periférica hasta el dia de estudio 184.
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Estos resultados son consistentes con el mecanismo de accién propuesto para el rhuMAb Beta7: inhibicion del
trafico de linfocitos CD45RA- 72 hacia el intestino, a través de la prevencién de la unién de 047 a sus ligandos.
Es esperable de este mecanismo propuesto que de lugar a la acumulacion de linfocitos CD4+* CD45RA" B72° en la
circulacion periférica, que se observo en el estudio. También en apoyo del mecanismo de accién propuesto, no hubo
diferencias sustanciales en los niveles promedio del grupo de linfocitos CD4+ CD45RA+ B7intermedio (fengtipicamente
similares a células CD4+ virgenes) o linfocitos CD4* CD45RA- B7°a° (fenotipicamente similares a las células CD4*
residentes en la periferia) en monos cynomolgus a los que se ha administrado vehiculo, en comparaciéon con los
animales que recibieron rhuMAb Beta?.

Al final de la fase de recuperacion de 15 semanas (dia de estudio 184), el nimero de linfocitos CD4+ CD45RA" g7
en sangre periférica volvié a los niveles previos a la dosis en todos los animales (10 de 10) en el grupo que recibi6d
una dosis IV de 5 mg/ kg de rhuMADb Beta7. En los animales que recibieron 15 mg/ kg o 50 mg/ kg de rhuMADb Beta7,
el nimero de linfocitos CD4+ CD45RA" B72% en sangre periférica volvié a los niveles anteriores a la dosis en 7 de 13
y 2 de 14 animales en los grupos de dosis IV (respectivamente) y en 6 de 14 y 1 de 14 animales en los grupos de
dosis SC (respectivamente). Al final de la fase de extension PD (el dia de estudio 288) todos los monos cynomolgus
a los que se administré rhuMAb Beta7 y que permanecian en el estudio mostraron reversion de los efectos PD.

Estos resultados indican una dependencia de la dosis aparente en el retorno a los niveles basales de linfocitos CD4+
CD45RA" 73 en sangre periférica. Ademaés, los efectos PD parecieron estar relacionados con la farmacocinética,
debido a la reversibilidad observada y el retorno a la linea de base de los valores de linfocitos CD4* CD45RA" 72l
correlacionado con la eliminacion de rhuMAb Beta?7. La variabilidad en la tasa de retorno de los efectos PD a los
niveles previos a la dosis entre animales del mismo grupo de dosis correlacionaron con cambios en la eliminacion de
rhuMAb Beta7, que se asoci6 con la presencia de ATA en algunos animales.
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Ejemplo 2

Evaluacion piloto de cuatro semanas de farmacocinética y seguridad de RhuMAb B7 (PRO145223) administrado
semanalmente via endovenosa a monos cynomolgus con una recuperacion de veintitrés semanas

Resumen
El rhuMAb B7 (también denominado PRO145223) es una inmunoglobulina G1 humanizada (IgG1) contra 7 humana
que se une a las integrinas aER7 y a4B7 en los linfocitos en seres humanos y monos cynomolgus (Macaca

fascicularis). Las células que expresan las integrinas a437 y aER7 se cree que tienen un papel importante en las
enfermedades inflamatorias del intestino, tales como la colitis ulcerosa (CU) y la enfermedad de Crohn (CD). El
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RhuMAb B7 esta siendo investigado como un potencial agente terapéutico para los pacientes con enfermedades
inflamatorias intestinales como la CD y CU. Los objetivos de este estudio fueron evaluar la seguridad, y los efectos
de farmacocinética (PK) y farmacodinamica (PD) del RhuMAb (7 tras la administracion por via intravenosa (IV) una
vez por semana durante 4 semanas a los monos cynomolgus y caracterizar la reversibilidad de cualquier efecto
adverso relacionado con el farmaco durante un periodo de recuperacion de 23 semanas. Se administr6 a los grupos
de monos cynomolgus cuatro dosis IV semanales de vehiculo o rhuMAb B7 en 5 o 25 mg/ kg. Se practico la
necropsia a 3 machos y 3 hembras de cada grupo de dosis 7 dias después de la dosis final; los animales restantes
(2/ sexo/ grupo) del grupos de vehiculo y de dosis 25 mg/ kg se observaron durante 23 semanas después de la dosis
final antes de la necropsia.

En general, el perfil de concentracion en suero - tiempo del rhuMAb 37 después de cuatro dosis IV semanales fue
bifasico, con una fase de distribucion rapida inicial seguida de una fase de eliminacién mas lenta. Después de cuatro
dosis en bolo IV semanales de 5 o 25 mg/ kg de rhuMAb 37 a los monos cynomolgus, las concentraciones séricas
minimas aumentaron después de la segunda dosis, excepto cuando se detectaron anticuerpos anti-terapéuticos
(ATA). El area normalizada de dosis bajo el perfil de concentracion sérica - tiempo desde el dia 0 al dia 7 (AUC o-7/
dosis) después de la primera dosis fue similar para los grupos de dosis 5 mg/ kg y 25 mg/ kg, lo que sugiere que el
rhuMAb B7 muestra una farmacocinética proporcional a la dosis en los monos cynomolgus en el rango de dosis
estudiado. Para el grupo de dosis de 25 mg/ kg, la AUCo-7y la concentracién maxima en suero (Cmax) se incremento
aproximadamente 2 veces después de la ultima dosis, en comparacion con la primera dosis. Ambos hallazgos
sugirieron que habia acumulacién del rhuMAb 37 tras cuatro dosis semanales IV de 25 mg/ kg a monos cynomolgus,
aunque es esperable tal acumulaciéon para un anticuerpo con una vida media larga a estas dosis. El analisis
compartimental de los datos de los animales en recuperaciéon de 25 mg/ kg estimé una lenta eliminacion de 2,93 ml/
dia/ kg y una vida media relativamente larga de 14,5 dias. Sin embargo, 3 de los 4 monos mostré6 ATA, que
contribuyeron probablemente a la eliminacién mas rapida del rhuMAb B7.

La saturacion de las células T de sangre periférica y los aumentos en los niveles de células T B7+ circulantes se
exploraron como marcadores PD. Los ensayos de ocupacion de los receptores de integrina 7 sugirieron que los
receptores 37 en subgrupos de células T en sangre periférica estaban totalmente saturados después de la primera
de las cuatro dosis semanales de 5 o 25 mg/ kg de rhuMAb B7 a los monos cynomolgus. La ocupacion de los
receptores de 7 en las células T de sangre periférica se mantuvo cuando las concentraciones séricas se
encontraron por encima de aproximadamente 1-10 ug/ ml y la deteccion de la B7 disponible correlacion6 con una
disminucion de las concentraciones séricas de rhuMAb B7. Las células T CD45RA- 372! (fenotipicamente similares a
las células T residentes en el intestino en humanos y ratones) aumenté aproximadamente 5 veces sobre los niveles
basales después de cuatro dosis semanales de 25 mg/ kg a monos cynomolgus. Del mismo modo, las células T
CD45RA* p7intermedio (fenotipicamente similares a las células T virgenes humanas) también aumentaron después de
cuatro dosis semanales de 25 mg/ kg (aproximadamente 2,5 veces sobre los niveles de referencia). Por el contrario,
las células T CD45RA" B7ba° permanecieron estables durante todo el estudio. Estos hallazgos son consistentes con
el mecanismo de accién de rhuMAb B7, es decir la inhibicién de trafico de linfocitos B7-positivo hacia el intestino a
través de la inhibicién de la unién de a4B7 a sus ligandos, que entonces conduce a la acumulacién de estas células
en la circulacién periférica. Estos fendmenos se estudiaran con més detalle en futuros estudios en monos
cynomolgus.

Introduccién

B7 rhuMAb (también denominado PRO145223) es una inmunoglobulina G1 humanizada (IgG1) anti- 7 humana que
se une a las integrinas aEB7 y a4B7 en los linfocitos en seres humanos y primates no humanos. El rhuMAb 37
bloquea las interacciones de a4f7 con MadCAM-1, VCAM-1 y fibronectina con afinidades (50% de la concentracién
inhibitoria maxima [Clso]) de 0,07 a 0,1 nM, y también bloquea la unién a E-cadherina de aEf7 con una Clso de 5 nM.
Se cree que las células que expresan las integrinas a4p7 y aER7 tienen un papel importante en las enfermedades
inflamatorias del intestino, como la enfermedad de Crohn (EC) y colitis ulcerosa (CU). El RhuMAb 37 se esta
investigando como un potencial agente terapéutico para los pacientes con enfermedades inflamatorias intestinales
como laCDy CU.

Objetivos

Los objetivos de este estudio fueron evaluar la seguridad, y los efectos farmacocinéticos (PK) y farmacodinamicos
(PD) del RhuMAb B7 tras la administracién intravenosa (IV) una vez por semana durante 4 semanas a monos
Cynomolgus (Macaca fascicularis) y caracterizar la reversibilidad de los efectos adversos relacionados con el
componente de prueba durante un periodo de recuperacion de 23 semanas. El objetivo de este estudio es reportar
los resultados de los andlisis de PKy citometria de flujo.

Materiales y métodos

Material de prueba
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El RhuMAb B7 (PRO145223), lote M3-TOX132, lo proporcion6 Genentech como un liquido transparente o
ligeramente opalescente, de incoloro a ligeramente amarillo a una concentracién de 20 mg/ ml (4,5 ml/ vial). El
vehiculo de rhuMAb B7, lote M3-TOX133, también se proporcion6 como un liquido transparente o ligeramente
opalescente, incoloro o ligeramente amarillo (10,5 ml/ vial). Antes de utilizarse en el estudio, los materiales de
ensayo se almacenaron en un refrigerador regulado para mantener un rango de temperatura de 2°C y 8°C.

Especies

Veintiséis monos cynomolgus virgenes para el material de prueba se obtuvieron de la granja de SNBL USA. Los
animales pesaron 2,6 kg y tenian 2-5 afios de edad al inicio del tratamiento. Los animales se aclimataron durante al
menos 1 semana antes de la iniciacién del tratamiento. Solo los animales que parecian estar sanos y que estaban
libres de anomalias obvias se utilizaron para el estudio.

Disefio del estudio

Los animales fueron asignados al azar a uno de los tres grupos y recibieron cuatro dosis IV semanales de material
de ensayo. Los animales en el grupo 1 (5 machos y 5 hembras) recibieron vehiculo de rhuMAb (7. Los animales en
el grupo 2 (3 machos y 3 hembras) y el grupo 3 (5 machos y 5 hembras) recibieron rhuMAb 7 a 5 y 25 mg/ kg,
respectivamente. A 3 machos y 3 hembras de cada grupo se les realizd necropsias terminales 7 dias después de la
Ultima dosis. 2 machos y 2 hembras del grupo al que se le administré vehiculo o 25 mg/ kg de RhuMAb B7 se
siguieron durante un periodo de recuperacién de aproximadamente 23 semanas antes de la necropsia de
recuperacion

. El disefio del estudio se resume en la Tabla 2_1.

Tabla 2 1
Disefo del estudio

Grupo N¢/ Ruta | Material de ensayo Nivel de dosis | Conc. Dosis | Volumen dosis 2

Sexo (mg/ kg) (mg/ mL) (mL/kg)
1 5/ M, 5/ | IV Vehiculo rhuMAb B7 0 0 1.25

F
2 5/ M, 5/ | IV rhuMAb B7 5 20 0.25

F
3 5/ M, 5/ | IV rhuMAb B7 25 20 1.25

F
Conc = concentracion; IV = intravenosa.
Nota: 3 machos y 3 hembras de cada grupo fueron designados como animales de necropsia terminal. Los
animales restantes de los grupos 1 y 3 fueron designados como animales de necropsia de recuperacion.
2 El volumen de dosis se calcula en base al peso corporal mas reciente.

Preparacién de la dosis
Genentech proporcioné el material de prueba para cada grupo a la concentracién apropiada.
Dosis de administracion

Se calcularon los volumenes de dosis individuales en base a los pesos corporales que se registraron en el dia de la
administracion del farmaco. Los animales recibieron material de ensayo por via intravenosa a través de la vena
safena. Inmediatamente después de la administracién de las dosis, pero antes de que se retirara la aguja del animal,
el aparato de dosificacion se lavé abundantemente con aproximadamente 1 ml de NaCl al 0,9%.

