SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'YY COMERCIO

I

Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENAClOI\ALn
Act. 523 RESPUESTA Folios: 265
Clarke, Modu. oc v
COLOMBIA

P-789

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO -
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. D.

- TFUDY. CAPTSIAL
TFOk [ b az00 =

1 ASLES 11 A Dlpratidin
OVTSON Aoy Y A

b= _j #3020 7 s
Re: Expediente No. 06.054.042 o :
Solicitud de patente a nombre de CHIRON CORPORATION.

Yo, DILIA MARIA RODRIGUEZ D’ALEMAN identificada como
aparece al pie de mi firma, domiciliada en la carrera 11 A No. 86-53, piso 0,
obrando como apoderada de la sociedad CHIRON CORPORATION
domiciliada en Emeryville, Estados Unidos, solicitante de la patente de la
referencia, en respuesta al oficio No. 12 notificado por fijacién en lista el 5
de enero de 2012, nos permitimos manifestar lo siguiente:

1. SOLICITUD DE DIVISIONAL No. 06.054.042A

Con fundamento en la facultad que confiete el articulo 36 de la Decision 486 al
solicitante para dividir en dos o mis solicitudes fraccionarias, en cualquier

momento del traimite, me permito presentar:

11 La patente divisional titulada “ANTICUERPOS ANTAGONISTAS
ANTI-CD40 MONOCLONALES Y METODOS PARA SU USO” cuya
memoria desctiptiva cortesponde a la misma de la solicitud como fue
originalmente presentada y con nuevo capitulo reivindicatorio que consta de 25
reivindicaciones donde se excluy6 la materia especifica reivindicada en la solicitud
patental.
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a) La solicitud y el capitulo reivindicatorio correspondientes, junto con la
memoria descriptiva que explica, ilustra y sustenta las reivindicaciones y que se

encuentra en el expediente No. No. 06.054.042A.

b) Recibo de pago correspondiente al valor de la tasa oficial por concepto de la
presentaciéon de la solicitud divisional y la obtencién de los respectivos
certificados y recibo de pago por 15 reivindicaciones adicionales.

¢) Igualmente, solicito a ese despacho tener en cuenta el poder y cesiéon de los
folios 461 a 468.

1.2 Teniendo en cuenta lo establecido en el articulo 36 de la Decision 480,
tuego a ese despacho tener en cuenta que la solicitud divisional que ahora
ptesento, se beneficia de la fecha de presentacion de la prioridad de la solicitud
inicial, es decit, de la priotidad 60/517,337;, 60/525,579 y 60/565,710 de
noviembre 4 de 2003, Noviembre 26 de 2003 y abrl 27 de 2004,

respectivamente.

1.3  Finalmente, me permito aclarar que la solicitud divisional no involucra

ampliacién alguna de la divulgacién contenida en la solicitud inicial.

2. SOLICITUD ORIGINAL No. 06.054.042

21 Con fundamento en la facultad que confiere el articulo 34 de la
Decisién 486 al solicitante para modificar la solicitud de patente en
cualquier momento del trimite, presento junto con este memorial nuevo
capitulo reivindicatorio que consta de 17 reivindicaciones, el cual se

encuentra basado en aquel presentado el 15 de noviembre de 2011.

En este sentido, la seflora examinadora podra corroborar que la
reivindicacién 1 fue modificada a fin de especificar un anticuerpo
monoclonal humano anti-CD40 que comprende por lo menos un dominio
variable de cadena ligera y un dominio variable de cadena pesada del
anticuerpo  CHIR12.12 (véase por favor la parte (a) de la nueva.
reivindicacién 1) o un anticuerpo monoclonal humano que comprende al
menos un dominio variable de cadena ligera y un dominio variable de
cadena pesada del anticuerpo CHIR-5.9 (véase por favor la parte (b) de la

nueva reivindicacién 1), cuyo sustento se encuentra en la merﬁcar;—ia;



descriptiva y en la antigua reivindicacién 4. Parte (1x) y en la reivindicacion
original 5 parte (ix).

La antigua retvindicacién 2 permanece como la nueva cliusula 2 y se
corrigié un error involuntario en el preambulo de la misma de tal suerte que
se indique ahora que es “un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicacion

1” en lugar de “e/ fragmento de union”.
La antigua reivindicacién 3 se canceld.

En cuanto a la antigua cliusula 4, ahora re-enumerada como la nueva
reivindicacién 3, nos permitimos decir que la misma se modificé de tal

forma que el anticuerpo monoclonal humano anti-CD40 comprende:

1.El dominio variable y la regiéon constante de la cadena ligera del
anticuerpo CHIR-12.12; esto es, los residuos 21-239 de la SEQ ID No.
2 y el dominio variable y la regién constante de la cadena pesada del
anticuerpo CHIR12.12, esto es, los residuos 20-469 de la SEQ ID No.
4;

ii. El dominio variable y la regién constante de la cadena ligera del
anticuerpo CHIR-12.12, es decir, los residuos 21-239 de la SEQ ID
No. 2 y el dominio variable y la regién constante alternativa de la
cadena pesada del anticuerpo CHI12.12, es decir, los residuos 20-469
de la SEQ ID No. 5;

ii.La cadena ligera completa (SEQ ID No. 2) y la cadena pesada
completa (SEQ ID No. 4) del anticuerpo CHIR-12.12; y

iv.L.a cadena ligera completa (SEQ ID No. 2) y la cadena pesada
completa del anticuerpo CHIR-12.12, en donde la cadena pesada
comprende la regidén constante alternativa (SEQ ID No. 5).

El sustento para estas modificaciones se encuentra en las partes (x) a (xiii)

de la antigua reivindicacién 4.

La antigua clausula 5 que ahora corresponde a la nueva reivindicacidn 4 se

modificé) de manera similar a la anterior reivindicacion 4, pero con relacion
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al anticuerpo CHIR-5.9. Por lo tanto, la nueva reivindicacién 4 ahora se

encuentra dirigida al anticuerpo monoclonal que comprende:

i.  El dominio variable y la regién constante de la cadena ligera del
anticuerpo CHIR-5.9, esto es, los residuos 21-239 de la SEQ
ID No. 6 y el dominio variable y la regién constante de la
cadena pesada del anticuerpo CHIR-5.9, esto es, los residuos
20-474 de la SEQ ID No. 7,

ii. El dominio variable y la regiéon constante de la cadena ligera
del anticuerpo CHIR-5.9, es decir, los residuos 21-239 de la
SEQ ID No. 6 y el dominio variable y la regién constante
alternativa de la cadena pesada del anticuerpo CHI-5.9, es decir,
los residuos 20-474 de la SEQ ID No. 8,

. La cadena ligera completa (SEQ ID No. 6) y la cadena pesada
completa (SEQ ID No. 7) del anticuerpo CHIR-5.9; y

iv. La cadena ligera completa (SEQ ID No. 6) y la cadena pesada
completa del anticuerpo CHIR-5.9, en donde la cadena pesada
comprende la regién constante alternativa (SEQ ID No. 8).

El sustento para estas modificaciones se encuentran en las partes (x) —(xiii)
de la antigua clausula 5.

Las antiguas reivindicaciones 6 y 7 se re-enumeraron como las nuevas
clausulas 5 y 6, respectivamente y la dependencia de la reivindicacién 6 se
ajustd de conformidad.

Las antiguas reivindicaciones 8 y 9 se combinaron en una sola

reivindicacion la cual es la nueva reivindicaciéon 7.

Las clausulas 10 y 11 se re-enumeraron como las nuevas reivindicaciones 8
y 9, respectivamente. En vista de las anteriores modificaciones, la nueva
clausula 9 se modific6 para hacetla dependiente Unicamente de aquellas
reivindicaciones que protegen especificamente las estructuras del

polipéptido.
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La retvindicaciéon 12 se re-enumerd como la nueva cliusula 10. Esta
reivindicacion se modificd con el animo de que indique que la linea celular
de hibridoma “produce” el anticuerpo reclamado y se hizo dependiente
unicamente de las reivindicaciones 1 a 4, cada una de las cuales recita un
anticuetrpo que tiene una estructura especifica con secuencias de

polipeptidos conocidas presentes dentro de esa estructura.

Las reivindicaciones de método in vitro se cancelaron a fin de agilizar la

concesion de la presente invencién.

La composicion farmacéutica de las antiguas reivindicaciones 19, 20 y 25 se
combinaron en una sola reivindicacién ahora nueva reivindicacién 11. Esta
clausula se modificé con el fin de definir la composicién farmacéutica para
set una formulacién farmacéutica liquida que tiene un pH especifico, es
decir, dentro de un rango de 5.0 a 7.0 y que comprende un amortiguador
especifico a una concentraciéon de 1 mM a 50 mM. El sustento para esta
reivindicacién se encuentra en las antiguas reivindicaciones 19, 20 y 25
como también en la memoria descriptiva, ptincipalmente desde la pagina
110 hasta la pagina 114.

De otra patte, las antiguas reivindicaciones 21 y 22 se combinaron en una
sola clausula (nueva reivindicacién 12) y las antiguas 23, 24 y 26 se
reenumeraron como las nuevas reivindicaciones 13, 14 y 15 respectivamente
y se modificd su dependencia.

La antigua clausula 27 (ahota la nueva reivindicacién 16) se modificd con el
animo de incluir el polisorbato 80 6 polisorbato 20 cuando esta presente el
tensoactivo dentro de la composicion.

En vista de las anteriores modificaciones y de la cuestién indicada por la
sefiora examinadora en cuanto a la relacién que existe entre las SEQ ID No.
4y 5y entre las SEQ ID No 7 y 8, el solicitante atentamente se permite
presentar junto con este esctito un resumen de la informacién de secuencias
para los anticuerpos CHIR 12-12 y CHIR-5.9 (véase por favor apéndice 3),

también se permite adjuntar un alineamiento de secuencias para las

0009005



secuencias ID 4 y 5 (véase por favor apéndice 4) y un alineamiento de

secuencias para SEQ ID No. 7 y 8 (véase por favor apéndice 5).
2.2 Claridad de la solicitud

La antigua reivindicacién 1 fue objetada en su claridad dado que el
anticuerpo reclamado no se encontraba descrito por sus caracteristicas
estructurales y mas aun, porque el anticuerpo estaba definido por su union a
un epitopo. En este sentido y de acuerdo con las ambles sugerencias de la
seflora examinadora, la nueva reivindicacién 1 se modificd para eliminar la
referencia a las antiguas partes (a) a (d) e incluir la referencia a la parte (ix)

de la antigua reivindicacién 4 y a la parte (ix) de la antigua reivindicacién 5.

Asi las cosas, la nueva reivindicacién 1 ahora se encuentra dirigida a un
anticuerpo monoclonal humano anti-CD40 que comprende por lo menos
un el dominio variable de cadena ligera y el dominio variable de cadena
pesada del anticuerpo CHIR-12.12 (véase por favor la parte (a) de la
reivindicacién 1 y también la carta en el apéndice 39 6 un anticuerpo
monoclonal humano anti-CD40 que comprende al menos un dominio
variable de cadena ligera y un dominio variable de cadena pesada del
anticuerpo CHI-5.9 (véase por favor la parte (b) de la nueva reivindicacién
1 que ha sido enmendada con el fin de indicar explicitamente “dominio
variable de cadena ligera” y “dominio variable de cadena pesada” para
aclarar que el anticuerpo reclamado contiene estas regiones estructurales de
los anticuerpos CHI-12.12 y CHIR-59. Por lo que amablemente,

solicitamos que sean retiradas las objeciones de claridad en este sentido.

En relacién con la reivindicacién 2, nos permitimos decir que con la
enmienda para cambiar el término erréneo “fragmento de unioén” por el
término correcto “anticuerpo monoclonal”, queda cabalmente superada
dicha objecién.

De otra parte, con la cancelacién de la reivindicacidn 3 se supera la objecion

planteada por la sefiora examinadora en este sentido.
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En cuanto a la reivindicacién 4 antigua, esta, que ahora es la nimero 3, se
modificé con el fin de retirar las referencias a las partes (1)-(ix). Como se
anoté anteriormente, la parte (ix) de esta reivindicaciéon se incorporé en la
nueva reivindicacién 1. Las partes (x)-(xiit) de esta reivindicacién fueron re-

enumeradas como las partes (1)-(iv), respectivamente.

En este sentido, atentamente nos permitimos decir que la nueva
reivindicacién 3 se encuentra dirigida al anticuerpo monoclonal humano
antiCD-40 que comprende las regiones variable y constante de la cadena
ligera del anticuerpoCHIR-12.12 y las regiones variable y constante (o
constante alternativa) de la cadena pesada del anticuerpo CHIR-12.12 (véase

por favor la informacién secuencia en apéndice 3).

De otra parte, en relacion con la homologia entre las SEQ ID 5 6 SEQ ID
No. 8 con las SEQ ID No. 4 6 SEQ ID No. 7, el solicitante manifiesta que
el alineamiento de secuencias entre SEQ ID No. 4 (la cual expone la cadena
pesada completa del anticuerpo CHIR-12.12) y la SEQ ID No. 5 (la cual
expone la cadena pesada variante del anticuerpo CHIR-12.12) se adjunta
como el apéndice 4. Como se puede observar en dicho alineamiento, la
SEQ ID No. 4 y la SEQ ID No. 5 comparten el 99.8% de identidad de la
secuencia y difieren tan sélo en un _aminoacido. La descripcion ensefia
que la diferencia en ese sélo aminoacido entre la SEQ ID No. 4 y la SEQ

ID No. 5 es el resultado de una sustitucién que sucede dentro de la region
constante de la cadena pesada del CHIR-12.12, en donde el residuo de
serina es substituido por el residuo de alanina en la posicién 153 de la SEQ
ID No. 4. Véase por favor la figura 9 y la descripciéon de la figura 9 en la
presente memoria desctiptiva entre las paginas 11 y 12 y también en la

informacién de secuencia resumida en el apéndice 3.

Asi mismo, el alineamiento de secuencia entre SEQ ID No. 7 el cual
expone la cadena pesada completa del anticuerpo CHIR-5.9) y la SEQ ID
No. 8 (la cual expone la variante de cadena pesada del anticuerpo CHIR-
5.9) se adjunta como el apéndice 5. Como se puede observar en dicho
alineamiento, la SEQ ID No. 7 y la SEQ ID No. 8 también comparten el
99.8% de identidad de secuencia y difieren tan sélo en un aminoacido. La
descripcidn ensefia que la diferencia en ese s6lo aminoacido eﬁﬁﬁ l?nSFQ




ID No. 7 y la SEQ ID No. 8 es el resultado de una sustitucién que sucede
dentro de la regién constante de la cadena pesada del CHIR-5.9, en donde

el residuo de serina es substituido por el residuo de alanina en la posicion
158 de la SEQ ID No. 7. Véase por favor la figura 11 y la descripcion de la
figura 11 en la presente memoria descriptiva entre la pagina 12 y también en

la informacién de secuencia resumida en el apéndice 3.

Respecto a la antigua reivindicacién 8 que fue objetada por ser considerada
como un resultado a ser alcanzado, nos permitimos decir que con su

combinacién con la antigua reivindicacién 9, queda superada esta objecion.,

En cuanto a la antigua reivindicacién 11 que habia sido objetada por
claridad dado que la molécula de 4cido nucléico no se definia por su
secuencia, nos permitimos decit que la misma reivindicacién que ahora
corresponde a la nueva clausula 9, se modific6 de tal modo que su
dependencia es especifica a las estructuras de polipéptidos para los
anticuerpos anti-CD40 reclamados y la persona versada en la materia
técnica correspondiente ficilmente evidenciard las moléculas de acido
nucléico que codifican una secuencia de polipéptido conocida, dado que los
condones para cada aminoacido conocido se encuentran fijados por el
codigo genético. Asi las cosas, el solicitante, atentamente, manifiesta que

dicha reivindicacion es ahora clara.

En relacién con las reivindicaciones de composiciéon farmacéutica, nos
permitimos decir que con las inclusiones atriba descritas, la composicion
ahora es totalmente clara.

2.3 Excepciones a la Patentabilidad.

En este sentido, nos permitimos decir que con la cancelacién de las antiguas

reivindicaciones 13 a 17 queda cabalmente superada esta objecion.
2.4 Determinacion del estado de la Técnica

El sefior examinador ha confirmado que la busqueda para las secuencias de
SEQ ID No. 2 y 4 (secuencias completas de cadena ligera y cadena e%ad%
para el anticuerpo CHIR-12.12) y la SEQ ID No. 6 y 7 (sOGBrtihs



completas de cadena ligera y pesada del anticuerpo CHIR-5.9) teporté que
estas secuencias se encuentran fuera de la técnica anterior. Como se explicd
anteriormente, la SEQ ID No. 4 comparte el 99.8% de identidad de
secuencia con su variante de cadena pesada establecida en la SEQ ID 5. Del
mismo modo, la SEQ ID No. 7 comparte el 99.8% de identidad de
secuencia con su variante de cadena pesada establecida en la SEQ ID No. 5
y por lo tanto, una persona versada en la materia técnica correspondiente
entendera facilmente que una sola substitucién de aminoacido dentro de la
regién constante de la cadena pesada del anticuerpo CHIR-12.12 6 dentro
de la regidén constante de la cadena pesada del anticuerpo CHIR-5.9 no
requeriria de una bisqueda adicional para la SEQ ID No. 5 y SEQ ID No.
7. En este sentido, el solicitante se permite agradecer a la sefiora
examinadora considerar los anticuerpos reclamados en una sola solicitud de
patente.

En consecuencia, de manera atenta solicitamos a ese despacho conceder el
privilegio de patente de invencién para la solicitud en estudio o si es el caso,
solicitamos a ese despacho pronunciarse en relacién con todos los
argumentos presentados en este memotial dando estricta aplicacién al
principio del debido proceso consagrado en el articulo 29 de la Constitucién
Nacional. De igual forma, si el examinador considera que subsisten razones
para objetar la presente invencidén ruego expedir otro examen de fondo con
los debidos motivos y razones que sustenten su objecidon con el fin de que
mi mandante tenga la posibilidad de exponer sus argumentos con base en la
interpretacién de los articulos 45 de la Decision 486 -el cual otorga la
facultad al examinador para emitir los exdmenes de fondo-, 35 y 59 del
Cédigo Contencioso Administrativo que sefiala que: “habiéndose dado
oportunidad a los interesados para expresar sus opiniones, y con base en las pruebas e
informes disponibles, se tomard la decision que serd motivada al menos en forma sumaria
5t afecta a particulares” 'y “(..) deberd proferirse la decision definitiva. Esta se_motivard
en sus aspectos de hecho y de derecho, y en los de conveniencia si es el caso”,
respectivamente (El subrayado es nuestro).

Sefor Superintendente,

ILIA RODRIGUEZ D*ALEMAN

C.C. 41.654.882 W,.
T.P. 20824 del C.SY. 00Gre
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APENDICE 3

INFORMAICON DE SECUENCIA
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APPENDIX 3

Sequence information: See Figures 9A and 9B (CHIR-12.12) and 11A and 1B (CHIR-5.9) and respective figurc legends at page 6, line 29, continuing
through page 7, line 7, and at page 7, lines 10-19; and the specification at page 18, lines 5-26.

Leader Variable Domain Constant Region Variable + Constant
{__Antibody Chain (residues) (residues) (residues) (residues)
Light 1-20 21-132 133-239 21-239
CHIR-12.12 SEQ 1D NO:2
Heavy 1-19 20-139 140-469 20-469
O:.
SEQ 1{2&0.4 (identical for | (identical for SEQ | (residue 153 is Alain 1 (residue 153 is Ala in SEQ ID

SEQ ID NO:4 ID NO:4 and 5) SEQ 1D NO:4, Scr in NO:4, Ser in SEQ ID NO:5)

SEQ ID NO:5

{single aa variant in asd 5) SEQ 1D NO:5)
constant de
Light 1-20 21-132 133-239 21-239
CHIR-59 SEQ ID NO:6
Heavy -19 20-144 145-474 20-474
SEQ ID NO:7

(identical for | (identical for SEQ | (residue 138 is Alain | (residue 158 is Ala in SEQ ID
SEQ ID NO:7 1D NO:7 and B) SEQ ID NO:7, Serin NO:7, Ser in SEQ ID NO:8)

or
SEQ ID NO:8 and ) SEQ 1D NO:8)

(single aa variant in
constant domain)

*SEQ ID NO:S sets forth the heavy chain variant of the CHIR-12.12 antibody, which differs from the heavy chain of SEQ ID NO:4 by a single amino
acid substitution within the consiant region of the heavy chain, wherein a serine residue is substituted for the alznine residue at position (53 of SEQ 1D
NO:4. See the present specification at page 18, lines 11-14.

*SEQ 11 NQ:8 sets forth the heavy chain variant of the CHIR-5.9 antibody, which differs from the heavy chain of SEQ ID NO:7 by a single amino acid
substitution within the constant region of the heavy chain, wherein a serine residue is substituted for the alanine residue at position 158 of SEQ ID
NO:7. See the present specification at page 18, lines 21-24,

fe-
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APENDICE 4

ALINEAMIENTO GLOBAL DE LA SEQ ID No. 4 versus SEQ ID No. §
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align output for SEQ ID NO:4 vs. SEQ ID NO:S

Readseq version 2.1.30 (12-May-2010) Readseq version 2.1.30 {12-May-2010)

lalign output for SEQ ID NO:4 vs. SEQ ID NO:5

[ISREC-Server] Date: Tue Apr 3 21:21:51 2012

Page 1 of 2

Jovwrwinp/ 29205.1 .seq © 469 aa

ALIGR calculates a global alignment of twe sequences
version 2.2u
Pleass ¢ite: Myers and Miller, CABIOS {(1988) 4:11-17

SEQ ID NO:4 463 by 469 aa vs.
SEQ ID NC:% 469 by 469 aa
using matrix file: BLOSUMSO, gap open/ext: -14/«4
59.8% identity in 469 aa overlap; Global score: 3182
10 20 30 4¢ 50 60

SEQ ID VEWGLSKVPHJA‘LRGVQQQEQLVFSCGGVVQPwTSLRLSCQASCPTFS°YGMHWVRQAP

SEQ MEFGLEWVFLVAILREVQUQVOLVESGUGVVOPGRELRLSCARSCPTFSSYGMHWVROAP
1 20 30 40 50 60

ki a0 20 100 1i¢ 120
BREG ID GRELEWVAVIGYEESNRYHADSVKGRFTISRDNSKITLYLOMNSLRTEDTAVYYCARDGG

BEGQ GRGLEWVAVISYEESNRYHADS VEGRFTISRDNSKITLYLOMNS LRTRDTAVY YCARDGE
70 80 90 10¢ 110 120

130 140 150 16¢ 176 180
SEQ ID IAAPGPDYWGQGTIVIVSEASTKGPSVFPLAPASKSTSGOTAALGCLVEDYFPEPVTVSW

380 IAAPEPOYVWEQGTLVTIVSSAS TKGPSVFPLAPS S S TSCSTAALGCLVKDYFPEPVTVEW

130 ia0 150 18¢ 170 i80
1990 200 210 220 230 240

SEQ ID NBGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLESVVTVPSSSLATOTY ICNVNHRPSNTKVDRRVEDPK

SEQ NEGALTECVHTPPAVLDSSCLYSLSS VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP%NTKVDKRVVPK
180 200 210 220 230 240

250 250 270 280 290 300
SEQ I SCORTHICPPCPAPELLOGPSVFLE PPRPRDTLMISRTPEVICVVVIVSHED PEVKFRWY

SEQ SCDKTHT"PPCPh?ELLGGPSVFLFPP(PFDTLMISRT?EVTCVVVDVSHVSPEVKFNWY
250 250 270 280 230 360

310 320 330 340 350 360
BEQ ID VDGVEVHNARTKPREEQYNSTYRVVSVLTYVLEQDWLNGKEYXCKVSNKALPAPIEKTISE

BEQ VﬁCVEVHNAKTYPPEVQVNo“YQJVS\ TVL%OLWLNGREYKCYVSNXALFAP¢EKTI
310 32¢ 330 340 3%0 360

379 380 349G 400 410 320

ht‘rp:/iwww.chembnet‘org/cgi-bin/LALlGwacrm _parser

47372012

goaa3



lalign output for SEQ ID NO:4 vs. SEQ TD NO:$

SEQ ID AKGOPREPQVYTLPPSREEMTENQVSLTCLVKGFY PSDIAVEWESNGQPENNYKTTRPPVL

SEQ ARGQPREFQUYTLPF SREEMTENOVSLTCLVRGFY PSDIAVEWES KGOPENNYKTTRPVL
370 380 39¢ 400 410 420

430 440 &50 460
SEQ IV DSDGSFFLYSKLTVDESRWQOGHVFSCSVMEEALENHY TORSLELSPGK

SEQ DSDGSFPLY SKLTVD RS RWOQGNVE SCSYMHEALHNHY TOKS LS LS PGK
<30 440 430 460

Back to ISREC biainformatics group hiome page

http://www.ch.embnet.org/cgi-bin/LALIGN_form_parser

Page 2 of 2

4132012
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APENDICE 5

ALINEAMIENTO GLOBAL DE LA SEQ ID No. 7 versus SEQ ID No. 8
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lalign output for SEQ ID NO:7 vs. SEQ ID NO§

Readseq version 2.1.30 (12-May-2010) Readseq version 2.1.30 (12-May-2010)

lalign output for SEQ ID NO:7 vs. SEQ ID NO:8

ISREC-Server] Date: Tue Apr 3 21:30:29 2012
[ p

Page 1 0of2

Jwwwimp/. 14356.1.5eq ; 474 aa

ALIGH calcoulates a global alignment of two sequences
version 2.2u
rlease cite: Myers and Miller, CABIOS [1989) 4:ii-17

SEQ TD RC:7 474 bp 474 aa vs.
SEG LD NO:8 474 bp 474 aa
using matrix file: BLOSUMBY, gap open/ext: ~14/-4
95.8% identity in 474 aa overlap; Global score: 3211
10 206 30 40 50 60

SEQ ID MGSTAILA?uJAVLQGVCAEVQLVQSUAEVKKPGESLKISbKGSGYSrTSYVYGvaQMP

BEQ MCoTAILALLqAVLQGVCAﬁVOLVQSGAFVKKPGESLKISCKGSGYSF”SYWIGWVRQMP
19 20 30 40 50 60

70 8¢ 20 100 110 120
SEQ ID GKGLEWMGIIYPGDSDTRYSPSFQGQVTISADKSTSTAYLOWSSLKASDTAMYYCARGTA

BEQ GKGLFWMGTT{UCPSDTRYS?SFQGVV“ISADYSISTA{LQWQSLKAQDTAMVYCARG”A
70 8% 20 100 130 120

139 140 150 166 170 180
SEQ ID AGRDYYYYYGMDVRGQETIVIVSSASTKGPSVFPLAPASKSTSEGTAALGCLVKDYFPEY

SEQ AGRDYYYYYGMDVWGOETTVIVSSASTRKGPSYFPLAPSSKSTSGGTAALSCLVKDY FPEP
130 14¢ 180 180 179 18¢

180 206 210 220 2390 249
SEQ ID VIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTIVPSSSLETQTY ICNVNHKPSNTRVDK

SEQ VIVEWNSGALTEGVHTF PAVLOS SGLY SLESVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDK
1990 200 210 220 230 244

2590 2860 270 280 280 300
SEQ 1D RVEPKSCDRTHTCPFCPAPELLGGPSVFLPPPRPKDTLMISRTPEVTCYVVIVSHED PEV

3IEQ RVEPKSCDYK THTCPPCPAPELLG PSVFL”P?KPKDTLMIS”TPEVTCVVVDV%HEDPEV
259 260 270 280 290 300

210 320 330 340 350 360
SEQ ID XFNWYVDGVEVENAKTEPREEQYNS TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE

SEQ KENWYVDGVEVENAK T PREEQYNS T Y RVVS VL TVLEQDWLNGKEYRCKVSNKALPAPIE
310 320 330 340 3590 360

370 380 330 400 410 420

http://www.ch.embnet.org/egi-bin/LALIGN form_parser

4/3/2012

00601



lalign output for SEQ 1D NO:7 vs. SEQ ID NO:8

SEQ ID KTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLICLVKGFYPSDIAVERESNGQPENNYKT

SEQ XTIDKRKGOPRE?QVY?uFFSRLEW”KNOVSLT,LVKGF{FSDIAJEWES“GOPEVNYKT
370 380 390 409 410 420

430 44C 450 460 474
SEQ ID TPPVLISDGSFPLYSKLTVDKSRWQOCNVFSCEVMHEALHNHY TRKSLSLSPGK

SEQ TPPVLDSDGSFFRLYS LTVDKSRWQQGWVFQCSVMHEAuHNHYTQYSLSLSPGK
430 440 459 460 478

Back o ISREC bioinformatics group home page

http:/fwww.ch.embnet.org/egi-bin/LALIGN form_parser

Page 2 of 2

47372012
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Espacio reservado para el adhesivo de radicacion

Industria v Comercio
SUPERINTENDENCIA

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
MODIFICACIONES Y/O CORRECCIONES

1. Identificacion del Tramite
[_]Error material Modificacion a una Solicitud en tramite

X | Patente de Invencion

Patente de Modelo de Utilidad

[ Registro de Diseio Industrial

[] Esquema de Trazado de Circuitos Integrados

2. Datos del solicitante

Persona Natural Persona Juridica| x

CHIRON CORPORATION
Nombre o denominacion / Nombre o razén social completa

Nombre representante legal

Tipo de empresa Micro :I Pequefia |:| Mediana D Otra I:]

Documento de identificacion: DC.C. DC.E. |:|NIT [:IOtro Numero

Nacionalidad/Pais de constitucion Direccién y domicilio del titular Ciudad

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA | 4560 Horton Street, Emeryville, CA 94608-2916 EMERYVILLE

Direccidn electronica No. Fax Ndamero telefénico
|:] Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las

comunicaciones sean enviadas a través de la direccion de correo electrénico

3. Datos del apoderado:
RODRiGUE_Z D’ALEMAN DILIA MARIA C.C. 41.654.882 20824 CSJ
Apellidos y Nombre Documento de identificacion Tarjeta profesional
Direccién y domicilio Ciudad
Carrera 11 No. 86-53, Piso 6, Bogota D.C., Colombia Bogota D.C.
Direccién electrénica No. Fax ' Numero telefénico
info@clarkemodet.com.co 6350824 6181088
En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura de Propiedad Industrial,
sirvase indicar el nimero de su radicacion o protocolo de poder general

0067 e
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4, Datos del tramite
Correccion:

Expediente No.

Aparece

Debe ser

Modificacion:

- Modificacién al capitulo reivindicatorio.
Se presenta nuevo capitulo reivindicatorio conformado ahora por 17 reivindicaciones.

:| Modificacién al capitulo descriptivo.

[:l Modificacién al capitulo descriptivo.

|:| Modificacion al resumen.,

[]

Modificacién a los dibujos.

5. Anexos

I__"I Comprobante de pago de la tasa para la presentacion de la correccion y/o modificacién

[:l Poder, si fuere el caso.
Il Documento que contiene las modificaciones o correcciones.

I’:I Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético.

6. Firma

DILIA MARIA RODRIGUEZ D’ALEMAN
Nombre y apellidos Firma "

P ecatll
C.C. 41.654.882 Tarjeta Profesional 20824 CSJ o

PI02-F17 vr1 {2012-04-19)
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Rvs modificadas
MAYO 7,2012

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal humano que es capaz de
unirse especificamente a un antigeno CD40 humano
expresado en la superficie de una célula que expresa
el CD40 humano, dicho anticuerpo monoclonal siendo
libre de actividad agonista significativa, de tal
suerte que cuando dicho anticuerpo monoclonal se une
al anticuerpo CD40 expresado sobre la superficie de
dicha «c¢élula, el crecimiento o diferenciacién de
dicha célula se inhibe, en donde dicho anticuerpo se
encuentra caracterizado porque se selecciona a partir
del grupo que consiste de:

a) un anticuerpo monoclonal que comprende un dominio
variable de cadena ligera que contiene los residuos 21-132
de la SEQ ID No.: 2 y un dominio variable de cadena pesada
que contiene los residuos 20-139 de SEQ ID No.: 4; y

b) un antiguerpo monoclonal gque comprende un dominio
variable de cadena ligera que contiene los residuos 21-132
de- SEQ ID No. 6 y un dominio variable de cadena pesada que

contiene los residuos 20-144 de SEQ ID No. 7.

2. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la
reivindicacién 1, en donde dicho anticuerpo es
seleccionado del grupo que consiste del anticuerpo
monoclonal CHIR-5.9 obtenible a partir de la linea de

célula de hibridoma depositada c¢on el ATCC como

noan - °©
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4.

Depdésito de Patente No. 5542 'y del anticuerpo
monoclonal CHIR-12.12 obtenible a partir de la linea
de célula de hibridoma depositada con el ATCC como

Depbésito de Patente No. PTA-5543.

Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la
reivindicacién 1, caracterizado porque dicho
anticuerpo es seleccionado del grupo que consiste de:
i.un anticuerpo monoclonal gque comprende los residuos
21-239 de la SEQ ID No. 2 y los residuos 20—469 de
la SEQ ID No. 4;
ii.un anticuerpo monoclonal que comprende los residuos
21-239 de la SEQ ID No. 2 y Residuos 20-469 de la

'SEQ ID No. 5;

iii.un anticuerpo monoclonal que comprende la SEQ ID

No. 2 y SEQ ID No. 4; y
iv.un anticuerpo monoclonal gque comprende la SEQ ID

No. 2 y SEQ ID No. 5.

Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la
reivindicacién 1, caracterizado porque dicho
anticuerpo se selecciona del grupo gue consiste de:

1. un anticuerpo monoclonal que comprende 1los
residuos 21-239 de 1la SEQ ID No. 6; y los
residuos 20-474 de la SEQ ID No. 7;

ii. un anticuerpo monoclonal que comprende los
residuos 21-239 de la SEQ ID No. 6; vy los

residuos 20-474 de la SEQ ID No. 8;

006790
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iii. un anticuerpo monoclonal que comprende la SEQ
ID No. 6; y SEQ ID No. 7; vy
iv. un anticuerpo monoclonal que comprende la SEQ

ID No. 6; y SEQ ID No. 8;

5. El anticuerpo monoclonal de acuerdo con una de las
reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque dicho
anticuerpo monoclonal se une a dicho antigeno CD40

humano con una afinidad (Kp) de al menos 107° M.