Recogida de muestras de sangre

Todas las muestras de sangre fueron recogidas utilizando una aguja y una jeringa a través de la vena safena,
femoral o cefalica.
Andlisis PK

Se recogié sangre (aproximadamente 1,2 ml) de cada animal y se prepard suero en los siguientes puntos
temporales para el andlisis PK:

« antes de la dosis del dia de estudio 1 y tras 15 minutos, 6, 24, y 72 horas después de la dosis

« antes de la dosis en los dias de estudio 8 y 15

* antes de la dosis el dia de estudio 22, y tras 15 minutos, 6, 24, y 72 horas después de la ultima dosis

* los dias de estudio 36, 43, 50, 57, 64, 71, 78, 85, 92, 99, 106, 113, 120, 127, 134, 141, 148, 155, 162, 169, 176 y
183

« el dia de las necropsias terminal y de recuperacion (dias de estudio 29 y 191)
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Sin embargo, para el analisis PK, los puntos de tiempo se convirtieron para comenzar el dia 0 y se mencionan en
este informe como dias 0, 0,0104, 0,25, 1, 3, 7, 14, 21, 21,0104, 21,25, 22, 24, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77, 84, 91,
98, 105, 112, 119, 126, 133, 140, 147, 154, 161, 168, 175, 182, y 190.

Analisis de los anticuerpos anti-terapéutico

Las mismas muestras de suero utilizadas para el andlisis de PK se utilizaron para el andlisis de anticuerpos anti-
terapéutico (ATA). La respuesta ATA se analizé en los siguientes puntos de tiempo:

« antes de la dosis en los dias de estudio 1, 8, 15y 22
* los dias de estudio 50, 71, 92, 113, 134, 155y 176
« el dia de las necropsias terminal y de recuperacion (dias de estudio 29 y 191)

Sin embargo, para el andlisis de ATA, los puntos de tiempo se convirtieron al comenzar el dia 0 y se mencionan en
este informe como los dias 0, 7, 14, 21, 28, 49, 70, 91, 112, 133, 154, 175y 190.

Analisis de citometria de flujo

Se recogi6 sangre (aproximadamente 1,5 ml) de cada animal en los siguientes puntos de tiempo para el ensayo de
citometria de flujo de linfocitos totales (células B, células T y células asesinas naturales [NK]):

« dia 8 (antes de la dosis)

« antes de la dosis el dia 1 y 24 horas después de la primera dosis

« antes de la dosis en el dia 15 y 24 horas después de la segunda dosis

* antes de la dosis en el dia 22 y 24 horas después de la tercera dosis

« dias 43, 57, 71, 85,99, 113, 127, 141, 155, 169 y 183

« el dia de las necropsias terminal y de recuperacion (dias de estudio 29 y 191)

Se recogi6 sangre (aproximadamente 1,5 ml) de cada animal en los siguientes puntos de tiempo para el ensayo de
citometria de flujo de ocupacion:

* antes de la dosis el dia 1 y 24 horas después de la primera dosis

« antes de la dosis en el dia 15 y 24 horas después de la segunda dosis

« antes de la dosis en el dia 22 y 24 horas después de la tercera dosis

« dias 57, 85, 99, 113, 127, 141, 155, 169 y 183

« el dia de las necropsias terminal y de recuperacion (dias de estudio 29 y 191)

Para el andlisis de las células T CD4+ y CD8+ que expresan (7 totalmente ocupadas y desocupadas, se recogidé
sangre (aproximadamente 1,5 ml) de cada animal en los siguientes puntos de tiempo:

* antes de la dosis el dia 1 y 24 horas después de la primera dosis

« antes de la dosis en el dia 15 y 24 horas después de la segunda dosis

« antes de la dosis en el dia 22 y 24 horas después de la tercera dosis

« dias 57, 99, 113, 127, 141, 155, 169 y 183

« el dia de las necropsias terminal y de recuperacion (dias de estudio 29 y 191)

Procesamiento de las muestras de sangre

Andlisis PK 'y de ATA

Inmediatamente después de la recogida, las muestras se transfirieron a tubos separadores de suero y se dejé
coagular a temperatura ambiente durante 30 a 80 minutos. Las muestras se centrifugaron a 2000 mg durante 15
minutos a temperatura ambiente. El suero se recogid y se transfirié a tubos Eppendorf de 1,5 ml etiquetados.
Analisis de citometria de flujo

Inmediatamente después de la recogida, las muestras de sangre completa para el analisis de citometria de flujo se
transfirieron a tubos de heparina sédica en el SNBL de acuerdo con el protocolo de estudio y se enviaron a
Genentech para el andlisis. Las muestras se colocaron inmediatamente en hielo himedo o se almacenaron a una
temperatura de 2° C a 8°C hasta que se analizaron por citometria de flujo.

Ensayos

Concentraciones séricas
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Las muestras de suero fueron analizadas por ELISA cuantitativo para medir los niveles totales de RhuMAb (7. Este
ensayo se realizdé de acuerdo con el borrador del resumen del desarrollo del ensayo de la libreta 47886-27 y del
borrador del procedimiento estandar de operacién (SOP) de la libreta 47886-22 para todas las muestras. En primer
lugar, se recubrieron las placas de microtitulacién de 96 pocillos con las cadenas pesada y ligera (H y L) de la IgG de
oveja anti-humana, pre-absorbida con suero de mono. Este anticuerpo se obtuvo de The Binding Site (Birmingham,
Reino Unido; Catalogo AU003.CUSO01; Lote 086001) y se diluy6é a 1 ug/ ml en carbonato de sodio 0,05 M, pH 9,6. Se
utilizé rhuMAb B7 humano recombinante (lote 46994-8, producido en Genentech) como estandar. La curva estandar
vario desde 0,781 hasta 50,0 ng/ mL. Los anticuerpos utilizados para determinar la curva estandar, los controles de
matriz y las muestras se diluyeron en diluyente de ensayo (solucién salina tamponada con fosfato [PBS], 0,5% de
albumina de suero bovino [BSA], 0,05% de polisorbato 20, 0,05% de Proclin 300, 0,25% de tampdn CHAPS, acido
etilendiaminotetraacético [EDTA] 5 mM, NaCl 0,35 M). Las muestras se diluyeron un minimo de 1/20.

Se obtuvo IgG de oveja anti-humano marcada con peroxidasa de rabano (HRP) (H y L, pre-absorbida con suero de
mono) de The Binding Site (Catalogo CUS1684.H; Lote 11245) y se us6 como conjugado. La sefial se generd
usando peroxidasa de tetrametilbencidina como sustrato de la HRP. Los datos de los controles y las muestras se
corrigieron con la dilucién, y se promediaron los valores para cada dilucion. La concentracién minima cuantificable
en el suero de mono cynomolgus puro se determind en 20 ng/ ml, en base al limite de ensayo de 1 ng/ ml y la
dilucion minima de 1/20.

Determinacion de la respuesta ATA

Las muestras de suero de monos cynomolgus se analizaron mediante un ensayo de electroquimioluminiscencia de
enlace para determinar el nivel de respuesta de anticuerpos contra el rhuMAb 7. Este ensayo se realiz6 de acuerdo
con el borrador de resumen de desarrollo del ensayo de la libreta 47886-48 para los anticuerpos contra rhuMAb (7.
Se obtuvieron anticuerpos policlonales dirigidos contra la IgG humana (H y L, pre-absorcion con suero de mono) de
The Binding Site y se utilizaron como sustitutos del control positivo. Los controles y las muestras se diluyeron en
diluyente de muestra (tampén HEPES, 2% de gelatina de pescado, 0,05% de polisorbato 20, 0,05% de
PROCLIN300, NaCl 0,15 M, suero bovino fetal al 10%) y se afadieron a una placa de polipropileno de fondo
redondo de 96 pocillos. Las muestras se diluyeron un minimo de 1/10. Se utilizaron como conjugados el RhuMAb 7
biotinilado y RhuMAb B7 marcado con BV. Al dia siguiente, las Dynabeads recubiertas de estreptavidina-M280
(Invitrogen Corp.; Carlsbad, CA) se diluyeron en diluyente de ensayo (tamp6n HEPES, 2% de gelatina de pescado,
0,5% de polisorbato 20, 0,05% de PROCLIN300, NaCl 0,15 M) y se afiadieron a las placas. La respuesta del ensayo
se midié en unidades de electroquimioluminiscencia. El punto de corte se establecié6 basandose en el valor del
control negativo, y se utilizd para calcular los valores de titulacion para las muestras y controles positivos. El titulo
minimo obtenido para el analisis de anticuerpos rhuMAb 37 es de 1.0.

Analisis de citometria de flujo
Total de subgrupos de células T CD4+ y CD8+ que expresan 37 en sangre periférica
Las células totales CD4+ y CD8+ que expresan B7 se midieron utilizando el 9D8, un anticuerpo anti-B7 dirigido

contra un epitopo diferente que el rhuMAb B7. La configuracién del panel para el analisis de muestras de sangre
completa se presenta en la Tabla 2-2.

Tabla 2-2
Configuracion del panel de sangre completa
Tubo Marcadores de antigeno: fluorocromo Tipos de células identificadas
1 IgG-FITC, IgG-PE, CD4-PerCP, SA-APC Isotipo utilizado para clasificar la poblacién
en CSS y FSC, y establecer las marcas de
cuadrante
2 CD45RA-FITC, CD49d-PE, CD4-PerCP o CD4- | subgrupos de células T CD4+ que expresan
PerCP-Cy5.5, 9D8-biotina/ SA-APC? a4y B7
3 CD45RA-FITC, CD49d-PE, CD8-PerCP o CD8- | subgrupos de células T CD8+ que expresan
PerCP-Cy5.5, 9D8-biotina/ SA-APC? o4y B7
FSC = dispersion frontal; SA = estreptavidina; SSC = dispersion lateral.
2la 9D8-biotina se incub6 en primer lugar, antes de afadir SA-APC.

Para todas las muestras de sangre total, el ensayo de citometria de flujo se llevdé a cabo de acuerdo con los
procedimientos 48038-29 y 48038-84. Los tubos 2 y 3 para cada muestra se incubaron primero con concentraciones
a saturacién de 9D8-biotina, un anticuerpo anti-7 que se une a 37 en presencia de rhuMAb 7. Los tubos control de
configuracién del instrumento (control de isotipo y manchas individuales) y los tubos de ensayo (N2 1, 2 y 3) se
prepararon de forma manual. Después de la primera incubacion, se afiadieron 2 ml de solucién de lisis para lisar las
células rojas seguido de un ciclo de lavado de las células. Para la segunda incubacién, las muestras (tubos 2 y 3) se
incubaron con concentraciones saturantes de anticuerpos monoclonales conjugados fluorescentes frente a CD4
(Clon M-T477), CD8 (clon SK1), CD45RA (Clone 5H9) y CD49d (Clone 9F10), que se sabe que tienen reaccion
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cruzada con los leucocitos de monos cynomolgus, o con los anticuerpos control de isotipo (Tubo 1). También se
anadi6 estreptavidina-APC (SA-APC) a los tubos 1, 2, y 3 para detectar los anticuerpos biotinilados. Ambas
incubaciones se realizaron en la oscuridad en hielo durante 60 = 5 minutos. Se realizd una serie de etapas de lavado
con un paso final de resuspension de las células en tampon fijador. Las muestras se mantuvieron a 2°C - 4°C
durante un minimo de 30 minutos y se analizaron el mismo dia.

El andlisis de citometria de flujo se realizdé en un FACSCalibur® (BD Biosciences, San Jose, CA) con el nimero de
serie E3982. Se analizaron veinticinco mil eventos de linfocitos utilizando un gréafico de dispersion frontal (FSC)/
dispersion lateral (SSC). El andlisis de los datos se basé en los linfocitos seleccionados mediante FSC/ SSC, y
dependiendo de la combinacién del coctel, también en las células T seleccionadas por CD4+/ SSCP¥° o
CD8+/SSCPae utilizando el software Pro CellQuest (BD CellQuest Pro, version 5.2). Se generaron citogramas de flujo
para establecer la fraccion de células positivas para cada marcador de superficie celular.