6. El1 anticuerpo monoclonal de acuerdo con la
reivindicacién 5, caracterizado porque dicho
anticuerpo monoclonal se une a dicho antigeno CD40

humano con una afinidad (Kp) de al menos 1078 M.

7. E1L anticuerpo monoclonal de acuerdo con la
reivindicacién 1, en donde dicho anticuerpo
monoclonal es un fragmento enlazante de antigeno de
un anticuerpo monoclonal, en donde dicho fragmento se
une especificamenté a dicho antigeno CD40 humano vy
caracterizado porque dicho fragmento se selecciona
del grupo que consiste de un fragmento Fab, un
fragmento F(ab’),, un fragmento Fv y un fragmento Fv

de cadena sencilla.

8. El anticuerpo monoclonal de acuerdo con cualquiera de

las reivindicaciones precedentes, caracterizado

RS
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10.

11.

porque dicho anticuerpo monoclonal es producido en

una linea de célula CHO.

Una molécula de &cido nucleico recombinante que
codifica un anticuerpo monoclonal de cualquiera de

las reivindicaciones 1, 2, 3, 4 y 7.

La linea de <célula de hibridoma que produce el
anticuerpo monoclonal de cualqgquiera de las

reivindicaciones 1 a 4.

Una composicidn farmacéutica que comprende un
anticuerpo monoclonal anti-CD40 de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en deonde
dicha composicién es una formulacidén farmacéutica
liquida que tiene un pH de 5.0 a 7.0, vy dicha
formulacién comprende un amortiguador a una
concentracién de 1ImM a 50 M, en donde dicho
amortiguador es un &cido o una sal del mismo
seleccionado del grupo que consiste de ééido
succlnico o succinato, &acido citrico o citrato,.écido
acéticq o acetato, &cido tartarico o tartrato, &cido
fosférico o fosfato, 4&acido glucdénico o gloconato,
acido glutdmico o glutamato, acido aspirtico o
aspartato, acido maléico o maleato y &cido méalico o

malato.

nnp- =~
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12.

13.

14.

15.

l6.

17.

La composicién farmacéutica de la reivindicacidén 11,
en donde dicha formulacién comprende cloruro de sodio

a una concentracién de 50 mM a 300 mM.

La composicidén farmacéutica de la reivindicacidén 12,
en donde dicho cloruro de sodio estad presente es

dicha formulacidén en una concentracidén de 150 mM.

La composicidén farmacéutica de una cualquiera de las
reivindicacicnes 11 a 13, en donde dicho amcortiguador
se selecciona del grupo que consiste de

amortiguadores de succinato, citrato, y de fosfato.

La composicidén farmacéutica de la reivindicacién 14,
en donde dicho amortiguador es succinato de sodio o
citrato de sodio en una concentracién de desde 5 mM

hasta 15 mM.

La composicién farmacéutica de cualquiera de las
reivindicaciones 11 a 15, en donde dicha formulacién
comprende adicionalmente un fensoactivo en  una
cantidad de desde 0.001% hasta 1.0% y en donde dicho

tensocactivo es polisorbato 80 ¢ polisorbato 20.

La composicidn farmacéutica de la reivindicacién 16,
en donde dicho tensoactivo es polisorbato 80 y el
cual estd presente en dicha formulacidén en una

cantidad de desde 0.001% hasta 0.5%.

006273



Industria v Comercio
SUPERINTENDENCIA

Espacio reservado para el adhesivo de radicacién

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
CONVERSION, DIVISION Y FUSION DE SOLICITUDES

1. Identificaciéon del Tramite

]
Patente de Invencién

[ Patente de Modelo de Utilidad
I:l Registro de Disefio Industrial

Conversién

Divisién

[] Fusién

[ ] Esquema de Trazado de Circuitos Integrados

2. Datos del solicitante

Persona Natural L—_|
CHIRON CORPORATION

Persona Juridica

Nombre o denominacion / Nombre o razén social

Nombre del representante legal
Tipo de empresa

Micro [ ]

Documento de identificacién:

Pequefia[ ]
[Jcc [JcE [NIT [Jotro

Mediana [__|

Numero

Otra |:|

Nacionalidad/Pais de constitucion Direccion del titular

Ciudad

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

4560 Horton Street, Emeryville, CA 94608-2916

EMERYVILLE

Direccién electrénica No. Fax

Numero telefonico

Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las
comunicaciones sean enviadas a través de la direccién de correo electrénico

3. Datos del apoderado:

RODRIGUEZ D’ALEMAN DILIA MARIA

C.C. 41.654.882

20824 CSJ

Apellidos y Nombre

Documento de identificacion

Tarjeta profesional

Direccién y domicilio

Ciudad

Carrera 11 No. 86-53, Piso 6, Bogota D.C., Colombia

Bogota D.C.

Direccién electrénica No. Fax

Numero telefénico

clarkemodet@clarkemodet.com.co 6350824

6181088

En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adefanten ante la Delegatura de Propiedad Industrial, sirvase indicar el nimero de su radicacion

o protocolo de poder general

UUu ¢
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4. Datos del tramite
CONVERSION DIVISION FUSION
Expediente Expediente Expediente
06-054.042A

De: De: De:

A A A
5. Comprobante de Pago No___ Fecha 09/05/2012
6. Anexos

x | Comprobante de pago de la tasa para la presentacién de la correccion y/o modificacion
Poder, si fuere el caso con el que se acredita la representacion

Numero de documento que ordena la comision o fusién o division

Documento que contiene la conversion, division o fusion de la solicitud

Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético

7. Firma

Nombre y apellidos

. Y
@ AbFr
DILIA MARIA RODRIGUEZ D’ALEMAN
I*hfha \\ !

C.C. 41.654.882 : Tarjeta Profesional 20824 CSJ

PI02-FO5 vr6 (2012-04-19)




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

|
|
|

No. 12 - 0045757

:

Bogota D.C., Mayo 09 de 2012 - 14:56:40 )

RECIBIDO DE : CLARKE MODET NI 830.008.643
*** Soporte del Pago ***
; TIPO PAGO BANCQO CUENTA No. PAGQO FECHA PAGO VR PAGQO
‘ RECIBO DE CA 999999999 39166 23/04/2012 100.000.00
RECIBO DE CA 999999999 44903 07/05/2012 22.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
1 50005-01-03 CAMBIO DE MODALIDAD Y MODlFlCAclon%ﬁuTr\lRmflsTAEc/l%%gggﬁaccuON A SOLICITUD 120.000.00 120.000.00
e e e $120.000.00
‘o ==s==c=s========zz=s=z==sostossssss
l
|
| SON:**CIENTO VEINTE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
Resportsyble:
Recibo de'Caja Aplicado al Expediente No.
i
i
|
1

. Mayo 9 de 2012 - 14:56:42

SUPERINTENDENCIA DE IND

g f
i

JOMEERET L

"'No. 06-05404

Tra. 11 PATENTEIYH
Act. 523 RESPUESTA

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

USTRIAY CCMERCIO
AR

2. .00011-0000
Fecha: 2012-05-09 15:25:41

Eve: 378 FASENACIONALI
Folios: 265

i
it

Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
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Industria y Comercm
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SUPERINTENDENCIA

SOLICITUD
PATENTE DE INVENCION

21. EXPEDIENTE No. 06-054.042A

TITULO: ANTICUERPOS ANTAGONISTAS ANTI-CD40
MONOCLONALES Y METODOS PARA SU USO

CLASIFICACION INTRNACIONAL C07K 16/00

. SOLICITANTE: CHIRON CORPORATION

DOMICILIO: EMERYVILLE, ESTADO DE
CALIFORNIA, ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

. APODERADO DILIA RODRIGUEZ D’ALEMAN

. BOGOTA, D.C.




Espacio reservado para el adhesivo de radicacién

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES 06-054.042A
SOLICITUD FASE NACIONAL - PCT
Patente de invencion Patente de Modelo de Utilidad
1 | TIPO DE SOLICITUD % Capitulo | SCapitulo -
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/US2004/037152 Fecha 4 de Noviembre de 2004
Publicacién Internacional No. WO 2005/044854 A2 Fecha 19 de Mayo de 2005

3 ’ TITULO DE LA INVENCION (200 caracteres o espacios maximos)

Anticuerpos Antagonistas Anti-CD40 Monoclonales y Métodos para su Uso

4 I CLASIFICACION INTERNACIONAL (CIP) CO7K 16/00

5 I SOLICITANTE (S) [[J Esta persona también es inventor. Para datos adicionales utilizar hoja de informacion complementaria
APELLIDOS O RAZON SOCIAL NOMBRE IDENTIFICACION TIPO
CHIRON CORPORATION

6 I DATOS DEL SOLICITANTE

DIRECCION: 4560 Horton Street, No. TELEFONO:
Emeryville, CA 94608-2916

CORREO ELECTRONICO:
CIUDAD: Emeryville

LUGAR DE CONSTITUCION: Estado de
PAIS DE RESIDENCIA: Estados Unidos California, Estados Unidos de América
de América

INVENTOR (ES) VER HOJA DE INFORMACION COMPLEMENTARIA PCT

APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD

2}

DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO:

8 ’ DATOS INVENTOR (ES)

PA[S RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
1.

2.

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

[] Los demés solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja a continuacion.

9 [ [JREPRESENTANTE LEGAL [X] APODERADO

APELLIDOS NOMBRES IDENTIFICACION
RODRIGUEZ D'ALEMAN DILIA MARIA C.C.41.654.882  T.P.20824 CSJ
DIRECCION  Carrera 11 No. 86-53, Piso 6 No. TELEFONO 6181088
, CORREO
CIUDAD Bogota D.C. ELECTRONICO clarkemodet@clarkemodet.com.co
, No. RADICACION DE
PAIS Colombia PROTOCOLO DE PODER
GENERAL

10 | DECLARACIONES DE PRIORIDAD Xs1 JNO

(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS (31)NUMERO | (32) FECHA AAA/MM/DD
" Estados Unidos de América US 60/517,337 2003/11/04
2. Estados Unidos de América UsS 60/525,579 2003/11/26

3. Estados Unidos de América UsS 60/565,710 04/Q4
e




11 DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biolégicos de los que cualquiera de los paises miembros de
la Comunidad Andina es pais de origen.

Os! Ono

Nota: En caso afirmative debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o certificado o nimero de registro,
expedido por la Autoridad competente.

12 DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades indigenas, afroamericanas o locales
de paises miembros de la Comunidad Andina.

Ost On~o

Nota: En caso afirmativo deber4 anexar la licencia o autorizacién de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o ndmero de registro expedido por
la Autoridad competente.

13 REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econémicos para presentar la solicitud de patente.
st gnNo

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccién de tasas a que se refiere la resolucién vigente
en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

Micro, pequefias y medianas empresas |:|
Universidades piblicas o privadas ]
Entidades sin &nimo de lucro D

Debe aportar los documentos que se indican en el numeral 17 de anexos

14 | AUTORIZACION DE NOTIFICACION EN LiNEA Ost ONo

Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electrénicos para las notificaciones en linea a través de Internet de
los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y Comercio que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el
servicio de notificacion a través de internet.

15 | COMPROBANTE DE PAGO O PAGO ELECTRONICO N° 12-0043376 Fecha 03/05/2012
420745‘?‘3;2 @S- (2

16 FIRMA DEL APODERADO :

TN

/ O%
ARIA RODRIGUEZ D’ALEMAN
C.C. 41.654.882 T.P.2 824 CcsJ

17 ANEXOS
Documentacién Técnica Documentacion Juridica
Solicitud Internacional en castellano 9. [ Poderes, si fuera el caso. .
10. [J Documento que legalmente pruebe la cesién del
ineid ; i I solicitante o a su causante.
1. [ Descripcion Ne de folios: 209 Inventor a
2. [ Reivindicaciones N° Reivindicaciones: 25 1. [ Copia del contrato de acceso de recursos
’ o N° folios: 16 ’ genéticos o productos  derivados, certificado o
3. [ Dibujos yio figuras olios: namero de registro, si fuera el caso.
4. [X Resumen. 12. [ Copia de la licencia o autorizacion de
5. [ Certificado de depésito de material biolégico si fuera el caso. Con.ocimientos _ . Tradicionales,
6. [ Listado de secuencias de nucleétidos y/o aminoacidos en forma digital si fuera el caso. certificado o niimero de registro, si fuera el caso.
7. [ Arte final 12 x 12. 13. Reduccién de tasas
8. [J Anexo formato digital Micro, pequeias o medinas empresas

[ Copia simple de 1a declaracién de renta del afio
inmediatamente anterior, o en su defecto prueba documental
idonea.

[J Documento de constancia de cumplimiento con lo
establecido en
la ley 905 de 2004.
Universidades piblicas o privadas
[ Copia acto de reconocimiento institucional
emitido por el
Ministerio de Educacién
Entidades sin animo de lucro
[ Copia de registro vigente en Cadmara de comercio.
] Hoja de informacion complementaria
[0 Otros, especificar
14, [X) Comprobante de pago de la tasa de presentacion
de la solicitud.
15. [J Comprobante de pago por reivindicacién de
prioridad.
16. [0 Comprobante de pago de la tasa por concepto de
excedente de palabras en la publicacion.
17. [ Comprobante de pago por reivindicacion

adicional a 10.

P-3336




Industria v Comercio

SUPERINTENDENCIA [ HOJA DE INFORMACION COMPLEMENTARIA PCT }

ANEXO INVENTORES

1) LONG, Li
(P.O. Box 8097, Emeryville, CA 94662-8097, Estados Unidos de América);

2)) LUQMAN, Mohammada
(P.O. Box 8097, Emeryville, CA 94662-8097, Estados Unidos de América);

3.) YABANNAVAR, Asha
(P.O. Box 8097, Emeryville, CA 94662-8097, Estados Unidos de América);

4.) ZAROR, Isabel
(P.O. Box 8097, Emeryville, CA 94662-8097, Estados Unidos de América);

S.) CHEN, Bao-Lu
(P.O. Box 8097, Emeryville, CA 94662-8097, Estados Unidos de América);

6.) LU, Xiaofeng
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ANTICUERPOS ANTAGONISTAS ANTI-CD40 MONOCLONALES Y METODOS

PARA SU USO

CAMPO DE LA INVENCION

La invencidén se relaciona con anticuerpos humanos capaces de
unirse a CD40, métodos de uso de los anticuerpos y métodos para
el tratamiento de enfermedades mediadas por la estimulacidén de la
seflalizacién CD40 sobre células que expresan CD40.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las células B 3juegan un papel importante durante la
respuesta inmune normal in vivo. Un antigeno extrafio se unira a
las inmunoglobulinas de superficie sobre las células B
especificas, disparando una cadena de eventos que incluyen
endocitosis, procesamiento, presentacién de péptidos procesados

' sobre las moléculas MHC-clase II, y sobre regulacién de antigeno
B7 sobre la superficie de la célula B. Una célula T especifica se
une entonces a la célula B por via del reconocimiento del
receptor de célula T (TCR) del antigeno procesado presentado
sobre la molécula MHC-clase II. La estimulacién a través del TCR
activa la célula T e inicia la produccién de citocina de célula
T. Una segunda sefial que activa adicionalmente la célula T es una
interaccién entre el antigeno CD28 sobre las células T y el
antigeno B7 sobre las células B. Cuando se reciben las sefales

anteriormente mencionadas, el ligandec CD40 (CD40L o CD154), que
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no se expresa sobre las células T humanas de descanso, sobre

reguladas sobre la superficie de célula T. La unién del ligando
CD409 al antigeno CD40 sobre la superficie de célula B estimula
la célula B, originando que la célula B madure en una célula de

plasma que secreta altos niveles de inmunoglobulina soluble.

El CD40 es un antigeno de superficie de célula de 55 kDa
presente sobre la superficie tanto de células B humanas normales
como neoplasicas, células dendriticas, células que presentan
antigeno (APC), células endoteliales, células monociticas y
epiteliales. Las células transformadas de los pacientes con
linfomas de célula B de bajo y alto grado, leucemia linfoblastica
aguda de célula B, mieloma miltiple, leucemia linfocitica crénica
y enfermedad de Hodgkin expresa CD40. La expresién de CD40
también se detecta en dos tercios de los casos de leucemia
mieloblésticas aguda y 50% de los linfomas relacionados con SIDA.
Las células B malignas provenientes de varios tumores de linaje
de célula B expresan un alto grado de CD40 Y parecen depender

sobre la serializacién CD40 para supervivencia y proliferacién.

Los linfomas de célula B inmunoblésticos surge
frecuentemente en individuos inmunocomprometidos tales como
receptores de aloinjerto y otros que reciben terapia
inmunosupresora de largo plazo, pacientes de SIDA, y pacientes
con sindrome de inmunodeficiencia primaria tales como el sindrome

linfoproliferativo ligado a X o el sindrome Wiscott-Aldrich

POHTIRD
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(Thomas et al. (1991) Adv. Cancer Res. 57: 329; Straus et

al. (1993) Ann. Intern. Med. 118: 45).