Las subpoblaciones 7 se analizaron como un porcentaje de células T seleccionadas, y por separado, como media
geomeétrica de la intensidad de fluorescencia (GMFI). Para cada muestra en cada punto de tiempo, las moléculas de
fluorescencia soluble equivalente (MOEF) se calcularon multiplicando el GMFI de cada poblaciéon con una curva
estandar, generada ediante el estandar de cuentas Spherotech. EI GMFI y el porcentaje de células seleccionadas
como linfocitos T CD4* y CD8* de la poblacion que expresa CD49d+ 9D8", CD45RA9D8a%, CD45RA 9D8gbae,
CD45RA*+, y CD45RA" se siguieron durante todo el estudio para examinar el efecto del farmaco en cada
subconjunto. Para cada muestra en cada punto de tiempo y cada subconjunto de linfocitos, el recuento absoluto de
células se calculd en base al recuento de linfocitos por uL de sangre periférica proporcionado por el SNBL.

Las subpoblaciones 7 se analizaron como un porcentaje de células T seleccionadas, y por separado, como media
geomeétrica de la intensidad de fluorescencia (GMFI). Para cada muestra en cada punto de tiempo, las moléculas de
fluorescencia soluble equivalente (MOEF) se calcularon multiplicando el GMFI de cada poblaciéon con una curva
estandar, generada ediante el estandar de cuentas Spherotech. EI GMFI y el porcentaje de células seleccionadas
como linfocitos T CD4+ y CD8* de la poblaciéon que expresa CD49d* 9D8", CD45RA9D8a, CD45RA" 9D8gbae,
CD45RA*, y CD45RA" se siguieron durante todo el estudio para examinar el efecto del farmaco en cada subgrupo.
Para cada muestra en cada punto de tiempo y cada subconjunto de linfocitos, el recuento absoluto de células se
calculd en base al recuento de linfocitos por puL de sangre periférica proporcionado por el SNBL.

Ocupacion de 37 en subgrupos de células T CD4+ y CD8+ en sangre periférica

La configuracion del panel para el analisis de muestras de sangre completa se presenta en la Tabla 2-3.

Tabla 2-3
Configuracion del panel de sangre completa
Tubo Marcadores de antigeno: fluorocromos Tipos celulares identificados
1 CD4-FITC, CD45RA-PE, CD8PerCP, Her-Alx647 control negativo
2 CD4-FITC, CD45RA-PE, CD8PerCP, rhuMAb Beta7- | tubo insaturado, para detectar la ocupacioén
Alx647 de B7
3 CD4-FITC, CD45RA-PE, CD8PerCP, rhuMAb Beta7- | tubo saturado con 10 ug/ ml de
Alx647 PR0145223
Her = Herceptin®

Las muestras de sangre se tifieron segun el protocolo en la libreta de laboratorio 47237, pag. 48, con
concentraciones a saturacién de los siguientes conjugados de anticuerpo: CD4 conjugados con FITC (clon M-T477),
CD45RA conjugados con ficoeritrina (PE; clon 5H9), CD8 conjugados con PerCP (clon SK1), y Herceptin®
conjugado a Alexa-647 o rhuMAb B7 conjugado con Alexa 647. En el tubo 3, el componente de prueba rhuMAb 37
(PRO145223) se diluyé a la concentracion de saturacion (10 ug/ mL) y se afadi6 a las muestras de sangre.

Todas las incubaciones se realizaron en hielo en la oscuridad durante 30+5 minutos. Después de la tincién, las
células rojas de la sangre se lisaron, se lavaron las muestras, y las células se resuspendieron en tampon fijador
usando Lyse Wash Assistant (BD Biosciences). Se analizaron veinticinco mil eventos de linfocitos seleccionados
mediante una ventana de dispersion frontal/ dispersién lateral en el FACSCalibur de BD (BD Biosciences).

Los linfocitos se identificaron a partir de un diagrama de dispersion SSC/ FSC. Las células CD4* y CD8* se
identificaron mediante un gradico de SSC/ CD4FITC y un grafico SSC/ CD8PerCP, respectivamente. El tubo 1 se
utilizd6 como control negativo para crear las ventanas. Los linfocitos que muestran B72%/ CD45RA-, B7°3°/ CD45RA" y
p7intermedio/ CD45RA* se identificaron para los tubos con y sin una concentracién saturante de rhuMAb B7. El GMFI y
el porcentaje de células seleccionadas se registraron y luego el GMFI se expresé como MOEF utilizando la
pendiente del canal APC en el que MOEF® pendiente del GMFI del canal FL4.

Todas las incubaciones se realizaron en hielo en la oscuridad durante 30+5 minutos. Después de la tincion, las
células rojas de la sangre se lisaron, se lavaron las muestras, y las células se resuspendieron en tampén fijador
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usando Lyse Wash Assistant (BD Biosciences). Se analizaron veinticinco mil eventos de linfocitos seleccionados
mediante una ventana de dispersién frontal/ dispersion lateral en el FACSCalibur de BD (BD Biosciences).

Los linfocitos se identificaron a partir de un diagrama de dispersion SSC/ FSC. Las células CD4* y CD8* se
identificaron mediante un grafico de SSC/ CD4FITC y un grafico SSC/ CD8PerCP, respectivamente. El tubo 1 se
utilizé como control negativo para crear las ventanas. Los linfocitos que muestran 72/ CD45RA", B7°°/ CD45RA" y
p7intermedio/ CD45RA* se identificaron para los tubos con y sin una concentracién saturante de rhuMAb B7. El GMFI y
el porcentaje de células seleccionadas se registraron y luego el GMFI se expresé como MOEF utilizando la
pendiente del canal APC en el que MOEF® pendiente del GMFI del canal FL4.

Analisis de citometria de flujo de los subgrupos de linfocitos de sangre periférica (Total de células B, células T y
células NK)

La configuracién del panel para el analisis de muestras de sangre completa se presenta en la Tabla 2-4.

Tabla 2-4
Configuracion del panel de sangre completa

N¢ Tubo  Marcadores de antigeno: fluorocromos Tipos celulares identificados

1 IgG-FITC, IgG-PE, IgG-PerCP, IgG-APC isotipo utilizado para seleccionar la
poblacién en SSC y FSC y configurar los
marcadores de cuadrante.

2 CD4-FITC, CD45-PE, CD3- PerCP, CD20-APC células B, células T y subgrupos de células
T

FSC = dispersion frontal; SSC = dispersion lateral.

Para todas las muestras de sangre total, el ensayo de citometria de flujo se llevd a cabo de acuerdo con el
procedimiento 48038-36. Las muestras se incubaron con concentraciones a saturacién de anticuerpos monoclonales
conjugados fluorescentes frente a CD4 (Clon M-T477), CD45 (Clon TU116), CD3 (Clon SP34-2) y CD20 (Clon L27),
que se sabe que reaccionan de forma cruzada con los leucocitos de mono cynomolgus, junto con controles de
isotipo apropiados. Los tubos de control de puesta a punto del equipo y los tubos de ensayo se prepararon
manualmente. Todas las incubaciones se realizaron en la oscuridad a temperatura ambiente durante 305 minutos.

Andlisis de datos PK

Se utilizaron muestra tiempos de recogida de muestras nominales en el analisis de datos, con una desviacién
minima del programa. Se calcularon las concentraciones medias (+ DE) de rhuMAb B7 para cada muestra de suero
usando el programa Excel® de MS (Microsoft Corp.; Redmond, WA), y los puntos de datos se representaron usando
KaleidaGraph™ (Synergy Software, Reading, PA). Excepto por el punto de tiempo antes de la dosis, las
concentraciones séricas determinadas como menos que reportables (LTR) se trataron como puntos perdidos y no se
utilizaron en la presentacion o el andlisis de los datos de PK. Para los célculos de datos de PK, el dia de estudio 1 se
convirtié en el dia PK 0 para indicar el inicio de la dosificacién (véase la recogida de muestras de sangre).

Analisis no compartimental de PK

Los datos de las concentraciones séricas en tiempo de cada animal en el grupo de dosis de 5 mg / kg hasta 7 dias
después de la primera dosis se analizaron utilizando el modelo de entrada de bolo IV (Modelo 201, WinNonlin-Pro,
version 5.0.1; Pharsight Corporation; Mountain View, CA). No se analizaron los datos siguientes de la ultima dosis en
el grupo de dosis de 5 mg / kg debido a que las concentraciones en suero se vieron afectadas por ATA después de
la segunda o tercera dosis. Los datos de las concentraciones séricas en tiempo de cada animal en el grupo de dosis
de 25 mg / kg durante 7 dias después de la primera y la Ultima dosis también fueron analizados utilizando el modelo
de entrada de bolo IV (Modelo 201). Los siguientes métodos se utilizaron para calcular los parametros
farmacocinéticos especificos:

Cmax: concentracion maxima en suero después de una dosis en bolo IV.

AUC,.7: El area bajo la curva de concentracion de suero-tiempo desde Tiempo = 0 al dia 7 PK se calculé usando la
regla trapezoidal lineal.

AUC21-28: El area bajo la curva de concentracién de suero-tiempo desde Tiempo = dia 21 PK al dia 28 PK se calculd
usando la regla trapezoidal lineal.

AUCai: El area bajo la curva de concentracion de suero-tiempo desde Tiempo = 0 al dltimo dia PK de los datos de
los animales de recuperacion se calculd usando la regla trapezoidal lineal.

V1: Volumen de distribucién en el compartimento central (Dosis / Cmax).

Analisis PK de dos compartimentos.

Se utilizd un modelo de dos compartimentos con entrada de bolo 1V, eliminacion de primer orden, y constantes de
microtasa (Modelo 7, WinNonlin-Pro, version 5.0.1) para analizar la media de los datos de concentracion-tiempo de
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los 4 animales de recuperacion en el grupo de dosis de 25 mg/kg. Las siguientes opciones y métodos de modelado
se utilizaron para estimar los parametros farmacocinéticos especificos:

Las estimaciones iniciales de A, B, a, y B se determinaron graficamente mediante WinNonlin.
El analisis ponderado utiliz6 PESO = -2.

Se utiliz6 el algoritmo de minimizacién Nelder-Mead.

La seleccion del modelo se basé en la bondad del ajuste mediante inspeccion visual y por la comparacién entre el
modelo de criterio de informacion de Akaike (AIC).

CL: Aclaramiento (Dosis / AUC)
t12,8: Vida media de la fase beta; vida media terminal (In[2])/B)
Vss: Volumen de distribucién en estado estacionario (MRTint*CL)

Las intercepciones en tiempo cero asociados con las fases alfa y beta (A y B, respectivamente), constantes de
macrotasa (a y B), y las constantes de microtasa intercompartimental (kio, k12 y k21) se proporcionan en la Tabla 7.

Analisis de citometria de flujo

Se calculd el recuento absoluto como porcentaje de la linea basal para cada uno de los subgrupos de células T CD4
y CD8 (CD45RA" F7alo . CD45RA- B7bae, y CD45RA* R7intermedioy y células T CD4+ CD3*, células T (CD8) CD4- CD3*,
células (NK) CD3 CD20 y células B CD20* en cada punto de tiempo en el estudio para los animales tratados con
vehiculo y rhuMAb B7-. Se hizo la media de los recuentos absolutos individuales como porcentaje de la linea basal
para cada grupo de tratamiento (vehiculo, 5 mg/kg de rhuMAb B7, y 25 mg/kg de rhuMAb B7) para calcular las
medias de los grupos. Las definiciones de los valores determinados por andlisis de citometria de flujo son los
siguientes:

Recuento Abs: recuento absoluto para cada subgrupo correspondiente de linfocitos; igual a los recuentos de
linfocitos absolutos (un valor obtenido a partir de mediciones de hematologia expresada como linfocitos por ul de
sangre periférica) multiplicado por el porcentaje de linfocitos seleccionados para cada subgrupo (obtenido a partir de
analisis de citometria de flujo).