El antigeno CD40 estd relacionado con el receptor del factor
de crecimiento nervioso humano (NGF), el receptor de factor alfa
de necrosis tumoral (TNF-a), y Fas, sugiriendo que el CD40 es un
receptor para wun ligando con funciones importantes en la
activacién de la célula B. La expresién del CD40 sobre los APC
juegan un papel co-estimulatorio importante en la activacién
tanto de los ayudantes T como de los linfocitos T citotdéxicos. El
receptor CD40 se expresa sobre las células T activadas, las
plaquetas activadas, y las células musculares lisas vasculares
inflamadas. Los receptores CD40 también se pueden encontrar sobre
los eosinofilos, las membranas sinoviales en artritis reumatoide
los fibroblastos dérmicos, y otros tipos de célula no linfoide.
La unidén de CD40L al receptor de CD40 estimula la proliferacién y
diferenciacién de célula B, la produccién de anticuerpo, la

conmutacién de isotipo, y la generacién de memoria de célula B.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

Las composiciones y métodos se suministran para el
tratamiento de enfermedades mediadas por la estimulaciédn de
seflalizacién CD40 sobre células que expresan CD40, incluyendo
linfomas, enfermedades autoinmunes, y rechazos por transplante.
Las composiciones incluyen anticuerpos monoclonales capaces de

unirse al antigeno CD40 humano localizado sobre la superficie de
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una célula que expresa CD40 humano, en donde la unién evita el
crecimiento o la diferenciacién de la célula. Las composiciones
también incluyen anticuerpos monoclonales capaces de unirse
especificamente al antigeno CD40 humano expresado sobre la
superficie de una célula que expresa CD40 humano, dicho
anticuerpo monoclonal esta libre de actividad agonista
significativa, en donde la administracién de dicho anticuerpo
monoclonal da como resultado significativamente menos volumen
tumoral que una concentracién similar de anticuerpo monoclonal
anti-CDD20 quimérico IDEC-C2B8 en un modelo de etapas de tumor de
xenoinjerto de ratén desnudo utilizando la 1linea celular de
linfoma de célula B humana Daudi. Las composiciones también
incluyen fragmentos de unién de antigeno de estos anticuerpos
monoclonales, lineas de célula de hibridoma que producen estos
anticuerpos, y moléculas de acido nucleico aisladas que codifican
las secuencias de aminodcidos de estos anticuerpos monoclonales.
La invencidén incluye ademds composiciones farmacéuticas que
comprenden estos anticuerpos anti-CD40 en un portador

farmacéuticamente aceptable.

Se suministran métodos para prevenir o tratar una enfermedad
mediada por la estimulacién de sefializacién CDA40, que comprende
tratar el paciente con un anticuerpo anti-CD40 o un fragmento de
unién de antigeno de este que estd libre de actividad sin
agonista significativo cuando se une a un antigeno CD40 sobre una
célula que expresa CD40 humano. Las enfermedades mediadas por la

estimulacién de las células que expresan CD40 incluyen
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enfermedades autoinmunes, céanceres, y rechazos de injerto de
érgano y tejido. Los linfomas que se pueden tratar o prevenir por
un método de la presente invencién incluyen linfomas no-Hodgkin
(linfomas de alto grado, linfomas de grado intermedio, y linfomas
de bajo grado), enfermedad de Hodgkin, leucemias linfoblasticas
agudas, mielomas, leucemias linfociticas crbénicas, y leucemias

mielobldsticas.

Las enfermedades autoinmunes particulares contempladas para
el tratamiento que utiliza los métodos de la invencién inclu?e
lupus sistémico eritematoso (SLE), artritis reumatoide,
enfermedad de Crohn, soriasis, purpura trombocitopénica
autoinmune, esclerosis multiple, espondilitis anquilosante,
miastenia gravis, y penfigus vulgaris. Tales anticuerpos también
se pueden utilizar para evitar el rechazo de un érgano y el
injerto de tejido al suprimir las respuestas autoinmunes, para
tratar linfomas al privar a los linfocitos B malignos de sefal
activante suministrada por el CD40, y suministrar toxinas a las

células que llevan CD40 de una manera especifica.

Se suministran métodos para inhibir el crecimiento,
diferenciacién, y/o la proliferacidén de células B humanas y para
inhibir la produccién de anticuerpo mediante células B en un
paciente humano, como son los métodos para inhibir el crecimiento
de células cancerigenas de un linaje de célula B. Los métodos
para identificar anticuerpos que tengan actividad antagonista

hacia células que expresan CD40 también se suministran.
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Los anticuerpos monoclonales descritos aqui tienen una
fuerte afinidad por el CD40 y se caracteriza por una constante de
equilibrio de disociacién (Kp) de al menos 107° M, preferiblemente
al menos 1077 M a aproximadamente 10%® M, m{as preferiblemente al
menos 107® M a aproximadamente 107 M. Los anticuerpos
monoclonales y los fragmentos que se unen a antigeno de este que
son adecuados para uso en los métodos de la invencién son capaces
de unirse especificamente a un antigeno CD40 humano expresado
sobre la superficie de una célula humana. Ellos estdn libres de
actividad agonista significativa pero exhiben actividad
antagonista cuando se unen a un antigeno CD40 sobre células
humanas. En wuna modalidad, el anticuerpo anti-CD40 o 1los
fragmentos de estos exhiben actividad antagonista cuando se unen
a un antigeno CD40 sobre células B humanas normales. En otra
modalidad, el anticuerpo anti-CD40 o fragmentos de estos exhiben
actividad antagonista cuando se unen al antigeno CD40 sobre
células B humanas malignas. Los anticuerpos monoclonales
adecuados tiene regiones constantes humanas; preferiblemente
ellas también tiene regiones de estructura completa o
parcialmente humanizada; y mé&s preferiblemente son anticuerpos
completamente humanos o fragmentos que se unen a antigeno de
estos. Los ejemplos de tales anticuerpos monoclonales son 1los
anticuerpos designados aqui como CHIR-5.9 y CHIR-12.12; Los
anticuerpos monoclonales producidos mediante las lineas de célula
de hibridoma designadas 131.2F8.5.9 (denominadas aqui como 1la

linea celular 5.9) y 153.8E2.D10.D6.12.12 (denominada aqui como
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linea celular 12.12); un anticuerpo monoclonal que comprende una

secuencia de aminoadcidos seleccionada del grupo que consiste de

la secuencia mostrada en la ID de SEC No.: 6, la secuencia
mostrada en la ID de SEC No.: 7, la secuencia mostrada en la ID
de SEC No.: 8, ambas secuencias mostradas en la ID de SEC No.: 6

y la ID de SEC No.: 7, y ambas secuencias mostradas en la ID de
SEC No.: 6, y ID de SEC No.: 8; un anticuerpo monoclonal que
comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que
consiste de la secuencia mostrada en la ID de SEC No.: 2, 1la
secuencia mostrada en la ID de SEC No.: 4, la secuencia mostrada
en la ID de SEC No.: 5, ambas secuencias mostradas en la ID de
SEC No.: 2 y la ID de SEC No.: 4, y ambas secuencias mostradas en
la ID de SEC No.: 2, y ID de SEC No.: 5; un anticuerpo monoclonal
que comprende una secuencia de aminocacidos codificada por una
molécula de 4&cido nucleico que comprende una secuencia de
nucleétido seleccionada del grupo que consiste de la secuencia
mostrada en la ID de SEC No.: 1, la secuencia mostrada en la ID
de SEC No.: 3, y ambas secuencias mostradas en la ID de SEC No.:
1, y ID de SEC No.: 3; los fragmentos que se unen a antigeno de
los anticuerpos monoclonales que retiene la capacidad de unirse
especificamente al CD40 humana, y que estan libres de actividad
agonista significativa pero exhiben actividad antagonista cuando
se unen al antigeno CD40 sobre células humanas. Ejemplo de tales
anticuerpos monoclonales también incluyen un anticuerpo
monoclonal que se une a un epitopo capaz de unirse al anticuerpo
monoclonal producido por la linea celular de hibridoma 12.12; un

anticuerpo monoclonal que se une a un epitopo que comprende los
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residuos 82-87 de la secuencia de aminodcido mostrada en la ID de
SEC No.: 10 o la ID de SEC No.: 12; un anticuerpo monoclonal que
compite con el anticuerpo monoclonal CHIR-12.12 en un ensayo de
unioén competitivo; y un anticuerpo monoclonal que es un fragmento
que se une a antigeno del anticuerpo monoclonal CHIR-12.12 o
cualquiera de los anticuerpos monoclonales anteriores, donde el
fragmento retiene 1la capacidad de unirse especificamente al
antigeno CD40 humano. Aquellos expertos en la técnica reconocen
que los anticuerpos antagonistas y los fragmentos que se unen a
antigenos de estos anticuerpos descritos aqui incluyen
anticuerpos de fragmentos gue se unen a antigeno de estos que son
producidos recombinantemente utilizando métodos bien conocidos en
la técnica y descritos aqui adelante, e incluyen, por ejemplo,
anticuerpos monoclonales CHIR-5.9 vy CHIR-12.12 que han sido

recombinantemente producidos.

En una modalidad de la invencién, los métodos de tratamiento
comprenden administrar a un paciente una dosis terapéuticamente
efectiva de una composicidn farmacéutica que comprende
anticuerpos anti-CD40 antagonistas adecuados o fragmentos que se
unen a antigeno de estos. Una dosis terapéuticamente efectiva del
anticuerpo anti-CD40 o un fragmento de este estd en el rango
desde aproximadamente 0.01 mg/kg a aproximadamente 40 mg/kg,
desde aproximadamente 0.01 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg,
desde aproximadamente 0.1 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, desde
aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, desde

aproximadamente 3 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, desde
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aproximadamente 3 mg/kg a aproximadamente 25 mg/kg, desde
aproximadamente 3 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg, desde
aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg, o desde
aproximadamente 7 mg/kg a aproximadamente 12 mg/kg. Se reconoce
que el método de tratamiento puede comprender una administracién
simple de una dosis terapéuticamente efectiva o) una
administracién miltiple de una dosis terapéuticamente efectiva
del anticuerpo antagonista anti-CD40 o de un fragmento de unién

de antigeno de este.

Los anticuerpos antagonistas anti;CD4O identificados aqui
por ser adecuados para uso en los métodos de la invencién se
pueden modificar. Las modificaciones de estos anticuerpos
antagonistas anti-CD40 inciuyen, pero no estdn limitados a,
anticuerpos quiméricos anti-CD40 inmunolégicamente activos,
anticuerpos humanizados anti-CD40, vy anticuerpos anti-CD40 de

murino inmunoldgicamente activos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra la unidén de los anticuerpos monoclonales
CHIR-5.9 y CHIR-12.12 a CD40 sobre la superficie de linea celular

de linfoma (Ramos).

Las figuras 2A y 2B ilustran las propiedades de unién de los
anticuerpos monoclonales anti-CD40 CHIR-5.9 y CHIR-12.12 con

relacién al ligando CD40. La figura 2A muestra que la unidén de
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los anticuerpos monoclonales CHIR-5.9 y CHIR-12.12 al CD40 de la
superficie celular evita la unién de CD40-ligando subsecuente. La
figura 2B muestra que los anticuerpos monoclonales CHIR-5.9 vy
CHIR-12.12 pueden competir fuera de ligando CD40 preunido al CD40

de superficie celular.

Las figuras 3A vy 3B muestran actividad ADCC de los
anticuerpos monoclonales candidatos CHIR-5.9 y CHIR-12.12 contra
células cancerigenas ©provenientes de nodos linféaticos de
pacientes con linfoma no Hodgkin (NHL) . Las células NK
enriquecidas provenientes de un donador voluntario normal frescas
después de aislamiento (figura 3A) o después de cultivar durante
toda la noche a 37° C (figura 3B) fueron utilizadas como células
efectuadoras en este ensayo. Como las células NHL también
expresan CD20, el antigeno objetivo para rituximab (Rituxan®),
actividad ADCC del candidato mAbs se compara con aquella del

rituximab.

La figura 4 demuestra actividad anti-tumoral in vivo de los
anticuerpos monoclonales CHIR-5.9 y CHIR-12.12 comparados con
aquellos del rituximab utilizando un modelo sin etapas de linfoma

de célula B de xenoinjerto de ratdén desnudo (Namalwa).

La figura 5 demuestra actividad anti-tumoral in vivo de
anticuerpos monoclonales CHIR-5.9 y CHIR-12.12 comparados con

aquellos del rituximab que utiliza un modelo de no etapas de
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linfoma de célula B de xenoinjerto de ratdén desnudo (Daudi). RC

resistencia a ataque tumoral.

La figura 6 demuestra actividad anti-tumoral in vivo de los
anticuerpos monoclonales CHIR-5.9 y CHIR-12.12 comparados con
aquellos de rituximab que utilizan un modelo de etapas de linfoma
de célula B de xenoinjerto de ratdédn desnudo (Daudi). CR regresidn

completa.

La figura 7 muestra el protocolo utilizado para determinar
el numero de moléculas CD20 y CD40 sobre las células Namalwa vy

Daudi.

La figura 8 muestra el ADCC comparativo del mAb CHIR-12.12 y

rituximab contra las células de linfoma Daudi.

La figura 9 establece las secuencias de aminodcido para las
cadenas ligera y pesada del mAb CHIR-12.12. Las regiones lider
(residuos 1-20 de la ID de SEC No.: 2), variable (residuos 21-132
de la ID de SEC No.: 2), y constantes (residuos 133-239 de la ID
de SEC No.: 2) de la cadena ligera se muestran en lé figura 9A.
Las regiones 1lider (residuos 1-19 de la ID de SEC No.: 4),
variable (residuos 20-139 de la ID de SEC No.: 4), y constantes
(residuos 140-469 de la ID de SEC No.: 4) de la cadena pesada se
muestran en la figura 9B. La regidén constante alternativa para la
cadena pesada del mAb del CHIR-12.12 mostrado en la figura 9B

refleja una sustitucidén de un residuo de serina por el residuo de
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alanina en la posicidén 153 de la ID de SEC No.: 4. La secuencia

completa de esta variante de la cadena pesada del mAb CHIR-12.12

se estables en la ID de SEC No.: 5.

La figura 10 muestra las secuencias de codificacién de la
cadena ligera (figura 10A; ID de SEC No.: 1) y cadena pesada

(figura B; ID de SEC No.: 3) para el mAb CHIR-12.12.

La figura 11 establece las secuencias de aminocdcido para las
cadenas ligera y pesada del mAb CHIR-5.9. Las regiones lider
(residuos 1-20 de la ID de SEC No.: 6), variable (residuos 21-132
de la ID de SEC No.: 6), y constantes (residuos 133-239 de la ID
de SEC No.: 6) de la cadena ligera se muestran en la figura 11A.
Las regiones lider (residuos 1-19 de la ID de SEC No.: 7),
variable (residuos 20-144 de la ID de SEC No.: 7), y constantes
(residuos 145-474 de la ID de SEC No.: 7) de la cadena pesada se
muestran en la figura 11B. La regidén constante alternativa para
la cadena pesada del mAb del CHIR-5.9 mostrada en la figura 11B
refleja una sustitucién de un residuo serina por el residuo de
alanina en la posicién 158 de la ID de SEC No.: 7. La secuencia

completa para esta variante de la cadena pesada del mAb CHIR-5.9

se estables en la ID de SEC No.: 8.

La figura 12 muestra la secuencia de codificacidén (figura
12A; ID de SEC No.: 9) para la isoforma corta de CD40 humano
(secuencia de aminodcido mostrada en la figura 12B; ID de SEC

No.: 10), y la secuencia codificante (figura :12C; ID de SEC No.:
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11) para 1la 1isoforma larga del <CD40 humano (secuencia ce

aminodcido mostrada en la figura 12D).
La figura 13 muestra temperatura de fusién térmica de CHIR-
12.12 en formulaciones de ©pH diferentes medidas mediante

calorimetria de exploracién diferencial (DSC).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

“Tumor”, como se utiliza aqui, se refiere a todo crecimiento
y proliferacidén de célula neoplésica, sea maligno o benigno, vy

todas las células y tejidos precancerosos y Cancerosos.

Los términos “cancer” y “canceroso” se refieren o describen
la condicién fisioldgica en mamifero que se caracteriza
tipicamente por crecimiento celular no regulado. Ejemplos de

cancer incluyen pero no estdn limitados a linfoma y leucemia.

“Anticuerpos” y “inmunoglobulinas” (Igs) son glicoproteinas
que tienen las mismas caracteristicas estructurales. Aungque los
anticuerpos exhiben especificidad de unién a un antigeno, las
inmunoglobulinas incluyen tanto los anticuerpos como otras
moléculas similares a anticuerpo a los que le falta especificidad
de antigeno. Los péptidos de la uUltima clase son, por ejemplo,
producidos a niveles bajos mediante el sistema de linfa vy niveles

crecientes de mieloma.
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El término “anticuerpo” se utiliza en el sentido mas amplio
y cubre anticuerpos completamente ensamblados, fragmentos de
anticuerpo que se pueden unir a antigeno (por ejemplo Fab’,
F(ab),, Fv, anticuerpos de cadena simple, diacuerpos), y péptidos

recombinantes que comprenden los anteriores.

El término “anticuerpo monoclonal” como se utiliza aqui se
refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacién de anticuerpos
substancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos
individuales que comprenden la poblacién son idénticos excepto
por posibles mutaciones de ocurrencia natural que se pueden

presentar cantidades menores.

“Anticuerpos nativos” y ‘“inmunoglobulinas nativas” son
usualmente glicoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente
150,000 daltons, compuestas de dos cadenas ligeras idénticas (L)
y dos cadenas pesadas idénticas (H). Cada cadena ligera estéa
ligada a una cadena pesada por un enlace disulfuro covalente,
aunque el numero de enlaces disulfuro varia entre las cadenas
pesada de diferentes isotipos de inmunoglobulina. Cada cadena
pesada y ligera tiene también puentes disulfuro intra cadena
regularmente espaciados. Cada cadena pesada tiene en un extremo
un dominio de variable (Vy) seguido por un nuUmero de dominios
constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable en un
extremo (Vi) y un dominio constante en el otro extremo; el
dominio constante de la cadena ligera se alinea con el primer

dominio constante de la cadena pesada, y el dominio de variable

PORTL2
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de cadena ligera se alinea con el dominio variable de la cadena
pesada. Los residuos de aminodcido particulares se cree que
forman wuna interfase entre los dominios variables de cadena

ligera y pesada.

El término “variable” se refiere al hecho de que ciertas
porciones de los dominios variables difieren extensivamente en
secuencia entre los anticuerpos y son utilizados en la unidn y
especificidad de cada anticuerpo particular por su antigeno
particular. Sin embargo, la variabilidad no estéd homogéneamente
distribuida a través de los dominios variables de los
anticuerpos. Este se concentra en tres segmentos denominados
regiones determinantes de complementariedad (CDR) o regiones
hipervariables ambas en los dominios variables de cadena ligera y
cadena pesada. Las porciones méas altamente conservadas de los
dominios variables son denominadas las regiones de estructura
(FR). Los dominios variables de las cadenas pesada y ligera
nativas comprende cada una cuatro regiones FR, que adoptan
largamente una configuracién de lamina B, conectadas por tres CDR
que forman aros conectantes, en algunos casos formando parte de
la estructura de lamina B. Los CDR en cada cadena son mantenidos
juntos en proximidad cercana por las regiones FR y, con los CDR
provenientes de otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio
de unidén de antigeno de los anticuerpos (ver Kabat et al. (1991)

NIH Publ. No. 91-3242, Vol. paginas 647-669).
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Los dominios constantes no se involucran directamente en la
unién de un anticuerpo a un antigeno, sino que exhiben varias
funciones efectuadoras, tales como la unidén de receptor Fc (FcR),
participacién del anticuerpo en toxicidad celular dependiente del
anticuerpo, opsonizacién, iniciacién de citotoxicidad dependiente

de complemento, y desgranulacién de célula méstil.

El término “regidén hipervariable” cuando se utiliza aqui se
refiere a los residuos de aminodcido de un anticuerpo que son
responsables por la unidén de antigeno. La regidén hipervariable
comprende los residuos de aminocdcido provenientes de una “regidn
determinante de complementariedad” o “CDR” (es decir, los
residuos 24-34 (L1), 50-56 (L2), y 89-97 (L3) en el dominio
variable de cadena ligera y 31-35 (H1l), 50-65 (H2), y 95-102 (H3)
en el dominio variable de cadena pesada; Kabat et al (1991)
Secuences of Proteins of Innunological Interest (5th ed. Public
Health Service, National Institute of Health, Bethesda, MD) y/o
aquellos residuos provenientes de un “aro hipervariable” es decir
los residuos 26-32 (L1l), 50-52 (L2), y 91-96 (L3) en el dominio
variable de cadena ligera y 26-32 (H1), 53-55 (H2), y 96-101 (H3)
en el dominio variable de cadena pesada; Clothia and Lesk (1987)
J. Mol. Biol. 196: 901-917). “Estructura” o residuos “FR” son
aquellos residuos de dominio variable diferentes de los residuos

de regidn hipervariable.

“Fragmentos de anticuerpo” comprenden una porcidén de un

anticuerpo intacto, preferiblemente la unidén de antigeno o la
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regidén variable del anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmento de
anticuerpo incluyen Fab, Fab’, F(ab’),, y los fragmentos Fv;
diacuerpos; Anticuerpos lineales (Zapata et al. (1995) Protein
Eng 8 (10): 1057-1062); Moléculas de anticuerpo de cadena simple;
y anticuerpos multiespecificos formados de fragmentos de
anticuerpo. La digestién de papaina de los anticuerpos produce
dos fragmentos de unién de antigeno idénticos, denominados
fragmentos ™“Fab”, cada uno con un sitio de unidén de antigeno
simple, y un fragmento “Fc” residual, cuyo nombre refleja su
capacidad para cristalizar facilmente. El tratamiento de pepsina
produce un fragmento F(ab’)2 que tiene dos sitios de combinacién

de antigeno y es capaz de reticular antigeno.

“Fv” es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un
reconocimiento de antigeno completo y sitio de unién. En las
especies Fv de dos cadenas, estd regidén consiste de un dimero de
un dominio variable de cadena pesada y uno de cadena ligera en
asociacidén estrecha, no covalente. Unas especies Fv de cadena
simple, un dominio variable de cadena pesada y uno de cadena
ligera se pueden ligar covalentemente mediante un ligador de
péptido flexible de tal forma que las cadenas ligera y pesada
puedan asociarse en una estructura “dimérica” andloga a aquella
en especies Fv de dos cadenas. Es en esta configuracidén que los
tres CDR de cada dominio variable interactuan para definir un
sitio de unidén de antigeno sobre la superficie del dimero Vg-Vi.
Colectivamente, los seis CDR le confieren especificidad de unidn

de antigeno al anticuerpo. Sin embargo, aun un dominio variable
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simple (o la mitad de un Fv que comprende solamente tres CDR
especificos para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer un
antigeno de unién, aunque a una afinidad inferior que el sitio de

unién completo.

El fragmento Fab contiene también el dominio constante de
cadena ligera y el primer dominio constante (Cyzl) de la cadena
pesada. Los fragmentos Fab difieren de los fragmentos Fab’ por la
adicién de unos pocos residuos en el terminal carboxi del dominio
Cul de cadena pesada que incluye una o mads cisteinas provenientes
de la regidén de pivoteo del anticuerpo. El Fab’-SH es la
designacién aqui para Fab’ en la cual el o los residuos de
cisteina del dominio constante llevan un grupo tiol libre. Los
fragmentos de anticuerpo F(ab’)2 originalmente fueron producidos
en pares de fragmentos Fab’ que tiene cisteinas pivote entre
ellas. Otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpo

también son ccnocidos.

Las Y“cadenas ligeras” de los anticuerpos (inmunoglobulinas)
provenientes de cualquier especie de vertebrado se pueden asignar
a dos tipos claramente distintos, denominados kapa (x) y lambda

(N), Dbasados en la secuencia de aminocdcidos de sus dominios

constantes.

Dependiendo de la secuencia del aminodcido del dominio
constante de sus cadenas pesadas, las inmunoglobulinas se pueden

asignar a diferentes clases. Existen cinco clases principales de
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inmunoglobulinas humanas: IgA, IgD, IgE, IgG, E IgM, varias de
estas pueden ser adicionalmente divididas en subclases
(isotipos), por ejemplo, IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, e IgA2. Los
dominios constantes de <cadena pesada que corresponden a
diferentes clases de inmunoglobulina son denominados alfa, delta,
epsilon, gama, y mu, respectivamente. Las estructuras unitarias y
las configuraciones tridimensionales de diferentes clases de
inmunoglobulinas son bien conocidas. Diferentes isotipos tienen
diferentes funciones efectuadoras. Por ejemplo, los isotipos
IgGl, IgG3 humanos median la actividad de citotoxicidad mediada

por célula dependiente de anticuerpo (ADCC).

La palabra “marcador” cuando se utiliza aqui se refiere a un
compuesto detectable o composicidén que estd conjugado directa o
indirectamente al anticuerpo con el fin de generar un anticuerpo
“marcado”. El marcador puede ser detectable por si mismo (por
ejemplo marcadores de radioisdétopo o marcadores fluorescentes) o,
en el caso de un marcador enzimdtico, ©puede <catalizar la
alteracidén quimica de un compuesto o composicidén de sustrato que
es detectable. Los radionuclidos que pueden servir como
marcadores detectables incluyen, por ejemplo, I-131, I-123, I-
125, Y-90, Re-188, Re-186, At-211, Cu-67, Bi-212, y Pd-109. El
marcador también podria ser una entidad no detectable tal como

una toxina.

El término “antagonista” se utiliza en el sentido amplio, e

incluye cualquier molécula que bloquee particular o

y
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completamente, inhiba, o neutralice una actividad bioldgica de un
objetivo nativo descrito aqui o trascripcidén o traduccidén de

este.

“Portadores” como se wutilizan aqui, incluyen portadores
farmacéuticamente aceptables, excipientes o estabilizadores que
sean no toéxicos a la célula o al mamifero que estd siendo
expuesto a este en las dosis y concentraciones empleadas. A
menudo el portador fisioldgicamente aceptable es una solucidn
amortiguada de pH acuoso. Ejemplos de portadores fisioldgicamente
aceptables incluyen amortiguadores tales como fosfato, citrato,
succinato, y otros acidos orgadnicos; antioxidantes que incluyen
dcido ascérbico; polipéptidos de bajo peso molecular (menos de
aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como seroalbumina,
gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tales como
polivinilpirrolidona; aminodcidos tales como glicina, glutamina,
asparagina, arginina o lisina; monosacédridos, disacéridos, vy
otros carbohidratos que incluyen glucosa, manosa, o dextrinas;
agentes quelantes tal como EDTA; alcoholes de azlUcar tales como
manitol o sorbitol; contraiones formadores de sal tales como
sodio; y/o tensosactivos no iénicos tales como TWEEN, polietilen
glicol (PEG), vy Plurdnicos. La administracién “en combinacién

”

con uno © mas agentes terapéuticos adicionales incluye la
administracién simultanea (concurrente) y consecutiva en

cualquier orden.
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Una “célula huésped”, como se utiliza aqui, se refiere a un
microorganismo o a wuna célula eucaridética o linea celular
cultivada como una entidad unicelular que puede ser, o ha sido
utilizada como receptor para un vector recombinante u otros
polinucledtidos de transferencia e incluyen la progenie de la
célula original que ha sido transfectada. Se entiende que la
progenie de wuna célula simple puede no necesariamente ser
completamente idéntica en morfologia o en gendémica al complemento
de ADN total como el padre original, debido a mutacién natural,

accidental o deliberada.

“Células efectuadoras humanas” son leucocitos que expresan
uno o] més FcR y desarrollan funciones efectuadoras.
Preferiblemente, las células expresan al menos FcyRIII y llevan a
cabo funcidén efectuadora de citotoxicidad mediada por célula
dependiente de antigeno (ADCC). Ejemplos de 1leucocitos humanos
que median ADCC incluyen células mononucleares de sangre
periférica (PBMC), células asesinas naturales (NK), monocitos,
macrdfagos, eosinofilos, y neutrofilos, siendo las células PBMC vy
NK las preferidas. Los anticuerpos que tiene actividad ADCC son
tipicamente del isotipo IgGl o IgG3. Nbétese que ademés del
aislamiento de los anticuerpos IgGl e IgG3, tales anticuerpos
mediados por ADCC se pueden hacer mediante ingenieria de una
regidén variable proveniente de un anticuerpo no ADCC o fragmento

de regidén variable a una regidén constante de isotipo IgGl & IgG3.
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Los términos “receptor Fc” o “FcR” son utilizados para
describir un receptor que se une a la regidén Fc ce un anticuerpo.
Los FcR preferidos son los FcR humanos de secuencia nativa. Més
aun, un FcR preferido es uno que se une a un anticuerpo IgG (un
receptor gama) e 1incluye receptores de las subclases FcyRI,
FcyRII y FcyRIII, que incluyen variantes alélicas y formas
alternativamente empalmadas de estos receptores. Los receptores
FcyRII incluyen FcyRIIA (un “receptor activante” y FcyRIIB (un
receptor inhibiente) que tiene secuencias de aminodcidos
similares que difieren en los dominios citoplasmidticos de estos.
El receptor activante FcyRIIA contiene un motivo de actividad
basado en tirosina inmunoreceptora (ITAM) en su dominio
citoplasmatico. El receptor inhibidor FcyRIIB contiene un motivo
de 1inhibicién basado en tirosina inmunoreceptora (ITIM) en su
dominio citoplasmatico (ver Daercon (1997) Annu. Rev. Immunol. 15:
203-234). Los FcRs son revisados en Ravetch y Kinet (1991) Annu.
Rev. Immunol. 9: 457-492 (1991) ; Capel et al. (1994)
Immunomethods 4: 25-34; y de Haas et al. (1995) Lab. Clin. Med.
126: 330-341. Otros FcR, que incluyen aquellos para identificados
en el futuro, estdn comprendidos aqui por el término “FcR”. El
término también incluye el receptor neonatal, FcRn, que es
responsable por 1la transferencia de los IgG maternos al feto
(Guyer et al (1976) J Immunol. 117: 587 and Kim et al. (1994) J.

Immunol, 24: 249 (1994)).

Existen numerosas maneras de hacer anticuerpos humanos. Por

ejemplo, secretar células que pueden ser inmortalizadas mediante
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infeccidén con el virus Epstein-Barr (EBV). Sin embargo, las
células infectadas con EBV son dificiles de clonar y usualmente
producen solo rendimientos relativamente bajos de inmunoglobulina
(James and Bell (1987) Immunol. Methods 100: 5-40). En el futuro,
la inmortalizacidén de células B humanas podria posiblemente ser
lograda al introducir una combinacién definida de genes
transformantes. Tal posibilidad es resaltada por una demostraciédn
reciente de que la expresién de la subunidad catalitica
telomerasa Jjunto con la oncoproteina grande SV40 y el alelo
oncogénico del H-ras da como resultado una conversidn
tumorigénica de células epiteliales y de fibroblasto humanas
normales (Hahn et al. (1999) Nature 400: 464-468). Ahora es
posible producir animales transgénicos (por ejemplo ratones) que
sean capaces, luego de inmunizacién, de producir un repertorio de
anticuerpos humanos en la ausencia de produccién de
inmunoglobulina enddgena (Jakobovits et al. (1993) Nature 362:
255-258; Lonberg and Huszar (1995) Int. Rev. Immunol. 13: 65-93;
Fishwild et al. (1996) Nat. Biotechnol. 14: 845-851; Mendez et
al. (1997) Nat. Genet. 15: 146-156; Green (1999) J. Immunol.
Methods 231: 11-23; Tomizuka et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 97: 722-727; revisado en Little et al. (2000) Immunol. Today
21: 364-370). Por ejemplo, se ha descrito que la supresién
homocigota del gen de regién de unidén de cadena pesada de
anticuerpo (Jy en ratones mutantes quiméricos y de linea germinal
da como resultado la inhibicién completa de la produccidédn de
anticuerpo enddgeno. (Jakobovits et al. (1993) Proc. Natl. Acad.

Sci. USA 90: 2551-2555). La transferencia del arreglo de gen de
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inmunoglobulina de 1linea germinal humana en tales ratones
mutantes de linea germinal en la produccidén de anticuerpos
humancs luego de inoculacién de antigeno (Jakobovits et al.
(1993) Nature 362: 255-258). Mendez et al. (1997) (Nature
Genetics 15: 146-156) ha generado una linea de ratones
transgénicos que, cuando se 1inoculan con un antigeno generan
anticuerpos completamente humanos de alta afinidad. Esto se logra
mediante la integracién de la linea germinal de los locus de
cadena pesada y cadena ligera humancs mega base en ratones con
supresién en el segmento Jy enddgeno como se describid
anteriormente. Estos ratones (tecnologia de XenoMouse® II
(Abgenix; Fremont, California)) albergan 1,020 kb de locus de
cadena pesada humana que contiene aproximadamente 66 genes Vg,
completan las regiones Dy y Jyg, Yy tres diferentes regiones
constantes, y también albergan 800 kb de locus Kk humano gque
contiene 32 genes Vk, segmentos Jk, y genes Cx. Los anticuerpos
producidos en estos ratones se asemejan cercanamente a aquellos
vistos en los humanos en todos los aspectos incluyendo 1la
redisposicién de genes, el montaje y el repertorio. Los
anticuerpos humanos son preferencialmente expresados sobre los
anticuerpos enddgenos debido a la supresién en el segmento
enddgeno que evita la redisposicién del gen en locus de murino.
Tales ratones se pueden inmunizar con un antigeno de interés

particular.

El suero de tales animales inmunizados se puede seleccionar

para reactividad de anticuerpo contra el antigeno inicial. Los

Lom
~y
-3
e
i) §

-
¥



WO 2005/044854 25 PCT/US2004/037152
Colombia 06-54042A

linfocitos se pueden aislar de nodos de linfa o células de bazo y
pueden adicionalmente ser seleccionados para células B al
seleccionar para células negativas CD138 y positivas CD19. En un
aspecto, tales células B (BCC) se pueden fusionar a las células

de mieloma y generar hibridomas como se detalld anteriormente.

En otro aspecto, los cultivos de <células B se pueden
seleccionar ademds para reactividad contra el antigeno inicial,
preferiblemente. Tal seleccién incluye ELISA con la proteina
objetivo/antigeno, un ensayo de competicién con anticuerpos
conocidos que se unen al antigeno de interés, y unidén in vitro a
CHO transitoriamente transfectado u otras células que expresan el

antigeno objetivo.