Recuento Abs (% LB): recuentos absolutos como porcentaje de los recuentos abs de linea basal obtenidos antes de
la dosificacion; calculado como recuento Abs dividido por la media de los recuentos absolutos previos a la dosis.
MOEF: moléculas de equivalentes de fluorescencia; calculado utilizando la pendiente del canal FL4 multiplicado por
la media geométrica de la intensidad de fluorescencia.

MOEF (% predosis): MOEF como un porcentaje de MOEF antes de la dosificacion; calculado como el MOEF en el
correspondiente punto de tiempo después de la dosificacion dividido por la media de MOEF antes de la dosificacion.

Resultados y discusion
Analisis de datos PK

Después de cuatro dosis en bolo IV semanales de 5 mg/kg de rhuMAb 37 a monos Cynomolgus, la concentracion
media de suero 15 minutos después de la primera dosis fue de 173 ug/ml (rango: 125-207 ug/ml) en comparacion
con los 15 minutos después de la ultima dosis, que era 196 pug/ml (intervalo: 70,9 a 326 ug/ml). Las concentraciones
medias séricas minimas antes de la segunda, tercera y cuarta dosis fueron de 56,5 ug/ml (rango: 28,7-77,1 ug/ml),
35,1 ug/ml (rango: 0,0401 a 97,1 pg/ml), y 60,2 pg/ml (rango: 4,29 a 137 pg/ml), respectivamente. La variabilidad en
las concentraciones séricas minimas después de la segunda dosis puede explicarse por la presencia de ATA,
porque los 6 monos en este grupo de dosis de 5 mg / kg desarrollaron una respuesta ATA que se detecté después
de la segunda dosis; 1 mono tenia los titulos de anticuerpos anti-humanos positivos antes de la primera dosis de
rhuMAb B7. Los 4 monos con las concentraciones minimas mas bajas tenian los titulos mas altos de ATA.

Después de cuatro dosis en bolo IV semanales de 25 mg/kg B7 de rhuMAb B7 a monos Cynomolgus, la
concentracién media de suero de 15 minutos después de la primera dosis fue de 917 ug/ml (rango: 740-1070 ug/ml)
en comparacién con los 15 minutos después de la ultima dosis, que era 1690 pg/ml (intervalo: 1130-2250 ug/ml). Las
concentraciones medias séricas minimas antes de la segunda, tercera y cuarta dosis fueron 325 ug/ml (rango: 243-
677 pug/ml), 535 pug/ml (rango: 240-709 ug/ml), y 594 pug/ml (rango: 194-776 ug/ml), respectivamente. También hubo
una respuesta ATA en el nivel de dosis de 25 mg / kg, 5 de los 10 monos (3 de 4 monos de recuperacion) en este
grupo de dosis desarroll6 una respuesta ATA que se correlaciona con la disminucién de las concentraciones séricas
de rhuMAb B7. Se detectaron ATA después de la segunda dosis en algunos monos; 1 mono en este grupo también
tenia los titulos de anticuerpos anti-humanos positivos antes de la primera dosis de rhuMAb 37.

Las concentraciones séricas durante los 28 dias durante el periodo de seguimiento en vida del estudio tras las
cuatro dosis IV semanales de 5 0 25 mg / kg se presentan en la Figura 23. Las concentraciones séricas sobre el
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periodo de seguimiento en vida (hasta 7 dias después de la Ultima dosis) se compararon por andlisis no
compartimental porque no habia cohorte de recuperacion en el grupo de dosis de 5 mg / kg para la comparacion.
Los resultados indicaron que el area de dosis normalizadas bajo los perfiles de concentracion plasmatica-tiempo
desde el dia 0 hasta el dia 7 después de la primera dosis (AUCo-7 / dosis) fueron similares para los grupos de dosis
de 5 mg/kg y 25 mg/kg (113£17,0 y 119+15,8 dias « ng/ml/mg/kg, respectivamente; véase la Tabla 5). Esto sugiere
que rhuMAb B7 presenta una farmacocinética proporcional a la dosis en monos Cynomolgus en el rango de dosis
estudiado. El volumen de distribucién en el compartimento central (V1) también fue similar después de la primera
dosis de 5 0 25 mg/kg (29,0+4,30 y 27,7+3,54 ml/kg, respectivamente; véase la Tabla 5). Tras la administracion de
25 mg/kg, AUC21-28 después de la Ultima dosis fue mas de 2 veces superior en comparacién con AUCo.7 después de
la primera dosis (7024+1958 y 29871394 dia ¢ ug/ml, respectivamente; véase la Tabla 2-5). Cmax tras la
administracion de 25 mg/kg también aumenté aproximadamente 2 veces después de la ultima dosis en comparacién
con después de la primera dosis (1710302 y 916+111 pug/mL, respectivamente; véase la Tabla 5). Ambos hallazgos
sugieren que hubo acumulacion de rhuMAb (7 tras cuatro dosis semanales IV de 25 mg/kg a monos Cynomolgus;
sin embargo, dicha acumulacion es esperable en un anticuerpo con una vida media larga a estas dosis. Los datos
después de la ultima dosis en el grupo de dosis de 5 mg/kg no podian compararse debido a que ATA afect6 a
rhuMADb B7 CL después de la segunda dosis.

La media de los datos de los 4 monos del periodo de recuperacion de 23 semanas después de cuatro dosis
semanales de 25 mg/kg se ajustaron a un modelo de dos compartimentos (ver Figura 24). El perfil de concentracion
en suero-tiempo después de la ultima dosis fue bifasica, con una fase de distribucion rapida inicial seguida por una
fase de eliminacion mas lenta. El analisis compartimental estima un lento CL de 2,93 ml/dia’/kg y un tiempo
relativamente largo de t123 de 14,5 dias después de cuatro dosis en bolo IV semanales de 25 mg/kg de rhuMAb 37
(véanse las Tablas 2-6). Sin embargo, 3 de los 4 monos tenian ATA, lo que contribuy6 probablemente al
aclaramiento de rhuMAb B7. Vss se estimé en 56,9 ml/kg, lo que sugiere que rhuMAb B7 se mantuvo en general en el
compartimento vascular (véanse las Tablas 2-6). La exposicién total (AUCai) después de cuatro dosis semanales IV
de 25 mg/kg se estim6 como 33400 dias * ug/ml por analisis no compartimental de los datos de los animales de
recuperacion (véanse las Tablas 2-6).

Tabla 2-5
Parametros PK no compartimentales de los datos individuales (media = DE) tras la primera o la ultima dosis en
bolo IV de rhuMAb B7 a monos Cynomolgus
Grupo de | AUCo7 AUC21-28 AUCo7 o  AUCa2i- | Cmax (ug/ml) | Vi (ml/kg)
tratamiento (diaspg/ml) (dia=g/ml) 28/dosis

(diasug/ml/mg/kg)

5 mg / kg primera | 563+84,8 NA 113+17,0 175424,0 29,0+4,30
dosis (n = 6)
25 mg / kg | 2990394 NA 119+15,8 9164111 27,7+3,54
primera dosis (n =
10)
25 mg / kg ultima | NA 7020+1960 281+78,3 1710£302 15,1£3,03
dosis (n=10)
AUCo-7 = area bajo la curva de concentracion en suero-tiempo desde Tiempo = 0 a dia 7 PK;
AUC:21-28 = area bajo la curva de concentracion en suero-tiempo desde Tiempo = dia 21 PK a dia 28 PK; Cmax
= concentracién maxima en suero después de una dosis en bolo 1V; IV = intravenosa; NA = no aplicable; PK =
farmacocinético; V1 = volumen de distribucion en el compartimento central (Dosis / Cmax)-

Tabla 2-6

Parametros PK de dos compartimientos (% CV) de la media de datos de 4 animales de recuperacion tras
cuatro dosis semanales IV en bolo de 25 mg/kg de rhuMAb 37 a monos Cynomolgus

AUC (diasug/ml) CL (ml/dia/kg) ti/2,8 (dias) Vss (MmL/kg)

8530 (5,50) 2,93 (5,51) 14,5 (1,89) 56,9 (7,08)

AUC = area bajo la curva de concentracién en suero-tiempo; CL = aclaramiento; IV = intravenosa; PK =
farmacocinético; t12, vida media de pbeta; Vss = volumen de distribucién en estado estacionario.

Tabla 2-7

Parametros de modelo de dos compartimentos (% CV) de la media (+ DE) de datos de 4 animales de
recuperacion tras cuatro dosis semanales IV en bolo de 25 mg/kg de rhuMAb 7 a monos Cynomolgus

A (ug/ml) B (ug/ml) | a(dia’) B(dia™) ki2 (dia™) ka1 (dia-1) k1o (dia™)

509 (26,4) | 378 (8,64) | 0,795 (57,5) | 0,0479 (1,90) 0,372 (72,5) | 0,366 (51,4) | 0,104 (16,0)

A, B = interseccién en tiempo cero asociado con las fases alfa y beta, respectivamente; a, B = constantes de
macrotasa alfa y beta, respectivamente; kio = tasa de eliminacion del compartimiento central; ki, ka1 =
constantes de tasa intercompartimental.

Analisis de citometria de flujo (inmunofenoctipaje y farmacodinamia)
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Se presentan en las figuras 35-38, el recuento, media de grupo (+ DE) para subgrupos de células T CD4 y CD8 de
sangre periférica.

Las figuras 39-40 muestran la relacion entre las concentraciones séricas de rhuMAb B7 y células T CD4+* CD45RA
B72% disponible en sangre periférica que expresan B7 y células T CD8* CD45RA" B72% en individuos de monos
Cynomolgus. Se presentan en el Apéndice E, el recuento absoluto, media (+ DE) individual y grupal, expresién de 7
y expresion de 37 disponible en subgrupos de células T CD4 y CD8.

La ocupacion de los receptores de B7 en este estudio se analiz6 por citometria de flujo como 37 disponible en
subgrupos de células T CD4 y CD8 en sangre periférica definidas como CD45RA+* o CD45RA". Las células T
CD45RA* y CD45RA", fenotipicamente similares a las células T virgenes y células de memoria / efectoras en los
seres humanos, expresan niveles de B7 intermedios frente altos (véase la Figura 25 para dot blot de FACS
representativos de subgrupos de células T). Las células T CD4 CD45RA- B72" residen preferentemente en los
intestinos. Los datos de este ensayo indicaron saturacion de 37 después de la primera dosis, tanto en 5y 25 mg /
kg, y el retorno de B7 libre que se correlaciona con una disminucién en las concentraciones séricas de rhuMAb 37
(véanse las figuras 32-33 en la relacion PK / PD del apartado anterior). Estos datos sugirieron que la saturaciéon de
una concentracion en suero de rhuMAb B7 por encima de 1-10 pg/mL mantendra probablemente la saturacion
completa del receptor B7 en las células T de sangre periférica.

Se examinaron los niveles de expresion totales de B7 en células T de sangre periférica tras la administracion de
rhuMAb B7 utilizando un anticuerpo no competitivo para la deteccién de B7 mediante citometria de flujo. No hubo
evidencia de regulacién negativa de B7 en las células T de sangre periférica en los monos cynomolgus después de
dosis IV de 5 0 25 mg/kg (datos no mostrados). También se examinaron células totales que expresan B7 en sangre
periférica después de la administracion de rhuMAb B7 utilizando el mismo anticuerpo no competitivo para la
deteccién de B7.

Las células T CD4* CD45RA- B7a© (fenotipicamente similares a las células CD4+ residentes en el intestino en
humanos y ratones) aumentaron aproximadamente 5 veces sobre los niveles basales después de cuatro dosis
semanales de 25 mg/kg (véase la Figura 26). Del mismo modo, las células T CD4+ CD45RA+ B7intermedio
(fenotipicamente similares a las células T virgenes humanas) también aumentaron después de cuatro dosis
semanales de 25 mg/kg (aproximadamente 2,5 veces sobre los niveles basales) (véase la Figura 27). No ha habido
cambios sustanciales en las células T CD45RA- B7°3° o en subgrupos de células T de los animales control con
vehiculo (ver Figuras 26 y 27). Se observaron resultados similares con células T CD8* CD45RA- B72% y CD8*
CD45RA* p7intermedio Estos resultados son consistentes con la inhibicion del trafico de linfocitos que expresan B7 en
el estbmago, que es el mecanismo de accién propuesto de este anticuerpo terapéutico.