La presente invencidén estd dirigida a composiciones vy
métodos para tratar pacientes humanos con enfermedades mediadas
mediante la estimulacidén de sefializacidédn CD40 sobre células que
expresan CD40. Los métodos involucran el tratamiento con
anticuerpo anti-CD40 de la invencién, o un fragmento de unién de
antigeno de este, en donde la administracidén del anticuerpo o el
fragmento que se une al antigeno de este promueve una respuesta
terapéutica positiva dentro del paciente que sobrelleva este
método de terapia. Los anticuerpos anti-CD40 adecuados para uso
en los métodos de 1la invencidén se unen especificamente a un
'antigeno CD40 humanoc expresado sobre la superficie de una célula
humana y son libres de actividad agonista significativa, pero

exhiben actividad antagonista cuando se unen al antigeno CD40
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sobre una célula que expresa CD40 humano. Estos anticuerpos anti-
CD40 y fragmentos de unién de antigeno de estos son denominados
aqui como anticuerpos antagonistas anti-CD40. Tales anticuerpos
incluyen pero no estédn limitados a, los anticuerpos monoclonales
completamente humanos CHIR-5.9 y CHIR-12.12 descritos adelante vy
los anticuerpos monoclonales que tiene las caracteristicas de
unién de los anticuerpos monoclonales CHIR-5.9 y CHIR-12.12.
Aquellos expertos en la técnica reconocerdn que los anticuerpos
antagonistas y los fragmentos que se unen a antigeno de estos
anticuerpos descritos aqui incluyen anticuerpos y fragmentos que
se unen a antigenos de estos que son producidos recombinantemente
utilizando métodos bien conocidos en la técnica y descritos aqui
adelante, e incluyen, por ejemplo, anticuerpos monoclonales CHIR-
5.9 y CHIR-12.12 que han sido recombinantemente producidos.
Los'anticuerpos que tienen las caracteristicas de unién de
los anticuerpos monoclonales CHIR-5.9 y CHIR-12.12 incluyen
anticuerpos que interfieren competitivamente con la unidén de CD40
y/o la unién de los mismos epitopos como el CHIR-5.9 y CHIR-
12.12. Un experto podria determinar si un anticuerpo interfiere
competitivamente con el CHIR-5.9 o CHIR-12.12 utilizando métodos

estandar.

Cuando estos anticuerpos de unen a CD40 desplegados sobre la
superficie de 1las células humanas, tales como las células B
humanas, los anticuerpos son 1libres de actividad agonista
significativa, en algunas modalidades, su unién al CD40
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desplegada sobre la superficie de las células humanas dan como
resultado la inhibicidn de la proliferacidén y diferenciacidn de
estas células humanas. Asi, los anticuerpos antagonistas anti-
CD40 adecuados para uso en los métodos de la invencidédn incluyen
anticuerpos monoclonales que pueden exhibir actividad antagonista
hacia células normales y malignas que expresan el antigeno CD40

de superficie celular.

En algunas modalidades, los anticuerpos anti-CD40 de 1la
invencién exhiben actividad antitumoral incrementada con relacidn
al anticuerpo monoclonal anti-CD20 quimérico IDEC-C2B8, donde la
actividad antitumoral se ensaya con cantidades equivalentes de
estos anticuerpos en un modelo de tumor de xeroinjerto de ratdn
desnudo utilizando lineas celulares de linfoma humano. E1 IDEC-
C2B8 (IDEC Pharmaceuticals Corp., San Diego, California;
comercialmente disponible bajo el nombre comercial Rituxan®,
también denominado como rituximab) es un anticuerpo monoclonal
anti-CD20 quimérico gque contiene las regiones constante IgGl vy
kapa humanas con regiones variables de murino aisladas del
anticuerpo monoclonal anti-CD20 de murino, IDEC-2B8 (Reff. et al.
(1994) Blood 83: 435-445). El rituximab® es licenciado para el
tratamiento de célula B recaida de bajo grado o linfoma no
Hodgkin folicular (NHL). El1 descubrimiento de anticuerpos con
actividad antitumoral superior comparados con el rituximab®
podrian mejorar drasticamente los métodos de terapia de céancer
para linfoma de célula B particularmente linfoma no Hodgkin de

célula B.
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Los modelos de tumor de xeroinjerto de ratdn desnudo
adecuados incluyen aquellos que utilizan las lineas celulares de
linfoma de Burkitt humano conocidas como Namalwa yDaudi. Las
modalidades preferidas ensayan actividad antitumoral en un modelo
de etapas de tumor de xeroijerto de ratén desnudo utilizando una
linea celular de linfoma humano Daudi como se describe aqui
adelante en el ejemplo 17. un modelo de etapas de tumor de
xeroinjerto de ratén desnudo que utiliza la linea celular de
linfoma Daudi es mds efectivo para distinguir 1la eficacia
terapéutica de un anticuerpo dado de lo que es un modelo sin
etapas, como en la dosificacién de anticuerpo de modelo de etapas
que es iniclada solamente después de que el tumor ha alcanzado un
tamafio medible en el modelo de no etapas, la dosificacién de
anticuerpo es iniciada generalmente aproximadamente a un dia de
inoculacién del tumor y antes de que esté presente un tumor
palpable. La capacidad de un anticuerpo para desarrollar
exteriormente Rituxan® (es decir exhibir actividad antitumoral
incrementada) en un modelo de etapas es una indicacién fuerte de
gue el anticuerpo serd més efectivo terapéuticamente que el
Rituxan®. Mas aun, en el modelo Daudi, anti-CD20, el objetivo
para el Rituxan® se expresa sobre la superficie celular a un

nivel mayor que es CD40.

Por “cantidad equivalente” el anticuerpo anti-CD40 de 1la
invencién y Rituxan® se pretende que la mima dosis mg sea

administrada sobre una base por peso. Asi, cuando el anticuerpo
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anti-CD40 de la invencién es dosificado a 0.01 mg/kg de peso de
cuerpo del ratén utilizado en el modelo de tumor, el Rituxan®
también es dosificado a 0.001 mg/kg de peso de cuerpo del ratédn.
Similarmente, cuando el anticuerpo anti-CD40 de la invencidn es
dosificado a 0.1, 1, o 10 mg/kg de peso de cuerpo de ratdn
utiliiado en el modelo tumoral, también es dosificado el Rituxan®

a 0.1, 1, o 10 mg/kg del peso de cuerpo de ratdn.

Cuando se administra en el modelo tumoral de xeroinjerto de
ratén desnudo, algunos anticuerpos de la invencidén dan como
resultado un volumen de tumor significativamente menor gque una
cantidad equivalente de Rituxan®. Asi, por ejemplo, el anticuerpo
monoclonal completamente humano CHIR 12.12 exhibe al menos un 20%
de incremento en la actividad antitumoral con relacién a aquel
observado con una dosis equivalente de Rituxan® cuando se ensaya
en el modelo de etapa de tumor de xeroinjerto de ratdn desnudo
utilizando la lineas celular de linfoma humano Daudi de la manera
descrita en los ejemplos mostrados aqui adelante, y puede exhibir
tanto como un 505 a 60% de incremento en la actividad antitumoral
en este ensayo. Esta actividad antitumoral incrementada en la
reduccidédn mayor en el volumen del tumor observado con el
anticuerpo anti-CD40 de la invencién cuando se compara con la
dosis equivalente de Rituxan®. Asi, por ejemplo, dependiendo de
la duracién de tiempo después de la inoculacidén del tumor, el
anticuerpo monoclonal CHIR 12.12 puede exhibir un volumen tumoral
que es aproximadamente un tercio a aproximadamente la mitad del

observado para una dosis equivalente de Rituxan®.
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Otra diferencia en la eficacia del énticuerpo es medir in
vitro la concentracién del anticuerpo necesario para obtener la
lisis médxima de las células tumorales in vitro en la presencia de
células NK. Por ejemplo, los anticuerpos anti-CD40 de 1la
invencién alcanzan la lisis maxima de las células Daudi a un ECS50
de menos de 1/2, y preferiblemente 1/4, y mds preferiblemente

1/10 de la concentracién de Rituxan®.

Ademés del anticuerpo monoclonal CHIR-12.12, los otros
anticuerpos anti-CD40 que compartirian las caracteristicas de
tener eficacia significativamente mayor que las cantidades
equivalentes de Rituxan® en los ensayos descritos anteriormente
incluyen, pero no estd limitados a: (1) el anticuerpo monoclonal
producido mediante la linea celular de hibridoma 12.12; (2) un
anticuerpo monoclonal que comprende una secuencia de aminoacido
seleccionada del grupo que consiste la secuencia mostrada en la
ID de SEC No.: 2, la secuencia mostrada en la ID de SEC No.: 4,
la secuencia mostrada en la ID de SEC No.: 5, ambas secuencias
mostradas en la ID de SEC No.: 2 y ID de SEC No.: 4, y ambas
secuencias mostradas en la ID de SEC No.: 2 y la ID de SEC No.:
5; (3) un anticuerpo monoclonal que tiene una secuencia de
aminoacido codificada por una molécula de &cido nucleico que
comprende una secuencia de nucledétido seleccionada del grupo que
consiste de la secuencia de nucledétido mostrada en la ID de SEC
No.: 1, la secuencia de nucledétido de la ID de SEC No.: 3, vy

ambas secuencias mostradas en las ID de SEC No.: 1 y en la ID de
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SEC No.: 3; (4) un anticuerpo monoclonal gue se une a un epitopo
capaz de unirse al anticuerpo monoclonal producido mediante 1la
linea celular de hibridoma 12.12; (5) un anticuerpo monoclonal
gue se una a un epitopo que comprende los residuos 82-87 de la
secuencia de aminodcido mostrada en la ID de SEC No.: 10 o la ID
de SEC No.: 12; (6) un anticuerpo monoclonal que compite con el
anticuerpo monoclonal CHIR 12.12 en el ensayo de uniédn
competitivo; y (7) un anticuerpo monoclonal que es un fragmento
de unidén de antigeno del anticuerpo monoclonal CHIR-12.12 o de
los anticuerpos monoclonales anteriores en los items precedentes
(1)-(6), donde el fragmento retiene 1la capacidad de unir

especificamente al antigeno CD40 humano.

Anticuerpos antagonistas Anti-CD40

Los anticuerpos monoclonales CHIR-5.9 y CHIR-12.12
representan anticuerpos antagonistas anti-CD40 adecuados para uso
en los métodos de la presente invencidén. Los anticuerpos CHIR-5.9
y CHIR-12.12 son anticuerpos monoclonales anti-CD40 completamente
humanos del isotipo IgGl producido de las lineas celulares de
hibridoma mediante 131.2F8.5.9 (denominadas aqui como la linea
celular 5.9) y 153.8E2.D10.D6.12.12 (denominada aqui como linea
celular 12.12). Estas lineas celulares secretaron utilizando
esplenocitos provenientes de ratones xenotipicos inmunizados que
contiene el IgGl humano, el locus de cadena pesada y el locus de
cadena x (Xenomouse® technology; Abgenix; Fremont, California).

Las células de bazo fueron fusionadas con las células SP2/0 de
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mieloma de ratdédn (Sierra BioSource). Los hibridomas resultantes
fueron subclonados varias veces para crear las lineas celulares
monoclonales estables 5.90 y 12.12. otros anticuerpos de la
invencién pueden ser preparados similarmente utilizando
transgénico de ratdén para locus de inmunoglobulina humana o

mediante otros métodos conocidos en la técnica o y/o descritos

aqui.

Se describe el nucledétido y las secuencias de aminocacido de
las regiones variables del anticuerpo CHIR-12.12, y la secuencia
de aminodcido de las regiones variables del anticuerpo CHIR-5.9.
Mas particularmente, las secuencias de aminoacido para las
regiones lider, variable y constante para la cadena ligera y la
cadena pesada para mAb CHIR-12.12 se establecen en las figuras 9A
y 9B, respectivamente. Ver también ID de SEC No.: 2 (secuencia
completa para la cadena ligera del mBAb CHIR-12.12), ID de SEC
No.: 4 (secuencia completa para la cadena pesada para mAb CHIR-
12.12), y ID de SEC No.: 5 (secuencia completa para una variante
de la cadena pesada para mAb CHIR-12.12 establecida en la ID de
SEC No.: 4, donde la variante comprende una sustitucidén de serina
para el residuo alanina en la posicién 153 de la ID de SEC No.:
4) . Las secuencias de nucledétido que codifican la cadena pesada y
la cadena ligera para el mAb CHIR-12.12 se establece en las
figuras 11A y 11B,respectivamente. Ver también ID de SEC No.: 1
(secuencia codificante para la cadena ligera para el mAb CHIR-
12.12), y ID de SEC No.: 3 (secuencia codificante para la cadena

pesada para mAb CHIR-12.12)1 las secuencias de aminodcido para
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las regiones lider, variable y constate para la cadena ligera vy
la cadena pesada de CHIR-5.9 mAb se estables en la figuras 10A y
10B, respectivamente. Ver también la ID de SEC No.: 6 (secuencia
completa para la cadena ligera del mAb CHIR-5.9), ID de SEC No.:
7 (secuencia completa para la cadena pesada para mAb CHIR-5.9), vy
ID de SEC No.: 8 (secuencia completa para una variante de la
cadena pesada del mAb CHIR-5.9 establecida en la ID de SEC No.:
7, donde la variante comprende una sustitucién serina por el
residuo alanina en la posicidén 158 de la ID de SEC No.: 7).
Ademés, los hibridomas que expresan los anticuerpos CHIR-5.9 vy
CHIR-12.12 han sido depositados con el ATCC con una designacién

de depdsito de patente de PTA-5542 y PTA-5543, respectivamente.

Ademas de la actividad antagdénica, es preferible que los
anticuerpos anti-CD40 de esta invencidén tengan otro mecanismo de
accién contra la célula tumoral. Por ejemplo, los anticuerpos
nativos CHIR-5.9 y CHIR-12.12 tienen actividad ADCC.
Alternativamente, las regiones variables de los anticuerpos CHIR-
5.9 y CHIR-12.12 pueden ser expresadas sobre otro isotipo de
anticuerpo gue tenga actividad ADCC. También es posible conjugar
las formas nativas, las formas recombinantes o los segmentos de
unidén de antigeno del CHIR-5.9 o CHIR-12.12 a una citotoxina, un
agente terapéutico, o un ién de metal radiocactivo o radioisétopo,

como se anota aqui adelante.

Los anticuerpos monoclonales CHIR-5.9 y CHIR-12.12 se unen a

CD40 soluble en los ensayos tipo ELISA, evitan la unién del
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ligando CD40 al CD40 de superficie celular, y desplazan el
ligando CD40 preunido, como se determina mediante ensayos
citométricos de flujo. Los anticuerpos CHIR-5.9 y CHIR-12.12
compiten uno con el otro para unirse al CD40 pero no con el 15BS8,
el anticuerpo monoclonal anti-CD40 descrito en la Solicitud
Provisional U.S. Serie No. 60/237,556, titulada “Human Anti-CD40
Antibodies” presentado en Octubre 2 del 2000, y la Solicitud
Internacional PCT No. PCT/US01/30857, titulada también “Human
Anti-CD40 Antibodies” presentada en Octubre 2, 2001 (Referencia
de Abogado No.P16092.003), las cuales se incorporan ambas aqui
como referencia en su totalidad. Cuando se ensaya 1in vitro para
efectos sobre la proliferacidén de las células B provenientes de
sujetos humanos normales, el CHIR-5.9 y CHIR-12.12 actian como
anticuerpos antagonistas anti-CD40. Ademds el CHIR-5.9 y CHIR-
12.12 no incluyen fuerte proliferacién de linfocitos humanos
proveniente de sujetos normales. Estos anticuerpos son capaces
matar CESL objetivo que expresan CD40 mediante citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo (ADCC). La afinidad de unién
del CHIR-5.9 por el CD40 humano es 1.2x10® M y la afinidad de
unién del CHIR-12.12 es 5x107'® M, determinado mediante el ensayo

Biacore™,

Los anticuerpos antagonistas anti-CD40 adecuados para uso en
los métodos de la presente invencién exhiben una fuerte afinidad
de unidén de sitio simple para el antigeno de superficie celular
CD40. Los anticuerpos monoclonales de la invencidén exhiben una

constante de equilibrio de disociacién (Kp) para CD40 de al menos
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1073 M, al menos 3x107° M, preferiblemente al menos 107* M a 107" M,
més preferiblemente al menos 10°° M a aproximadamente 107'? M,
medido utilizando un ensayo estdndar tal como el Biacore™. El
anédlisis Biacore es conocido en la técnica y se suministra en
detalles en “BIAapplications handbook”. Los métodos descritos en

la WO 01/27160 se pueden utilizar para modular la afinidad de

unién.