En apoyo de esta hipotesis, el aumento de los porcentajes de células T CD45RA" 372 en sangre periférica se
correlaciona con la ocupacién del receptor B7 en las células T por rhuMAb B7. Del mismo modo, la pérdida de
ocupacién de B7 por rhuMAb B7 (deteccién de receptores 7 disponibles) se correlaciona con el retorno a la linea
basal de las células T CD45RA- B72 en sangre periférica. Por ejemplo, el dia de estudio 99, los porcentajes de
células T CD4+* CD45RA B72° en la sangre de los animales 24 y 25 disminuyeron a los niveles de linea basal (véase
la Figura 6). Esta disminucidn correlaciona con la pérdida de ocupacién de 37 por rhuMAb 37 el dia de estudio 99 en
estos monos particulares (véanse las Figuras 32 y 33 en la relacién PK / PD de la seccién anterior). En contraste, los
animales 23 y 26 exhibieron receptores 7 saturados en las células T de sangre periférica en el dia de estudio 99
(véanse las Figuras 32 y 33), y los nimeros absolutos de células T CD4* CD45RA- 72" en la sangre se mantuvo
elevado en comparacion con los niveles predosis (ver la Figura 28). Se observaron resultados similares con los
subgrupos de células T CD8*. Por lo tanto, la ocupacion de los receptores 37 se correlaciona con el aumento de los
porcentajes de células T CD4+ CD45RA- B72" en la sangre, de conformidad con la inhibicion del trafico a los sitios
intestinales. Los aumentos en los subgrupos de células T CD45RA" y CD45RA* de sangre periférica contribuyeron
probablemente al aumento observado en los linfocitos circulantes descritos a continuacion.

La administracion semanal de 25 mg/kg de rhuMAb B7 indujo un aumento leve en los linfocitos circulantes en monos
Cynomolgus que fue evidente después de la primera dosis y parecian aumentar después de la ultima dosis. Los
monos Cynomolgus en el grupo de dosis de 25 mg/kg tuvieron un aumento promedio de aproximadamente 2,2
veces sobre la linea basal en comparacion con un aumento medio de 1,3 veces para el grupo control con vehiculo
(véase la Figura 29). Los recuentos de linfocitos absolutos en el grupo de dosis de 25 mg/kg volvieron a los niveles
predosis o niveles de vehiculo a medida que las concentraciones séricas de rhuMAb B7 disminuyeron, un efecto que
se correlaciona con la pérdida de ocupacion del receptor 7 de linfocitos por rhuMAb B7. Por lo tanto, el incremento
leve en los linfocitos circulantes evidentes en este estudio parece ser transitoria, relacionados con la administracion
de B7 rhuMADb, y era mas probable debido a la inhibicion de trafico de linfocitos que expresan 37 al intestino como se
menciond anteriormente. El aumento en los recuentos de linfocitos de sangre periférica fue evidente tanto en las
células T y células B, aunque el aumento en las células T fue mas sustancial y exhiben una mayor duraciéon en
comparacion con las células B (véanse las Figuras 30 y 31).

Relaciones PK/ PD
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La saturacion del receptor B7 de la integrina y los niveles de células T 7+ circulantes se utilizaron como marcadores
PD.

Después de cuatro dosis semanales de 5 o0 25 mg/kg de rhuMAb 7 a monos Cynomolgus, no se observo evidencia
de regulacion negativa de la expresion de 7 en las células T de sangre periférica. Sin embargo, se observo la
saturacion de B7 en las células T de sangre periférica después de la primera dosis de 5 0 25 mg/kg de rhuMAb B7, y
la desaturacion (deteccién de 37 disponible) parece correlacionarse con una disminucién en el nivel de rhuMAb 37
por debajo de aproximadamente 10 ug/ml (véanse las Figuras 32A-D para los perfiles de los animales 23-26,
respectivamente, y la Figura 33). Una correlacién entre la ocupacion de B7 en las células T CD4+* CD45RA B72% de
sangre periférica y elevados ndmeros absolutos de estas células también se observo después de la administracién
de rhuMADb B7 (véanse las Figuras 34A-D). Estos hallazgos sugieren que las concentraciones séricas de rhuMAb 37
por encima de 1-10 pg/ml mantienen la ocupacién de 37 en células CD4+ residentes en el intestino y bloquean la
residencia de estas células T en el intestino, que a su vez puede causar la acumulacion de estas células en la
periferia.

Conclusiones

Después de cuatro dosis semanales de bolo IV de 5 o 25 mg/kg de rhuMAb B7 a monos Cynomolgus, las
concentraciones séricas minimas aumentaron después de la segunda dosis, excepto cuando se formaron ATA.
AUCo,.7/dosis después de la primera dosis fue similar para los grupos de dosis de 5 mg/kg y 25 mg/kg, lo que sugiere
que rhuMAb B7 presenta una farmacocinética proporcional a la dosis en monos Cynomolgus en el rango de dosis
estudiado. Para el grupo de dosis de 25 mg/kg, la AUCo-7 y Cmax aumentaron aproximadamente 2 veces después de
la Ultima dosis en comparacién con la primera dosis. Ambos hallazgos sugieren la acumulacién de rhuMAb 37, como
era de esperar, después de cuatro dosis IV semanales de 25 mg/kg a monos Cynomolgus. El analisis
compartimental de los datos de los animales de recuperacion de 25 mg/kg estima una CL lenta de 2,93 ml/dia/kg y
un tiempo relativamente largo ti23 de 14,5 dias.

Los ensayos de ocupacion de los receptores B7 de integrina sugirieron que los receptores B7 en subgrupos de
células T de sangre periférica se saturaron totalmente después de la primera de cuatro dosis semanales de 5 o0 25
mg/kg de rhuMAb 7 a monos Cynomolgus. La deteccion de 37 disponible se correlaciona con una disminucién en
las concentraciones séricas de rhuMAb (7 y sugiri6 que una concentracion en suero por encima de
aproximadamente 10 ug/ml mantendra la ocupacién de los receptores de 7 en las células T de sangre periférica.
Las células T CD45RA- B72% (fenotipicamente similares a las células T residentes en intestino en humanos y
ratones) aumentaron aproximadamente 5 veces sobre los niveles basales después de cuatro dosis semanales de 25
mg/kg a monos. Del mismo modo, las células T CD45RA+ B7intermedio (fgnotipicamente similares a las células T
virgenes humanas) también aumentaron después de cuatro dosis semanales de 25 mg/kg (aproximadamente 2,5
veces sobre los niveles basales). Estos hallazgos son consistentes con el mecanismo de accién de rhuMAb B7, a
saber, la inhibicién de trafico de linfocitos 37+ al intestino a través de la inhibicion de la unién de a437 a sus ligandos,
que entonces conduce a la acumulacién de estas células en la circulacion periférica. Estos fenémenos se estudiaran
con mas detalle en futuros estudios en monos.

Apéndice 2F

Tabla resumen del estudio

Articulo de prueba: rhuMAb 37

Tipo de estudio: No-GLP, in vivo, de multiples dosis, de seguridad y farmacocinética.

Método: Los animales se asignaron aleatoriamente a uno de los tres grupos y recibieron cuatro dosis semanales por
via intravenosa (IV) de material de ensayo. Los animales del grupo 1 (5 machos y 5 hembras) recibieron vehiculo
rhuMAb B7 a 1,25 ml/kg. Los animales del grupo 2 (3 machos y 3 hembras) y del Grupo 3 (5 machos y 5 hembras)
recibieron rhuMAb B7 a 5 y 25 mg/kg, respectivamente. Tres machos y 3 hembras de cada grupo sufrieron
necropsias terminales 1 semana después de la dltima dosis. Dos machos y 2 hembras del grupo con vehiculo o de
25 mg / kg de rhuMAb 7 fueron seguidos durante un periodo de recuperacion de aproximadamente 23 semanas
antes de la necropsia de recuperacion. Las muestras de suero se analizaron mediante ELISA cuantitativo para medir
los niveles totales de rhuMAb B7 y mediante un ensayo de electroquimioluminiscencia de puente para determinar el
nivel de respuesta de anticuerpos contra rhuMAb 7. Se analizaron mediante citometria de flujo los subgrupos de
células T totales CD4* y CD8* que expresan 37 ocupadas y desocupadas, la ocupacion de 7 en subgrupos de
células T CD4+ y CD8*, y los subgrupos de linfocitos (células B, células T y células asesinas naturales totales). Los
datos farmacocinéticos se sometieron a analisis no compartimental y de dos compartimentos.

Resultados: En general, el perfil de concentracion en suero-tiempo de rhuMAb B7 tras cuatro dosis semanales IV fue
bifasica, con una fase de distribucion rapida inicial seguida por una fase de eliminacibn mas lenta. Las
concentraciones séricas minimas aumentaron después de la segunda dosis, excepto cuando se formaron
anticuerpos anti-terapia (ATA). El area normalizada de dosis bajo el perfil de concentracion en suero-tiempo desde el
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dia 0 al dia 7 (AUCo-7/dosis) después de la primera dosis fue similar para el grupos de dosis de 5 mg/kg y 25 mg/kg,
lo que sugiere que rhuMAb B7 exhibe un farmacocinética proporcional a la dosis en monos Cynomolgus en el rango
de dosis estudiado. Para el grupo de 25 mg/kg de dosis, la AUCo-7 y la concentracion maxima en suero (Cmax) se
incrementd aproximadamente 2 veces después de la Ultima dosis, en comparacion con la primera dosis. Ambos
hallazgos sugirieron que hubo acumulaciéon de rhuMAb B7 tras cuatro dosis semanales IV de 25 mg/kg en monos
Cynomolgus; sin embargo, se espera dicha acumulacién para un anticuerpo con una vida media larga a estas dosis.
El andlisis compartimental de los datos de los animales de recuperacion de 25 mg/kg calcula un aclaramiento lento
de 2,93 ml/dia/kg y una vida media relativamente larga de 14,5 dias. Sin embargo, 3 de los 4 monos tenian ATA que
contribuyeron probablemente al aclaramiento de rhuMAb 7. Los ensayos de ocupacion del receptor 37 de integrina
sugirieron que los receptores B7 en subgrupos de células T de sangre periférica fueron totalmente saturados
después de la primera de cuatro dosis semanales de 5 o 25 mg/kg de rhuMAb B7 en monos Cynomolgus. La
deteccion de B7 disponible se correlaciona con una disminucién en las concentraciones séricas de rhuMAb B7 y
sugirié que una concentracién en suero por encima de aproximadamente 1-10 pg/ml mantendra la ocupacién de los
receptores de B7 en las células T de sangre periférica. Las células T CD45RA- 72 (fenotipicamente similares a las
células T residentes en intestino en humanos y ratones) aumenté aproximadamente 5 veces sobre los niveles de
linea basal tras cuatro dosis semanales de 25 mg/kg a monos Cynomolgus. De forma similar, las células T CD45RA*
p7intermedio (fanotipicamente similares a las células T virgenes humanas) también aumentd tras cuatro dosis
semanales de 25 mg/kg (aproximadamente 2,5 veces por encima de los niveles de linea basal). Estos hallazgos son
consistentes con el mecanismo de accién de rhuMAb (37, la inhibicién del trafico de linfocitos B7 positivos hacia el
intestino mediante la inhibicion de la unién de 04p7 a sus ligandos, que conduce entonces a la acumulacién de estas
células en la circulacion periférica.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la dosificacion de un antagonista de integrina beta7 para el tratamiento de un
trastorno gastrointestinal inflamatorio en un paciente, en el que dicho antagonista de la integrina beta7 es un
anticuerpo anti-beta7, y el método comprende ajustar la dosis del antagonista de integrina beta7 en base a una
comparacién de la cantidad de un biomarcador en una muestra obtenida del paciente después de o durante el
tratamiento con una dosis o régimen de dosificacion del antagonista de integrina beta7, y la cantidad del
biomarcador en una muestra obtenida del paciente antes del tratamiento, en el que un cambio en la cantidad del
biomarcador después o durante el tratamiento, en comparacion con antes del tratamiento, es indicativo de la eficacia
o de respuesta a la dosis o régimen de dosificacion del antagonista de la integrina beta7 para el tratamiento del
trastorno gastrointestinal en el paciente, y en el que el biomarcador se selecciona de un grupo que consiste en
linfocitos residentes en el intestino en la sangre periférica del paciente, la ocupaciéon de antagonista de la integrina
beta7 en los linfocitos residentes en el intestino, y los receptores de la integrina beta7 en los linfocitos residentes en
el intestino, en el que los linfocitos residentes en el intestino son un subgrupo distintivo de linfocitos identificados
como CD4+ CD45RA" g7 alo,

2. El método de la reivindicacién 1, en el que dicho trastorno inflamatorio gastrointestinal es una enfermedad
inflamatoria del intestino.