Por ™antigeno CD40”, T“antigeno de superficie celular”,
“receptor CD40” o “CD40” se significa una glicoproteina de
transmembrana que pertenece a la familia del receptor de factor
de necrosis tumoral (TNF) (ver, por ejemplo Patentes U.S. Nos.
5,674,492 vy 4,708,871; Stamenkovic et al(1989) EMBO 8: 1403;
Clark (1990) Tissue Antigens 36: 33; Barclay et al. (1997) The
Leucocyte Antigen Facts Book (2d ed.; Academic Press, San
Diego)). Dos isoformas de CD40 humano, codificadas por variantes
de trascripto alternativamente empalmadas de este gen, se han
identificado. La primer isoforma (también conocida como “isoforma
larga” o “isoforma 1” se expresa como un polipéptido precursor
del aminodcido 277 (ID de SEC No.: 12 (primero reportado como
Acceso GenBack No. CAR43045, e identificado como isoforma 1 en el
Acceso GenBank No. NP 001241) codificado por la ID de SEC No.: 11
(ver Acceso GenBank Nos. X60592 y NM 001250)), que tiene una
secuencia de seflal representada por los primeros 19 residuos. La
segunda isoforma (también conocida como la “isoforma corta” o
“isoforma 2” se expresa como un polipéptido precursor de

aminodcido 203 (ID de SEC No.: 10 (Acceso GenBack No. NP_690593),
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codificado por la ID de SEC No.: 9 (Acceso GenBack
No.NM 152854)), que también tiene una secuencia de sefal
representada por los primeros 19 residuos. Los polipéptidos
precursores de estas dos isoformas de CD40 humano comparten en
comin sus primeros 165 residuos (es decir residuos 1-165 de la ID
de SEC No.: 10 y la ID de SEC No.: 12). El polipéptido precursor
de la 1isoforma corta (mostrado en la ID de SEC No.: 10) se
codifica mediante un variante trascripto (ID de SEC No.: 9) a la
que le falta un segmento codificante, que conduce a un cambio de
estructura de traduccién; la isoforma CD40 resultante contiene un
terminal C mas corto y distinto (residuos 166-203 de la ID de SEC
No.: 10) provenientes de aquel contenido de la isoforma larga del
CD40 (terminal C mostrado en los residuos 166-277 de la ID de SEC
No.: 12). Para 1los propdsitos de la presente invencidn, el
término antigeno CD40”, “antigeno de superficie celular CD40”,
“receptor CD40”, o ™“CD40” comprende tanto las isoformas corta
como larga del CD40. Los anticuerpos anti-CD40 de la presente
invencién se unen a un epitopo de CD40 humano que reside en el
mismo sitio dentro de la isoforma corta o la isoforma larga de

este antigeno de superficie celular como se anota aqui adelante.

El antigeno CD40 se despliega sobre una superficie de 1la
variedad de tipos de célula, como se describe en cualquier parte
aqui. Por “desplegado sobre la superficie” y “expresado sobre la
superficie” se entiende que toda o una porcidén del antigeno se
expone al exterior de la célula. E1 antigeno CD40 esperado

expresado puede ser completa o parcialmente glicosilado.
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Por Mactividad agonista” se entiende que la sustancia
funciona como un agonista. Un agonista se combina con un receptor
sobre una célula e inicia una reaccién o actividad que es similar
a o 1igual que aquellé iniciada por el 1ligando natural del
receptor-. Un agonista del CD40 induce cualquiera o todas, pero
no limitadas las siguientes respuestas: proliferacidn Y
diferenciacién de célula B, produccidén de anticuerpo, adhesiédn
intercelular, generacién de memoria de célula B, conmutacién de
isotipo, sobre regulacidén de expresidén de célula de superficie de
MHC «clase II 'y CD80/86, 'y secrecién de <citocinas pro-
inflamatorias tales como la IL-8, IL-12, y TNF. Por “actividad
antagonista” se entiende que la sustancia funciona como un
antagonista. Un antagonista de CD40 previene o reduce la
induccidén de cualquiera de las respuestas inducidas por la unidn
del receptor CD40 a un ligando agonista, particularmente CD40L.
El antagonista puede reducir la induccién de uno cualguiera o més
de las respuestas al agonista que se une con 5%, 10%, 15%, 20%,
25%, 30%, 35%, preferiblemente 40%, 45%, ©50%, 55%, 60%, mas
preferiblemente 70%, 80%, 85% y mas preferiblemente 90%, 95%,
99%, o 100%. Los métodos para medir la especificidad y la
actividad antagonista de unidén del anticuerpo anti-CD40 y del
ligando CD40 son conocidos por un experto en la técnica e
inciden, pero no estédn limitados a, ensayos de unién competitivo
estandar, ensayos para monitorear la secrecidén de inmunoglobulina
mediante células B, ensayos de proliferacién de célula B, ensayos

de proliferacién de célula B similar a Banchereau, ensayos de
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ayudantes de célula T para produccién de anticuerpo, co-
estimulacién de ensayos de proliferacidén de célula B, y ensayos
de sobre regulacién de marcadores de activacidén de célula B. ver,
por ejemplo, tales ensayoé descritos en la W0/00/75348 y la

Patente U.S. No. 6,087,329 incorporados aqui como referencia.

Por actividad agonista “significativa” se entiende una
actividad agonista de al menos 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, o 100% mayor gque la actividad agonista
inducida por una sustancia neutra o un control negativo medido en
un ensayo de una respuesta de célula B. preferiblemente,
actividad agonista “significativa” es una actividad agonista que
es al menos dos veces mayor o al menos tres veces mayor gue la
actividad agonista inducida por una sustancia neutra o un control
negativo medido en un ensayo de una respuesta de célula B. Asi,
por ejemplo, donde la respuesta a célula B de interés es
proliferacidén de célula B la actividad agonista “significativa”
seria la induccidén de un nivel de proliferacién de célula B qgue
es al menos dos veces mayor o al menos tres veces mayor que el
nivel de proliferacién de célula B inducido por una sustancia
neutra o un control negativo. En una modalidad, una
inmunoglobulina no especifica, por ejemplo IgGl, que no se une a
CD40 sirve como control negativo. Una sustancia “libre de
actividad agonista significativa” exhibiria una actividad
agonista de no mds de aproximadamente 25% mayor que la actividad
agonista inducida por una sustancia neutra o un control negativo.

Preferiblemente no mas de aproximadamente 20% mayor, 15% mayor,
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10% mayor, 5% mayor, 1% mayor, 0.5% mayor, o aun no mas de
aproximadamente 0.1% mayor que la actividad agonista inducida por
una sustancia neutra o un control negativo medido en un ensayo de
una respuesta de célula B: los anticuerpos antagonistas anti-CD40
utiles en los métodos de la presente invencidén son libres de
actividad agonista significativa como se anotd anteriormente
cuando de unan a un antigeno CD40 sobre una célula human. En una
modalidad de la invencidén, la actividad antagonista anti-CD40 es
libre de actividad agonista significativa en una respuesta de
célula B: en otra modalidad de la invencién, el anticuerpo
antagonista anti-CD40 esté libre de actividad agonista
significativa de ensayos de mds de una respuesta de célula B (por
ejemplo proliferacién y diferenciacién, o) proliferacidn,

diferenciacidén y produccidédn de anticuerpos).

Como se wutiliza aquli T“anticuerpo anti-CD40” comprende
cualquier anticuerpo que reconoce especificamente el antigeno de
superficie de célula CD40 B que incluye anticuerpos policlonales,
anticuerpos monoclonales, anticuerpos de cadena simple vy
fragmentos de estos tales como Fab, F(ab’),, Fv, y otros
fragmentos que retiene la funcidén de unidén de antigeno del
anticuerpo anti-CD40 padre. De particular interés a la presente
invencién son los anticuerpos antagonistas anti-CD40 descritos
aqul que comparten las caracteristicas de unién de los
anticuerpos monoclonales CHIR-5.9 Y CHIR-12.12 descritos
anteriormente. Tales anticuerpos incluyen, pero no estan

limitados a los siguientes: (1) 1los anticuerpos monoclonales

aasnes



WO 2005/044854 40 PCT/US2004/037152
Colombia 06-54042A ’

producidos mediante las lineas celulares de hibridoma designadas
131.2F8.5.9 (denominadas aqui como 1linea celular 5.9) y la
153.8E2.D10.D6.12.12 (denominada aqui como linea celular 12,12),
depositada con el ATCC como Depédésito de Patente No. PTA-5542 vy
Depdésito de Patente PTA-5543, respectivamente; (2) un anticuerpo
monoclonal que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste de la secuencia mostrada en
la ID de SEC No.: 2, la secuencia mostrada en la ID de SEC No.:
4, la secuencia mostrada en la ID de SEC No.: 5, ambas secuencias
mostradas en la ID de SEC No.: 2 y la ID de SEC No.: 4, y ambas
secuencias mostradas en la ID de SEC No.: 2 y la ID de SEC No.:
5; (3) un anticuerpo monoclonal que comprende una secuencia de
aminodcido seleccionada del grupo gque consiste de la secuencia
mostrada en la ID de SEC No.: 6, la secuencia mostrada en la ID
de SEC No.: 7, la secuencia mostrada en la ID de SEC No.: 8,
ambas secuencias mostradas en la ID de SEC No.: 6 y la ID de SEC
No.: 7, y ambas secuencias mostradas en la ID de SEC No.: 6 y la
ID de SEC No.: 8; (4) un anticuerpo monoclonal que tiene una
secuencia de aminoacido codificada por una molécula de Aacido
nucleico que comprende una secuencia de nucledétido seleccionada
del grupo que consiste de la secuencia de nucledétido mostrada en
la ID de SEC No.: 1, la secuencia de nucledétido mostrada en la ID
de SEC No.: 3, y ambas secuencias mostradas en las ID de SEC No.:
1 y en la ID de SEC No.: 3; (5) un anticuerpo monoclonal que se
une a un epitopo capaz de unir al anticuerpo monoclonal producido
mediante la linea celular de hibridoma 5.9 o la linea celular de

hibridoma 12.12; (6) un anticuerpo monoclconal que se une a un
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epitopo que comprende los residuos 82-87 de la secuencia de
aminoacido mostrada en la ID de SEC No.: 10 o la ID de SEC No.:
12; (7) un anticuerpo monoclonal que compite con el anticuerpo
monoclonal CHIR-5.9 o CHIR 12.12 en un ensayo de unidén
competitivo; y (8) un anticuerpo monoclonal de un fragmento que
se une a antigeno del anticuerpo monoclonal CHIR-12.12 o CHIR-5.9
de los anticuerpos monoclonales anteriores en los 1items
precedentes (1)-(7), donde el fragmento retiene la capacidad de

unirse especificamente al antigeno CD40 humano.

Produccién de Anticuerpos Antagonistas Anti-CD40

Los anticuerpos antagonistas anti-CD40 descritos aqui y para
uso en los métodos de la presente invencién se pueden producir
utilizando cualquier método de produccién de anticuerpo conocido
por aquellos expertos en la técnica. Asi, el suero policlonal se
puede preparar mediante métodos convencionales. En general, una
solucidén que contiene el antagonista CD40 es utilizada primero
para inmunizar un animal adecuado, preferiblemente un ratédn,
rata, conejo, o <cabra. Los conejos o las cabras son los
preferidos para la preparacién de suero policlonal debido al
volumen de suero obtenible, y a la disponibilidad de anticuerpos

anti-conejo y anti-cabra marcados.

El suero policlonal se puede prepara en un animal
transgénico, preferiblemente un ratén que lleva locus de

inmunoglobulina. En una modalidad preferida, las células Sf9 que
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expresan CD40 son utilizadas como el inmundégeno. La inmunizacidn
se puede desarrollar al mezclar o emulsificar la solucidén que
contiene antigeno en solucién salina, preferiblemente en un
adyuvante tal como el adyuvante completo de Freund, e inyectar la
mezcla o emulsién parenteralmente (generalmente de manera
subcutdnea o intramuscular). Una dosis de 50-200 upg/inyeccidén es
tipicamente suficiente. La inmunizacidén es generalmente reforzada
2-6 semanas mids tarde con una o mas inyecciones de la proteina en
solucidn salina, preferiblemente utilizando adyuvante incompleto
de Freund. Uno puede general alternativamente anticuerpos
mediante inmunizacién in vitro utilizando los métodos conocidos
en la técnica, el cual para los propdsitos de esta invencidn se
considera equivalente a inmunizacién in vivo. Los antisueros
policlonales son obtenidos al hacer sangrar el animal inmunizado
en un recipiente de vidrio o pléastico, incubando la sangre a 25°
C durante 1 hora, seguido por incubacién a 4° C durante 2-18
horas. El suero se recupera mediante centrifugacién (1,000 x g
durante 10 minutos). Aproximadamente 20-50 ml por sangrado se

puede obtener de conejos.

La produccidén de células Sf9 (Spodoptera frugiperda) se
describe en la Patente U.S. No. 6,004,552, incorporada aqui como
referenéia. El resumen, las secuencias que codifican CD40 humano,
se recombinaron en Dbaculo virus que utiliza vectores de
transferencia. Los plasmidos se co-transfectan con ADN de baculo

virus tipo silvestre en células Sf9. Las células Sf9 infectadas

enlTo
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con baculo virus recombinante son identificada y purificada

clonalmente.

Preferiblemente el anticuerpo es de naturaleza monoclonal.
Por “anticuerpo monoclonal” se entiende un anticuerpo obtenido de
una poblacién de anticuerpos substancialmente homogéneos, es
decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién
son idénticos excepto por posibles mutaciones de ocurrencia
natural gque puedan estar presentes en menores cantidades. E1
término no estd limitado en relacidén con las especies o fuente
del anticuerpo. El término comprende inmunoglobulinas completas
asi como también fragmentos como anticuerpos de cadena simple vy
fragmentos de estos tales como Fab, F(ab’);, Fy, y otros que
retiene la funcién de unidén de antigeno del anticuerpo. Los
anticuerpos monoclonales son altamente especificos, estando
dirigidos contra wun sitio antigénico simple, es decir, el
antigeno de superficie de célula CD40 en la presente invencién.
Adicionalmente, como contraste a las preparaciones de anticuerpo
convencionales (policlonales) que tipicamente incluyen diferentes
anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos),
cada anticuerpo monoclonal estd dirigido contra un determinante
simple sobre el antigeno. El modificador “monoclonal” indica el
caracter del anticuerpo como siendo obtenido de una poblacién
substancialmente homogénea de anticuerpos, y no debe ser
considerado como produccién que se requiera del anticuerpo
mediante cualquier método particular. Por ejemplo, los

anticuerpos monoclonales a ser utilizados de acuerdo con la

06773
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presente invencidén se pueden hacer mediante el método de
hibridoma primero descrito por Kohler et al. (1975) Nature 256:
495, o se pueden hacer mediante métodos de ADN recombinante (ver,
por ejemplo, Patente U. S. No. 4,816,567). Los “anticuerpos
monoclonales” también se pueden aislar de librerias de anticuerpo
de fago que utiliza las técnicas descritas en, por ejemplo,
Clackson et al..(l99l) Nature 352: 624-628; Marks et al. (1991)

J. Mol. Biol. 222: 581-597; y Patente U.S: No. 5, 548

Por ‘“epitopo” se entiende la parte de una molécula
antigénica para la cual es producido un anticuerpo y a la cual el
anticuerpo se unird. Los epitopos pueden comprender residuos de
aminoacido lineal (es decir, los residuos dentro del epitopo son
dispuestos secuencialmente uno después del otro en una forma
lineal), los residuos de aminodcidos no lineal (denominados aqui,
“epitopos no lineales”; aquellos epitopos que no estan dispuestos
secuencialmente), o ambos residuos de aminodcido 1lineal y no

lineal.

Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar utilizando
el método de Kohler et al. (1975) Nature 256: 495-496, o una
modificacién de estos. Tipicamente, un ratén se inmuniza con una
solucién que contiene un antigeno. La inmunizacién se puede
desarrollar o emulsificar la solucién que contiene antigeno en
solucidén salina, preferiblemente en un adyuvante tal como el
adyuvante completo de Freund, e inyectar la mezcla o emulsién

parenteralmente. Cualquier método de inmunizacidén conocido en la

906772



WO 2005/044854 45 PCT/US2004/037152
Colombia 06-54042A

técnica se puede utilizar para obtener los anticuerpos
monoclonales de 1la invencidén. Después de la inmunizacién del
animal, el bazo (y opcionalmente, varios nodos de linfa grande)
son removidos y disociados en células simples. Las células de
bazo se pueden seleccionar al aplicar una suspensién de célula a
un plato o bien recubierto con el antigeno de interés. Las
células B que expresan inmunoglobulina unida a membrana
especifica para el antigeno unida al palto no son enjuagados. Las
células B resultantes o todas las células de bazo disociadas, son
entonces inducidas a fusionarse con células de mieloma para
formar hibridomas, y son cultivadas en un medio selectivo. Las
células resultantes son plateadas mediante difusidén en serie vy
son ensayadas para la produccién de anticuerpos gque se unan
especificamente al antigeno de interés (y que no se unen a
antigenos no relacionados). El anticuerpo monoclonal seleccionado
(mAb) - que secreta hibridomas son entonces cultivados o in vitro
(por ejemplo en botellas de cultivo de tejido o reactores de

fibra hueca), o in vivo (como ascitis en ratones).

Donde los anticuerpos antagonistas anti-CD40 de la invencién
son preparados utilizando métodos de ADN recombinante, el ADN que
codifica los anticuerpos monoclonales son facilmente aislados y
secuenciados utilizando procedimientos convencionales (por
ejemplo al utilizar sondas de oligonucledétido que son capaces de
unirse especificamente a genes que codifican las cadenas pesada y
ligera de anticuerpos de murino). Las células de hibridoma

descritas aqui sirven cono una fuente preferida de tal ADN. Un
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vez aislado, el ADN puede se ubicado en vectores de expresién, vy
son entonces transfectados en células huéspedes tales como
células de E. coli, células COS de simio, células de Ovario de
Hamster Chino (CHO), o células de mieloma que no producen de otra
forma proteina de /inmunoglobulina, para obtener la sintesis de
anticuerpos monoclonales en las células huéspedes recombinantes.
Los articulos de revisidén sobre la expresidén recombinante en
bacterias de ADN que codifican el anticuerpo incluyen Skerra et
al (1993) Curr. Opinidén in Immunol, 5: 256 y Pihickthun (1992)
Immunol. Revs. 130:151. Alternativamente, se puede producir en
una linea celular tal como una linea celular CHO como se describe
en las Patentes U.S. Nos. 5,54,403; 5,545,405; vy 5,988,144;
incorporada aqui como referencia. En resumen la linea celular es
transfectada con vectores capaces de expresar una cadena ligera y
una cadena pesada, respectivamente. Al transfectar las dos
proteinas sobre vectores separados, se pueden producir los
anticuerpos quiméricos. Otra ventaja de la glicosilacidén correcta

del anticuerpo.