3. El método de la reivindicacion 2, en el que dicha enfermedad inflamatoria intestinal es la enfermedad de Crohn
(EC) o la colitis ulcerosa (CU).

4. El método de la reivindicacion 3, en el que dicho paciente es un ser humano.

5. El método de la reivindicacion 2, en el que dicho antagonista de la integrina beta7 es un anticuerpo monoclonal
anti-beta?.

6. El método de la reivindicacion 5, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo quimérico, humano o humanizado.
7. El método de la reivindicacion 1, en el que dicho anticuerpo es un fragmento de anticuerpo.

8. El método de la reivindicacion 5, en el que el anticuerpo comprende seis regiones hipervariables (HVR)
seleccionadas del grupo que consiste en HVR-L1, HVR-L2, HVR-L3, HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3, en las que:

(i) HVR-L1 comprende la secuencia de aminoacidos A1-A11, en la que A1-A11 es RASESVDTYLH (Id. de Sec. N*:
1); RASESVDSLLH (Id. de Sec. N%: 7), RASESVDTLLH (Id. de Sec. N°: 8), o RASESVDDLLH (Id. de Sec. N%: 9) o
una variante de los Id. de Sec. N%: 1,7, 8 0 9, en las que el aminoacido A2 se selecciona de entre el grupo formado
por A, G, S, Ty V y/ o el aminoacidos A3 se selecciona de entre el grupo que consiste en S, G, I, K, N, P, Q, Ry T,
y/ o A4 se selecciona del grupo que consiste en E, V, Q, A, D, G, H, I, K, L, Ny R, y/ o el aminoacido A5 se
selecciona de entre el grupo que consiste en S, Y, A, D, G, H, I, K, N, P, R, T, y V, y/ 0 el aminoacido A6 se
selecciona del grupo que consiste en V, R, I, A, G, K, L, M, y Q, y/ o el amino&cido A7 se selecciona de entre el
grupo que consisteen D, V, S, A, E, G, H, |, K, L, N, P, Sy T, y/ 0 el aminoéacido A8 se selecciona de entre el grupo
constituido por D, G, N, E, T, Py S, y/ 0 el amino&cido A9 se selecciona de entre el grupo constituido por L, Y, |y M,
y/ o el aminoacido A10 se selecciona del grupo que consiste en L, A, I, My V, y/ o el aminoacido A11 se selecciona
de entre el grupo que consisteen H, Y, F,y S;

(ii) HVR-L2 comprende la secuencia de aminoacidos B1-B8, en la que B1-B8 es KYASQSIS (Id. de Sec. N 2),
RYASQSIS (Id. de Sec. N%: 67, o XaaYASQSIS (Id. de Sec. N2: 68, en la que Xaa representa cualquier aminoacido)
0 una variante de los Id. de Sec. N% 2, 67 o 68 en el que el aminoacido B1 se selecciona de entre el grupo
constituido por K, R, N, V, A, F, Q, H, P, I, L, Y y Xaa (donde Xaa representa cualquier amino&cido), y/ o el
aminoacido B4 se selecciona entre el grupo que consiste en Sy D, y/ o el aminoacido B5 se selecciona entre el
grupo que consiste en Q y S, y/ o el aminoacido B6 se selecciona del grupo que consiste en S, D, L, y R, y/ o el
aminoacido B7 se selecciona del grupo que consiste en |, V, E y K;

(iii) HVR-L3 comprende la secuencia de aminoacidos C1-C9, en la que C1-C9 es QQGNSLPNT (Id. de Sec. N%: 3) o
una variante del Id. de Sec. N%: 3, en la que el aminoacido C8 se selecciona del grupo que consiste en N, V, W, Y, R,
S, TAF,HLL MeY,;

(iv) HVR-H1 comprende la secuencia de aminoacidos D1-D10-D10 en la que D1 es GFFITNNYWG (ld. de Sec. N
4);

(v) HVR-H2 comprende la secuencia de aminoacidos E1-E17 en la que E1-E17 es GYISYSGSTSYNPSLKS (Id. de
Sec. N2 5), o una variante del Id. de Sec. N%: 5, en la que el aminoacido E2 se selecciona del grupo que consiste en
Y, F, Vy D, y/ o el aminoacido E6 se selecciona del grupo que consiste en S y G, y/ o el aminoacido E10 se
selecciona del grupo que consiste en S e Y, y/ 0 el aminoacido E12 se selecciona de entre el grupo que consiste en

56



10

15

ES 2533480 T3

N, T, Ay D, y/ o el aminoacido 13 se selecciona del grupo que consiste en P, H, D y A, y/ 0 el aminoacido E15 se
selecciona del grupo que consiste en Ly V, y/ 0 el aminoacido E17 se selecciona del grupo que consiste en Sy G; y

(vi) HVR-H3 comprende la secuencia de aminoacidos F2-F11 en la que F2-F11 es MTGSSGYFDF (Id. de Sec. N°: 6)
o RTGSSGYFDF (Id. de Sec. N% 66); o comprende la secuencia de aminoacidos F1-F11, en la que F1-F11 es
AMTGSSGYFDF (Id. de Sec. N2: 63), ARTGSSGYFDF (Id. de Sec. N2: 64), o AQTGSSGYFDF (Id. de Sec. N2: 65),
0 una variante de los Id. de Sec. N% 6, 63, 64, 65 0 66, en la que el aminoacido F2 es R, M, A, E, G, Q, S, y/ o el
aminoacido F11 se selecciona de entre el grupo que consiste en Fe Y.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que dicho anticuerpo comprende tres regiones hipervariables de la cadena
pesada (HVR-H1-H3) y tres secuencias de las regiones hipervariables de la cadena ligera (HVR-L1-L3), en las que
(i) HVR-L1 comprende el Id. de Sec. N%: 7, Id. de Sec. N°: 8 o Id. de Sec. N%: 9;

(i) HVR-L2 comprende el Id. de Sec. N%: 2;

(iii) HVR-L3 comprende el Id. de Sec. N%: 3;

(iv) HVR-H1 comprende el Id. de Sec. N¢: 4;

(v) HVR-H2 comprende el Id. de Sec. N%: 5; y

(vi) HVR-H3 comprende el Id. de Sec. N°: 6 o Id. de Sec. N%: 63, o Id. de Sec. N% 64, o Id. de Sec. N°: 66.

10. Un método de la reivindicacion 1 en el que dicha muestra es una muestra de sangre periférica de dicho paciente.
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FIGURA 1
Subgrupos de linfocitos CD4+ en sangre periférica de monos Cynomolgus
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Nota: el eje Y indica la expresion de B7 y el eje X la expresion de CD45RA
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Figura 2
Media del grupo (* DE) de linfocitos CD4* CD45RABT73"" en sangre periférica después de 12
dosis intravenosas de 5, 15 o 50 mg / kg rhuMAb Beta7 o 12 dosis intravenosas y
subcutaneas de vehiculo a mono cynomolgus (recuento absoluto,% LB).
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Dias de estudio

%LB = porcentaje de linea basal o predosis
Notas: Desde la predosis hasta el dia de estudio 80, n=14 en cada grupo excepto para el Grupo 2 (5 mg/kg IV), para
el cual n=10; Grupo 1 (vehiculo) dia 57 post estudio, para el cual n=13; y Grupo 3 (15 mg/kg IV), dia 15 post estudio,
para el cual n=13. Para los dias de estudio 81 a 184, n=8 en cada grupo excepto para el Grupo 2 (5 mg/kg IV), para
el cual n=4; Grupo 1 (vehiculo), para el cual n=7, y Grupo 3 (15 mg/kg IV), para el cual n=7. Para los dias de estudio
183 a 288, n=4 en cada grupo exceplo para el Grupo 2 (5 mg/kg 1V}, en el que todos los animales se eutanasiaron;

Grupo 1 (vehiculo), para el cual n=3; y Grupo 3 (15 mg/kg IV), para el cual n=3. Estos andlisis se realizaron con el
anticuerpo no blogueante 908 (véase seccion 5.9.1)
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Figura 3
Media del grupo (+ DE) de linfocitos CD4* CD45RA B72""° en sangre periférica después de 12
dosis intravenosas de 15 o0 50 mg / kg rhuMAb Beta7 o 12 dosis intravenosas y subcutaneas
de vehiculo a monos Cynomolgus (recuento absoluto,% LB).
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T T T —— —o—— 15 mglkg (SC)

recuento Abs. 72 (%LB)

0 50 100 150 200 250 300 350
Dias de estudio

%LB = porcentaje de linea basal o predosis

Notas: Desde la predosis hasta el dia de estudio 80, n=14 en cada grupo excepto para el Grupo 1 (vehiculo) dia 57
post estudio, para el cual n=13. Para los dias de estudio 81 a 184, n=8 en cada grupo excepto para el Grupo 1
(vehiculo), para el cual n=7. Para los dias de estudio 185 a 288, n=4 en cada grupo excepto para el Grupo 2 (5
mg/kg 1V), en el que todos los animales se eutanasiaron; Grupo 1 (vehiculo), para el cual n=3; y Grupo 3 (15 mg/kg
IV), para el cual n=3. Estos analisis se realizaron con el anticuerpo no bloqueante 9D8 (véase seccion 5.9.1)
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Figura 4
Media del grupo (+ DE) de linfocitos CD4* CD45RAB72° en sangre periférica después de 12
dosis intravenosas de 5, 15 0 50 mg / kg rhuMAb Beta7 o 12 dosis intravenosas y
subcutaneas de vehiculo a monos Cynomolgus (recuento absoluto,% LB).
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Notas: Desde la predosis hasta el dia de estudio 80, n=14 en cada grupo excepto para el Grupo 2 (5 mg/kg IV), para
el cual n=10; Grupo 1 (vehiculo) dia 57 post estudio, para el cual n=13; y Grupo 3 (15 mg/kg IV), dia 15 post estudio,
para el cual n=13. Para los dias de estudio 81 a 184, n=8 en cada grupo excepto para el Grupo 2 (5 mg/kg V), para
el cual n=4; Grupo 1 (vehiculo), para el cual n=7; y Grupo 3 (15 mg/kg 1V), para el cual n=7. Para los dias de estudio
185 a 288, n=4 en cada grupo excepto para el Grupo 2 (5 mg/kg 1V), en el que todos los animales se eutanasiaron;
Grupo 1 (vehiculo), para el cual n=3; y Grupo 3 (15 mg/kg V), para el cual n=3. Estos analisis se realizaron con el
anticuerpo no bloqueante 9D8 (véase seccion 5.9.1)
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Figura 5
Media del grupo (+ DE) de linfocitos CD4* CD45RA" B7°3° en sangre periférica después de 12
dosis intravenosas de 15 o0 50 mg / kg rhuMADb Beta7 o 12 dosis intravenosas y subcutaneas
de vehiculo a monos Cynomolgus (recuento absoluto,% LB).
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Notas: Desde la predosis hasta el dia de estudio 80, n=14 en cada grupo excepto para el Grupo 1 (vehiculo) dia 57
post estudio, para el cual n=13. Para los dias de estudio 81 a 184, n=8 en cada grupo excepto para el Grupo 1
(vehiculo), para el cual n=7. Para los dias de estudio 185 a 288, n=4 en cada grupo excepto para el Grupo 2 (5
mg/kg 1V), en el que todos los animales se eutanasiaron; Grupo 1 (vehiculo), para el cual n=3; y Grupo 3 (15 mg/kg
IV), para el cual n=3. Estos analisis se realizaron con el anticuerpo no bloqueante 9D8 (véase seccion 5.9.1)
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Figura 6
Media del grupo (x DE) de linfocitos CD4* CD45RA* p7intermedio en sangre periférica después
de 12 dosis intravenosas de 5, 15 0 50 mg / kg rhuMAb Beta7 o 12 dosis intravenosas y
subcutaneas de vehiculo a monos Cynomolgus (recuento absoluto,% LB).
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Notas: Desde la predosis hasta el dia de estudio 80, n=14 en cada grupo excepto para el Grupo 2 (5 mg/kg IV), para
el cual n=10; Grupo 1 (vehiculo) dia 57 post estudio, para el cual n=13; y Grupo 3 (15 mg/kg IV), dia 15 post estudio,
para el cual n=13. Para los dias de estudio 81 a 184, n=8 en cada grupo excepto para el Grupo 2 (5 mg/kg V), para
el cual n=4; Grupo 1 (vehiculo), para el cual n=7; y Grupo 3 (15 mg/kg 1V), para el cual n=7. Para los dias de estudio
185 a 288, n=4 en cada grupo excepto para el Grupo 2 (5 mg/kg 1V), en el que todos los animales se eutanasiaron;
Grupo 1 (vehiculo), para el cual n=3; y Grupo 3 (15 mg/kg V), para el cual n=3. Estos analisis se realizaron con el
anticuerpo no bloqueante 9D8 (véase seccion 5.9.1)
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Figura 7

Media del grupo (+ DE) de linfocitos CD4* CD45RA* p7intermedio en sangre periférica después
de 12 dosis intravenosas de 15 o0 50 mg / kg rhuMAb Beta7 o 12 dosis intravenosas y
subcutaneas de vehiculo a monos Cynomolgus (recuento absoluto,% LB).

1000
900 -

800 -

recuento Abs. p7intermedio (o5] B)

w—4— Vehiculo (IV/SC)
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T ¥ L 1 il
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Dias de estudio

%LB = porcentaje de linea basal o predosis

Notas: Desde la predosis hasta el dia de estudio 80, n=14 en cada grupo excepto para el Grupo 1 (vehiculo) dia 57
post estudio, para el cual n=13. Para los dias de estudio 81 a 184, n=8 en cada grupo excepto para el Grupo 1
(vehiculo), para el cual n=7. Para los dias de estudio 185 a 288, n=4 en cada grupo excepto para el Grupo 2 (5
mg/kg 1V), en el que todos los animales se eutanasiaron; Grupo 1 (vehiculo), para el cual n=3; y Grupo 3 (15 mg/kg

IV), para el cual n=3. Estos analisis se realizaron con el anticuerpo no bloqueante 9D8 (véase seccion 5.9.1)
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Figura 9 A-D
Relacién entre concentraciones en suero de rhuMAb Beta7 y 7 no ocupado en
linfocitos CD4+ CD45RA- B72tc de sangre periférica (estudio 05-0835).
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Figura 9 A-D (continuacion)
Relacién entre concentraciones en suero de rhuMAb Beta7 y 7 no ocupado en
linfocitos CD4+ CD45RA- B72° de sangre periférica (estudio 05-0835).
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Figura 9 A-D (continuacion)
Relacién entre concentraciones en suero de rhuMAb Beta7 y 7 no ocupado en
linfocitos CD4+ CD45RA- B72° de sangre periférica (estudio 05-0835).
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Tiempo (dias)

Lineas solidas = concentraciones en suero de rhuMAb Beta7 (ug/ml), lineas punteadas = células CD4* CD45RA"
B72a° no ocupadas (recuentos absolutos, % linea basal)

Notas: Datos tomados de monos Cynomolgus individuales al que se administré cuatro dosis de bolus intravenoso de
25 mg/kg de rhuMAb Beta7, administrados semanalmente. Los nimeros absolutos de células CD4+ CD45RA- B74al
no ocupadas de sangre periférica ocupadas por rhuMAb Beta7 se midieron como el porcentaje de los nimeros
absolutos de células CD4+ CD45RA" B72" de sangre periférica en predosis.
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Figura 10 A-D
Relacion entre recuento absoluto de linfocitos CD4+ CD45RA- 72! de sangre

periférica y 7 no ocupados en linfocitos CD4+ CD45RA- B72° de sangre periférica
a lo largo del tiempo (estudio 05-0835)
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Figura 10 A-D (continuacion)

Relacion entre recuento absoluto de linfocitos CD4+ CD45RA- 72! de sangre
periférica y B7 no ocupados en linfocitos CD4+ CD45RA- B72° de sangre periférica

a lo largo del tiempo (estudio 05-0835)
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Figura 10 A-D (continuacion)
Relacion entre recuento absoluto de linfocitos CD4+ CD45RA" 72! de sangre
periférica y B7 no ocupados en linfocitos CD4+ CD45RA- B72° de sangre periférica
a lo largo del tiempo (estudio 05-0835)
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Tiempo (dias)

LB= linea basal

Notas: lineas punteadas = células CD4+ CD45RA" 372 no ocupadas (recuentos absolutos, % linea basal); lineas
sélidas = células CD4+* CD45RA" B73%° ocupadas y no ocupadas(recuentos absolutos, % linea basal); se administr6 a
monos Cynomolgus cuatro dosis de bolus intravenoso semanal de 25 mg/kg de rhuMAb Beta?.
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Figura 13

Recuento absoluto (% LB) en monos Cynomolgus tras 12 dosis
intravenosas o subcutaneas de vehiculo
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Dias de estudio

Notas: % LB = porcentaje de linea basal; los asteriscos indican animales con titulacién de anticuerpos medible.
Estos andlisis se realizaron con el anticuerpo no bloqueante 9D8 (véase seccion 5.9.1)
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Figura 14
Recuento absoluto (% LB) en monos Cynomolgus tras 12 dosis
intravenosas o subcutaneas de 5 mg/kg de rhuMAb Beta7
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Recuentos absolutos de 72" (%LB)
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Dias de estudio

Notas: % LB = porcentaje de linea basal; los asteriscos indican animales con titulacién de anticuerpos medible.
Todos los animales del grupo 2 se eutanasiaron el dia 184. Estos analisis se realizaron con el anticuerpo no
blogueante 9D8 (véase seccion 5.9.1)
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Figura 15
Recuento absoluto (% LB) en monos Cynomolgus tras 12 dosis
intravenosas de 15 mg/kg de rhuMAb Beta7
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Dias de estudio

Notas: % LB = porcentaje de linea basal; los asteriscos indican animales con titulacién de anticuerpos medible.
Estos andlisis se realizaron con el anticuerpo no bloqueante 9D8 (véase seccion 5.9.1)
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Figura 16

intravenosas de 50 mg/kg de rhuMAb Beta7
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Dias de estudio

Notas: % LB = porcentaje de linea basal; los asteriscos indican animales con titulacién de anticuerpos medible.
Estos andlisis se realizaron con el anticuerpo no bloqueante 9D8 (véase seccion 5.9.1)
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Figura 17

Recuento absoluto (% LB) en monos Cynomolgus tras 12 dosis
subcutaneas de 15 mg/kg de rhuMADb Beta7

Recuentos absolutos de B72" (%LB)
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Notas: % LB = porcentaje de linea basal; los asteriscos indican animales con titulacién de anticuerpos medible.

Estos andlisis se realizaron con el anticuerpo no bloqueante 9D8 (véase seccion 5.9.1)
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Figura 18
Recuento absoluto (% LB) en monos Cynomolgus tras 12 dosis
subcutaneas de 50 mg/kg de rhuMAb Beta7
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Notas: % LB = porcentaje de linea basal; los asteriscos indican animales con titulacién de anticuerpos medible.
Estos andlisis se realizaron con el anticuerpo no bloqueante 9D8 (véase seccion 5.9.1)
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Figura 19
Linfocitos CD4* CD45RA- B7 2" en monos Cynomolgus después de 12 dosis
intravenosas de 5, 15 0 50 mg / kg de rhuMAb Beta7 o 12 dosis intravenosas y
subcutaneas de vehiculo (MOEF [% linea basal], media de grupo £ DE)
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Dias de estudio

% LB = porcentaje de linea basal; MOEF= moléculas de equivalente de fluorescencia

Notas: Desde la predosis hasta el dia de estudio 80, n=14 en cada grupo excepto para el Grupo 2 (5 mg/kg IV), para
el cual n=10; Grupo 1 (vehiculo) dia 57 post estudio, para el cual n=13; y Grupo 3 (15 mg/kg IV), dia 15 post estudio,
para el cual n=13. Para los dias de estudio 81 a 184, n=8 en cada grupo excepto para el Grupo 2 (5 mg/kg V), para
el cual n=4; Grupo 1 (vehiculo), para el cual n=7; y Grupo 3 (15 mg/kg IV), para el cual n=7. Para los dias de estudio
185 a 288, n=4 en cada grupo excepto para el Grupo 2 (5 mg/kg 1V), en el que todos los animales se eutanasiaron;
Grupo 1 (vehiculo), para el cual n=3; y Grupo 3 (15 mg/kg V), para el cual n=3. Estos analisis se realizaron con el
anticuerpo no bloqueante 9D8 (véase seccion 5.9.1)
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Figura 20
Linfocitos CD4+ CD45RA- B7 2'*° en monos Cynomolgus después de 12 dosis
intravenosas de 15 0 50 mg / kg de rhuMADb Beta7 o 12 dosis intravenosas y
subcutaneas de vehiculo (MOEF [% linea basal], media de grupo x DE)
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Dias de estudio

% LB = porcentaje de linea basal; MOEF= moléculas de equivalente de fluorescencia

Notas: Desde la predosis hasta el dia de estudio 80, n=14 en cada grupo excepto para el Grupo 1 (vehiculo) dia 57
post estudio, para el cual n=13. Para los dias de estudio 81 a 184, n=8 en cada grupo excepto para el Grupo 1
(vehiculo), para el cual n=7. Para los dias de estudio 185 a 288, n=4 en cada grupo excepto para el Grupo 2 (5
mg/kg 1V), en el que todos los animales se eutanasiaron; Grupo 1 (vehiculo), para el cual n=3; y Grupo 3 (15 mg/kg
IV), para el cual n=3. Estos analisis se realizaron con el anticuerpo no bloqueante 9D8 (véase seccion 5.9.1)

82



ES 2533480 T3

Figura 21
Linfocitos CD4* CD45RA* 7 intermedio an monos Cynomolgus después de 12 dosis
intravenosas de 5, 15 0 50 mg / kg de rhuMAb Beta7 o 12 dosis intravenosas y
subcutaneas de vehiculo (MOEF [% linea basal], media de grupo x DE)
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Dias de estudio

% LB = porcentaje de linea basal; MOEF= moléculas de equivalente de fluorescencia

Notas: Desde la predosis hasta el dia de estudio 80, n=14 en cada grupo excepto para el Grupo 2 (5 mg/kg IV), para
el cual n=10; Grupo 1 (vehiculo) dia 57 post estudio, para el cual n=13; y Grupo 3 (15 mg/kg IV), dia 15 post estudio,
para el cual n=13. Para los dias de estudio 81 a 184, n=8 en cada grupo excepto para el Grupo 2 (5 mg/kg V), para
el cual n=4; Grupo 1 (vehiculo), para el cual n=7; y Grupo 3 (15 mg/kg 1V), para el cual n=7. Para los dias de estudio
185 a 288, n=4 en cada grupo excepto para el Grupo 2 (5 mg/kg 1V), en el que todos los animales se eutanasiaron;
Grupo 1 (vehiculo), para el cual n=3; y Grupo 3 (15 mg/kg V), para el cual n=3. Estos analisis se realizaron con el
anticuerpo no bloqueante 9D8 (véase seccion 5.9.1)
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Figura 22
Linfocitos CD4* CD45RA* g7 Intermedio an monos Cynomolgus después de 12 dosis
intravenosas de 15 o0 50 mg / kg de rhuMADb Beta7 o 12 dosis intravenosas y
subcutaneas de vehiculo (MOEF [% linea basal], media de grupo + DE)
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Dias de estudio

% LB = porcentaje de linea basal; MOEF= moléculas de equivalente de fluorescencia

Notas: Desde la predosis hasta el dia de estudio 80, n=14 en cada grupo excepto para el Grupo 1 (vehiculo) dia 57
post estudio, para el cual n=13. Para los dias de estudio 81 a 184, n=8 en cada grupo excepto para el Grupo 1
(vehiculo), para el cual n=7. Para los dias de estudio 185 a 288, n=4 en cada grupo excepto para el Grupo 2 (5
mg/kg 1V), en el que todos los animales se eutanasiaron; Grupo 1 (vehiculo), para el cual n=3; y Grupo 3 (15 mg/kg
IV), para el cual n=3. Estos analisis se realizaron con el anticuerpo no bloqueante 9D8 (véase seccion 5.9.1)
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Figura 23
Concentraciones en suero, media (+ DE) de rhuMADb B7 tras cuatro dosis
de bolo IV semanales de 5 0 25 mg/kg de rhuMAb B7 a monos Cynomolgus
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Figura 24
Concentraciones en suero, media actual (+ DE) a partir de 4 animales de recuperacion
y concentraciones en suero en modelo de prediccion de rhuMAb (7 tras cuatro dosis
de bolo IV semanales de 25 mg/kg de rhuMAb B7 a monos Cynomolgus
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Conc. = concentracion; IV = intravenosa
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ES 2533480 T3

Figura 26

Recuento absoluto, media (+ DE) de células T CD4* CD45RA" B72"° de sangre periférica
(expresado como porcentaje de predosis de linea basal) tras cuatro dosis de bolo IV

o/kg de rhuMADb B7 a monos Cynomolgus
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Tiempo (dias)

Nota: n=6-10/ grupo para los dias 0-28, y después 4 / grupo tras el dia 28

88



ES 2533480 T3

Figura 27
Recuento absoluto, media (+ DE) de células T CD4* CD45RA* g7intermedio de sangre
periférica (expresado como porcentaje de predosis de linea basal) tras cuatro dosis de
bolo IV semanales de vehiculo 0 5 0 25 mg/kg de rhuMAb 7 a monos Cynomolgus
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Tiempo (dias)

IV = intravenoso
Nota: n=6-10/ grupo para los dias 0-28, y después 4 / grupo tras el dia 28
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Figura 28
Recuento absoluto individual de células T CD4* CD45RA- 72 de sangre periférica
(expresado como porcentaje de predosis de linea basal) tras cuatro dosis de bolo IV
semanales de vehiculo o 25 mg/kg de rhuMAb 7 a monos Cynomolgus
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Cyno= monos Cynomolgus; IV= intravenoso
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Figura 29
Recuento absoluto, media (x DE) de linfocitos de sangre periférica (expresado
como porcentaje de predosis de linea basal) tras cuatro dosis de bolo IV
semanales de vehiculo, 5 0 25 mg/kg de rhuMAb B7 a monos Cynomolgus

aB7: 0835 Recuento de linfocitos totales como % de predosis
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Tiempo (dias)

IV= intravenoso
Nota: n=6-10/ grupo para los dias 0-28, y después 4 / grupo tras el dia 28
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Figura 30
Recuento absoluto, media (+ DE) de células T CD3* de sangre periférica
(expresado como porcentaje de predosis de linea basal) tras cuatro dosis de bolo
IV semanales de 5 o0 25 mg/kg de rhuMAb 7 a cada grupo de monos Cynomolgus

aB7: 0835 Recuento absoluto de CD3 como % de predosis
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Tiempo (dias)

V= intravenoso
Nota: n=6-10/ grupo para los dias 0-28, y después 4 / grupo tras el dia 28
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Figura 31
Recuento absoluto, media (+ DE) de células B CD20* de sangre periférica
(expresado como porcentaje de predosis de linea basal) tras cuatro dosis de bolo
IV semanales de 5 0 25 mg/kg de rhuMAb B7 a cada grupo de monos Cynomolgus
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Tiempo (dias)

IV= intravenoso
Nota: n=6-10/ grupo para los dias 0-28, y después 4 / grupo tras el dia 28
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Figura 32A

Relacion entre concentraciones en suero de rhuMAb B7 y células T CD4* CD45RA"
B7alte de sangre periférica no ocupadas a lo largo del tiempo en individuos de
monos Cynomolgus tras cuatro dosis de bolo IV semanales de 25 mg/kg de
rhuMAb B7 (Animal 23)
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Conc. = concentracion; Cyno= monos Cynomolgus; V= intravenoso
La expresion de receptor B7 no ocupado en células T CD4+ CD45RA- B72%° de sangre periférica se midié como

valores absolutos de células T CD4+ CD45RA- B72% de sangre periférica y se expresa como porcentaje de cada
valor de predosis del mono
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Figura 32B

Relacion entre concentraciones en suero de rhuMAb B7 y células T CD4+ CD45RA"
p72ic de sangre periférica no ocupadas a lo largo del tiempo en individuos de
monos Cynomolgus tras cuatro dosis de bolo IV semanales de 25 mg/kg de
rhuMADb B7 (Animal 24)
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Tiempo (dias)

Conc. = concentracion; Cyno= monos Cynomolgus; V= intravenoso

La expresion de receptor B7 no ocupado en células T CD4+* CD45RA" B72"% de sangre periférica se midié6 como
valores absolutos de células T CD4+ CD45RA- B72% de sangre periférica y se expresa como porcentaje de cada
valor de predosis del mono
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Figura 32C

Relacion entre concentraciones en suero de rhuMADb B7 y células T CD4+ CD45RA"
B72 de sangre periférica no ocupadas a lo largo del tiempo en individuos de
monos Cynomolgus tras cuatro dosis de bolo IV semanales de 25 mg/kg de
rhuMAb B7 (Animal 25)
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Tiempo (dias)
Conc. = concentracion; Cyno= monos Cynomolgus; V= intravenoso
La expresion de receptor B7 no ocupado en células T CD4+* CD45RA" B72"% de sangre periférica se midié6 como
valores absolutos de células T CD4+ CD45RA- B72% de sangre periférica y se expresa como porcentaje de cada
valor de predosis del mono
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Figura 32D

Relacion entre concentraciones en suero de rhuMAb B7 y células T CD4+* CD45RA-
B7alte de sangre periférica no ocupadas a lo largo del tiempo en individuos de
monos Cynomolgus tras cuatro dosis de bolo IV semanales de 25 mg/kg de
rhuMADb B7 (Animal 26)
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Tiempo (dias)

Conc. = concentracion; Cyno= monos Cynomolgus; V= intravenoso

La expresion de receptor B7 no ocupado en células T CD4+* CD45RA" B72% de sangre periférica se midié6 como
valores absolutos de células T CD4+ CD45RA- B72% de sangre periférica y se expresa como porcentaje de cada
valor de predosis del mono
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Figura 33
Relacién entre concentraciones en suero de rhuMAb B7 y células T CD4+ CD45RA"

p7altc de sangre periférica no ocupadas a lo largo del tiempo en individuos de monos
Cynomolgus tras cuatro dosis de bolo IV semanales de 25 mg/kg de rhuMADb B7
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Expresion de B7 no ocupadas (% predosis)

Conc. = concentracion; Cyno= monos Cynomolgus; V= intravenoso

La expresion de receptor B7 no ocupado en células T CD4+ CD45RA- B72%° de sangre periférica se midié como
valores absolutos de células T CD4+ CD45RA- B72% de sangre periférica y se expresa como porcentaje de cada
valor de predosis del mono
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Figura 34A
Relacion entre recuento absoluto de células CD4+ T (CD45RA") de memoria/
efectoras que expresan 72! y células T CD4+ CD45RA- f72!"° no ocupadas de
sangre periférica a lo largo del tiempo en individuos de monos Cynomolgus tras
cuatro dosis de bolo IV semanales de 25 mg/kg de rhuMADb 7 (Animal 23)
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Tiempo (dias)

Abs. = absoluto; Cyno= monos Cynomolgus; V= intravenoso
La expresion de receptor B7 no ocupado en células T CD4+ CD45RA- 372 de sangre periférica se midié como

valores absolutos de células T CD4+ CD45RA- B72% de sangre periférica y se expresa como porcentaje de cada
valor de predosis del mono
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Figura 34B
Relacion entre recuento absoluto de células T CD4+ (CD45RA") de memoria/
efectoras que expresan B72it° y células T CD4* CD45RA" B72!° no ocupadas de
sangre periférica a lo largo del tiempo en individuos de monos Cynomolgus tras
cuatro dosis de bolo IV semanales de 25 mg/kg de rhuMADb B7 (Animal 24)
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Tiempo (dias)

Abs. = absoluto; Cyno= monos Cynomolgus; IV= intravenoso
La expresion de receptor B7 no ocupado en células T CD4+ CD45RA- 72 de sangre periférica se midié como

valores absolutos de células T CD4+* CD45RA" B72% de sangre periférica y se expresa como porcentaje de cada
valor de predosis del mono
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Figura 34C

Relacién entre recuento absoluto de células T CD4+ (CD45RA") de memoria/
efectoras que expresan p72° y células T CD4* CD45RA- 721 no ocupadas de
sangre periférica a lo largo del tiempo en individuos de monos Cynomolgus tras
cuatro dosis de bolo IV semanales de 25 mg/kg de rhuMAb 7 (Animal 25)
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Tiempo (dias)

Abs. = absoluto; Cyno= monos Cynomolgus; IV= intravenoso

La expresion de receptor B7 no ocupado en células T CD4+ CD45RA- 72 de sangre periférica se midié como
valores absolutos de células T CD4+* CD45RA" B72% de sangre periférica y se expresa como porcentaje de cada
valor de predosis del mono
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Figura 34D
Relacion entre recuento absoluto de células T CD4+ (CD45RA") de memoria/
efectoras que expresan p72!° y células T CD4+* CD45RA- B72!° no ocupadas de
sangre periférica a lo largo del tiempo en individuos de monos Cynomolgus tras
cuatro dosis de bolo IV semanales de 25 mg/kg de rhuMADb B7 (Animal 26)
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Tiempo (dias)

Abs. = absoluto; Cyno= monos Cynomolgus; IV= intravenoso
La expresion de receptor B7 no ocupado en células T CD4+ CD45RA- 72 de sangre periférica se midié como

valores absolutos de células T CD4+* CD45RA" B72% de sangre periférica y se expresa como porcentaje de cada
valor de predosis del mono
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Figura 35
Recuento absoluto, media (+ DE) de células T CD4+ CD45RA:- f72° de sangre
periférica (vehiculo o 5 0 25 mg/kg)
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Tiempo (dias)

Nota:El recuento de células T se expresa como porcentaje de linea basal de predosis; n=6-10/ grupo para los dias 0-
28, y después 4 / grupo tras el dia 28
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Figura 36
Recuento absoluto, media (+ DE) de células T CD8* CD45RA- 72l de sangre
periférica (vehiculo o 5 0 25 mg/kg)
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Tiempo (dias)

Nota:El recuento de células T se expresa como porcentaje de linea basal de predosis; n=6-10/ grupo para los dias 0-
28, y después 4 / grupo tras el dia 28
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Figura 37
Recuento absoluto, media (+ DE) de células T CD4+ CD45RA* g7intermedio de sangre
periférica (vehiculo o 5 0 25 mg/kg)
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Tiempo (dias)

Nota:El recuento de células T se expresa como porcentaje de linea basal de predosis; n=6-10/ grupo para los dias 0-
28, y después 4 / grupo tras el dia 28
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Figura 38
Recuento absoluto, media (+ DE) de células T CD8* CD45RA* g7intermedio de sangre
periférica (vehiculo o 5 0 25 mg/kg)
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Tiempo (dias)

Nota:El recuento de células T se expresa como porcentaje de linea basal de predosis; n=6-10/ grupo para los dias 0-
28, y después 4 / grupo tras el dia 28
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Figura 39
Relacion entre concentraciones en suero de rhuMAb 7 y células T CD4+ CD45RA
p72c disponibles de sangre periférica que expresan B7 (Individuos; 25 mg/kg)
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Tiempo (dias)
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Figura 40
Relacion entre concentraciones en suero de rhuMAb B7 y células T CD8* CD45RA"
B7alc disponibles de sangre periférica que expresan B7 (Individuos; 25 mg/kg)
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Tiempo (dias)
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