En algunas modalidades, el anticuerpo antagonista anti-CD40,
por ejemplo, el anticuerpo CHIR-12.12 o CHIR-5.9, o el fragmento
que se une a antigeno de este es producido en células CHO que
utilizan el sistema de expresidén de gen Gs (Lonza Biologics,
Portsmouth, New Hampshire), el cual utiliza glutamina sintasa
como un marcador. Ver, también Patentes U.S. Nos. 5,122,464;

5,591,639; 5,658,759; 5,770,359; 5,827,739; 5,879,936; 5,891,
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693; y 5,981,216; cuyos contenidos se incorporan aqui como

referencia en su totalidad.

Los anticuerpos monoclonales al CD40 son conocidos en la
técnica. Ver, por ejemplo, las escofies indicadas al antigeno de
célula B en McMichael, ed. (1987; 1989) Leukocyte Typing III and
IV (Oxford University Press, New York); Patente U.S. Nos.
5,674,492; 5,874,082; 5,677,165; 6,056,959 WO 00/63395;
Publicacidén Internacional Nos. WO 02/28905 y WO 02/28904; Gordon
et al. (1988) J. Immunol. 140: 1425; Valle et al. (1989) Eur. J.
Immunol. 19: 1463; Clark et al. (1986) PNAS 83: 4494; Paulie et
al. (1989) J. Immunol. 142: 590; Gordon et al. (1987) Eur. J.
Immunol. 17: 1535; Jabara et al. (1990) J. Exp. Med. 172: 1861;
Zhang et al. (1991) J. Immunol. 146: 1836; Gascan et al. (1991)
J. Immunol. 147: 8; Banchereau et al. (1991) Clin. Immunol.
Spectrum 3: 8; y Banchereau et al. (1991) Science 251: 70; todos
los cuales se incorporan aqui como referencia. De particular
interés a la presente invencidén son los anticuerpos antagonistas
anti-CD40 descritos aqui que comparten las caracteristicas de
unién de los anticuerpos monoclonales CHIR-5.9 y CHIR-12.12

descritos anteriormente.

El término “epitopo de antigeno CD40” como se utiliza aqui
se refiere a una molécula que es capaz de inmunoreactividad con
los anticuerpos monoclonales anti-CD40 de 1la invencidn, que
excluyen el antigeno CD40 mismo. Los epitopos de antigeno CD40

pueden comprender proteinas, fragmentos de proteina, péptidos,
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carbohidratos, lipidos 'y otras moléculas, pero para los
propdésitos de la presente invencidén son mas cominmente proteinas,
oligopéptidos cortos, semejantes de oligopéptido (es decir
compuestos organicos que semejan las propiedades de unién a
anticuerpo del antigeno CD40) o combinaciones de estos. Los
semejantes a oligopéptido adecuados son descritos, inter alia, en

la solicitud PC TUS 91/04282.

Adicionalmente, el término “anticuerpo anti-CD40” como se
utiliza aqui comprende anticuerpos anti-CD40 quiméricos; tales
anticuerpos anti-CD40 quiméricos para uso en los métodos de la
invencién tiene las caracteristicas de unién de los anticuerpos
monoclonales CHIR-5.9 y CHIR-12.12 descritos aqui. Por
anticuerpos “quiméricos” se entiende anticuerpos que son mas
preferiblemente derivados utilizando técnicas de acido
desoxiribonucleico recombinantes vy que comprenden tanto los
componentes humanos (incluyendo especien inmunolégicamente
“relacionadas”, por ejemplo chimpancés) y no humanos. Asi, la
regidén constante del anticuerpo quimérico es mas preferiblemente
substancialmente idéntica a la regidén constante de un anticuerpo
humano natural; la regidén variable del anticuerpo quimérico es
mas preferiblemente derivada de una fuente no human y tiene la
especificidad antigénica deseada al antigeno de célula de
superficie CD40. La fuente no humana puede ser cualquier fuente
de vertebrado que se pueda utilizan anticuerpo para generar
anticuerpos al antigeno de superficie celular CD40 humano o

material que comprende un antagonista de superficie celular CD40
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humano. Tales fuentes no humanas incluyen, pero no estan
limitadas a, roedores (por ejemplo conejo, rata, ratdén, etc.);
ver, por ejemplo, Patente U.S. No. 4,816,567, incorporada aqui
como referencia) y primates no humanos (por ejemplo, 0ld World
Monkey, simio, etc.; ver, por ejemplo, Patente U.S. Nos.
5,750,105 y 5,756,096; incorporada aqui como referencia). Como se
utiliza aqui, la frase “inmunoldgicamente activo” cuando se
utiliza en referencia a anticuerpos anti-CD40 quiméricos

significa un anticuerpo quimérico gue se une a CD40 humano.

Los anticuerpos anti-CD40 quiméricos y humanizados también
estan comprendidos por el término anticuerpo anti-CD40 como se
utiliza aqui. Los anticuerpos quiméricos comprenden segmentos de
anticuerpos derivados de especies diferentes. Rituxan® es un
ejemplo de un anticuerpo quimérico con una regidén variable de

murino y una regidén constante de humano.

Por “humanizado” se entienden formas de anticuerpo anti-CD40
que contienen secuencia minima derivada de secuencias de
inmunoglobulina no humana. Para la mayor parte los anticuerpos
humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en
el cual los residuos provenientes de una regidén hipervariable
(también conocida como regidén determinante de complementariedad o
CDR) del receptor son reemplazados por residuos provenientes de
una regidén hipervarible de especies no humanas (anticuerpo
donados) tal como ratén, rata, conejo o primate no humano que

tiene cualquier especificidad, afinidad y capacidad deseadas. La
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frase “regién determinante de complementariedad” se refiere a una
se ¢ de aminoacido que define junto la afinidad de unién y las
especificidad de la regién Fv natural de un sitio de unién de
inmunoglobulina nativo, ver , por ejemplo, Chothia et al (1987)
J. Mol. Biol. 196: 901-917; Kabat et al (1991) U. S. Dept. of
Health and Human Services, NIH Publicacién No. 91-3242). La frase
“regién constante” se refiere a la porcién de la molécula de
anticuerpo que le confiere funciones efectuadotas. En trabajo
previo dirigido hacia producir anticuerpos no inmunogénicos para
uso en terapia de enfermedad de humano, las regiones constantes
de ratdén se sustituyeron por regiones constantes humanas. Las
regiones constantes de los anticuerpos humanizados objeto se
derivan de inmunoglobulinas humanas. Sin embargo, estos
anticuerpos humanizados aun elicitan una respuesta inmune no
ceseada y potencialmente peligrosa en humanos y teniendo pérdida
de afinidad. Los anticuerpos anti-CD40 humanizados para uso en
los métodos de la presente invencidén tienen caracteristicas de
unién similares a aquellas exhibidas por el los anticuerpos

monoclonales CHIR-5.9 y CHIR-12.12 descritos aqui.

La humanizacidén puede ser esencialmente desarrollada
siguiendo el método de Winter y co-inventores (Jones et al.
(1986) Nature 321: 522-525; et al. (1988) Nature 332: 323-327;
Verhoeyen et al. (1988) Science 239: 1534-1536), mediante la
sustitucién las secuencias CDRs o CDR de roedor o roedor mutante
para las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Ver

también Patente U.S. Nos. 5,225,539; 5,585,089; 5,693,761;
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5,693,762; 5,859,205; incorporada aqui como referencia. En
algunos casos, los residuos dentro de las regiones de estructura
de una o ma&s regiones variables de inmunoglobulina human se
reemplazan pocr los correspondientes residuos no humanocs (ver, por
ejemplo, Patente U.S. Nos. 5,585,089; 5,693,761; 5,693,762; vy
6,180,370). Adicionalmente, 1los anticuerpos humanizados pueden
comprender residuos que no se encuentran en el anticuerpo
receptor o en el anticuerpo donador. Estas modificaciones son
hechas para refinar adicionalmente el desempefioc del anticuerpo
(por ejemplo para obtener la afinidad deseada). En general, el
anticuerpo humanizado comprenderd substancialmente todo o al
menos uno, y tipicamente dos, dominios de variable, en los cuales
substancialmente todas las regiones hipervariables corresponden a
aquellas de inmunoglobulina no humana y todas o substancialmente
todas las regiones de estructura de aquellas de una secuencia de
inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también
opcionalmente comprenderd al menos una porcién de una regidn
constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente que de una
inmunoglobulina humana. Para detalles adicionales ver Jones et
al. (1986) Nature 331: 522-525; Riechmann et al. (1988) Nature
332: 323-329; and Presta (1992) Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593-
596; incorporada aqui como referencia. De acuerdo con esto, tales
anticuerpos “humanizados” pueden incluir anticuerpos en donde
substancialmente menos de un dominio variable humano intacto ha
sido sustituido por la secuencia correspondiente de especies no
humanos. En la préactica, los anticuerpos humanizados son

tipicamente anticuerpos humanos en los cuales algunos de los
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residuos CDR y posiblemente todos los residuos de estructura son
sustituidos por residuos provenientes de sitios andlogos en
anticuerpo de roedor. Ver, por ejemplo, Patente U.S. Nos.
5,225,539; 5,585,089; 5,693,761; 5,693,762; 5,859,205. Ver
también Patente U.S. No. 6,180,370, % la Publicacién
Internacional WO 01/27160, donde son descritos anticuerpos
humanizados y las técnicas para producir anticuerpos humanizados

habiendo mejorado la afinidad para un antigeno predeterminado.

Todo lo comprendido por el término anticuerpos anti-CD40 son
xenogenéricos o anticuerpos anti-CD40 modificados producidos en
un huésped mamifero no humano, mé&s particularmente un ratdn
transgénico, caracterizado por los locus de inmunoglobulina
endégena inactivada (Ig). En tales animales transgénicos, los
genes enddgenos competentes para la expresién de subunidades
ligera y pesada de inmunoglobulinas huéspedes son hechos no
funcionales y sustituidos con los locus de inmunoglobulina humana
andloga. Estos animales transgénicos producen anticuerpos humanos
en la ausencia substancial de subunidades de inmunoglobulina
huésped pesada o ligera ver , por ejemplo, Patente U.S. Nos.

5,877,397 ¥ 5,939, 598, incorporada aqui como referencia.

Preferiblemente, los anticuerpos humanos completos al CD40
son obtenidos al inmunizar ratones transgénicos. Uno de tales
ratones se obtiene de la tecnologia XenoMouse® (Abgenix; Fremont,
California), y se describe en la Patente U.S. Nos. 6,075,181,

6,091,001, y 6,114,598, todas las cuales se incorporan agui como
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referencia. Para producir 1los anticuerpos descritos aqui, 1los
ratones transgénicos para locus de cadena pesada IgGl de humano vy
locus de cadena ligera x humano se inmunizaron con células Sf9
que expresan CD40 humano. Los ratones también pueden ser
transgénicos para otros isotipos. Los anticuerpos completamente
humanos uUtiles en los métodos de la presente invencidén se
caracterizan por propiedades de wunidén similares a aquellas

exhibidas por los anticuerpos monoclonales CHIR-5.9 y CHIR-12.12

descritos aqui.

Los fragmentos de los anticuerpos anti-CD40 son adecuados
para uso en los métodos de la invencidén en tanto que ellos
retengan la afinidad deseada del anticuerpo de longitud completa.
Asi un fragmento de anticuerpo anti-CD40 retendrd la capacidad de
unirse al antigeno de superficie de «célula CD40 B. tales
fragmentos se caracterizan por propiedades similares al
anticuerpo antagonista anti-CD40 de longitud completa
correspondiente, esto es los fragmentos se unirdn especificamente
a un antigeno CD40 humano expresado sobre la superficie de una
célula humana, y son libres de actividad agonista significativa
pero exhiben actividad antagonista cuando se unen a un antigeno
CD40 sobre una célula que expresa CD40 humano. Tales fragmentos

son denominados aquil como fragmentos “de unidén de anticuerpo”.

Los fragmentos de unidén de antagonista adecuados de un
anticuerpo comprenden una porcién del anticuerpo de longitud

completa, generalmente la regidén de unidn de antigeno o variable
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de esta. Ejemplos de fragmento de anticuerpo incluyen, pero no
estan limitados a, Fab, F(ab’),, y fragmentos Fv y moléculas de
anticuerpo de cadena simple. Por “Fab” se entiende un fragmento
de unidén de antagonista monovalente de una inmunoglobulina que
estd comprendido de una cadena ligera y parte de una cadena
pesada. Por “f(ab’), se entiende un fragmento de unidén de
antigeno bivalente de una inmunoglobulina que contiene tanto
cadenas ligeras como parte de ambas cadenas pesadas. Por “Fv de
cadena simple” o fragmentos de anticuerpo “sFv” se entiende
fragmentos que comprenden los dominios Vy y Vi de un anticuerpo,
en donde estos dominios estd presentes en una cadena de
pclipéptido simple. Ver, pof ejemplo, Patente U.S. Nos.
4,946,778, 5,260,203, 5,455,030, y 5,856,456, incorporada aqui
compuesto referencia. De manera general, el polipéptido Fv
comprende ademdas un ligador de polipéptido entre los dominio Vy vy
Vy que le posibilitan al sFv formar la estructura deseada para la
unién de antigeno. Para una revisidén del sFv ver Pluckthun (1994)
in The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, Vol. 113, ed.
Rosenburg and Moore (Springer-Verlag, New York), pp. 269-315. los
fragmentos de unién de anticuerpo de antigeno de los anticuerpos
antagonista anti-CD40 descritos aqui también  pueden ser
conjugados a una citotoxina para efectuar la muerte de las

células de céncer objetivo, como se describen aqui adelante.

Los anticuerpos o los fragmentos de a pueden ser aislados de
librerias de fago de anticuerpo generado utilizando las técnicas

descritas en, por ejemplo, McCafferty et al. (1990) Nature 348:
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552-554 (1990) y Patente U.S. No. 5,514,548. Clackson et al.
(1991) Nature 352: 624-628 y Marks et al. (1991) J. Mol. Biol.
222: 581-597 describen el aislamiento de anticuerpos de murino y
humano, respectivamente, wutilizando librerias de fago. Las
publicaciones subsecuentes describen al produccién férmula
anticuerpos humanos de alta afinidad (rango nM) mediante mezcla
de cadena (Marks et al. (1992) Bio/Technology 10: 779-783), asi
como también infeccidén combinatoria y recombinacién in vivo como
una estrategia para la construi librerias de fago muy grandes
(Waterhouse et al. (1993) Nucleic. Acids Res. 21: 2265-2266).
Asi, estas técnicas son alternativas viables a técnicas de
hibridoma de anticuerpo monoclonal tradicionales para el

aislamiento de anticuerpos monoclonales.

Han sido desarrolladas varias técnicas para la produccidn de
fragmentos de anticuerpo. Tradicionalmente, estos fragmentos se
derivaron por via de digestién proteolitica de anticuerpos
intactos (ver, por ejemplo, Morimoto et al. (1992) Journal of
Biochemical and Biophysical Methods 24: 107-117 (1992) and
Brennan et al. (1985) Science 229:81). Sin, embargo, estos
fragmentos pueden ser ahora producidos directamente mediante
células huésped recombinantes, por ejemplo, los fragmentos de
anticuerpo pueden ser aislados de las librerias de fago de
anticuerpo discutidas anteriormente. Alternativamente, los
fragmentos Fab’-SH pueden ser recuperado directamente de E: coli
y acoplados quimicamente para formar fragmentos F{(Ab’), (Carter

et al. (1992) BiolTechnology 10: 163-167). De acuerdo con otra
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aproximadamente, los fragmentos F(ab’), se pueden aislar
directamente del cultivo de célula huésped recombinante. Otras
técnicas para la produccidén de fragmentos de anticuerpo seréan

evidentes para el practicante experto.

Los anticuerpos antagonistas anti-CD40 uUtiles en los métodos
de la presente invencidén incluyen los anticuerpos monoclonales
CHIR-5.9 y CHIR-12.12 descritos aqui asi como también 1los
anticuerpos que difieren de este anticuerpo pero permanecen los
CDR; y los anticuerpos con una o méds adicién(s), supresidn(s) o
sustitucidén(s) de aminodcido, en donde la actividad antagonista
se mide mediante la inhibicién de proliferacidén y/o
diferenciacién de <célula B. la invencidén también comprende
anticuerpos antagonistas anti-CD40 desinmunizados, que pueden ser
producidos como se describe en, por ejemplo, la Publicaciones
Internacionales No. WO 98/52976 y WO 0034317; incorporada aqui
como referencia. De esta manera, los residuos dentro de los
anticuerpos antagonistas anti-CD40 de la invencidén se modifican
con el fin de hacer los anticuerpos no o menos inmunogénicos a
humanos aunque reteniendo su actividad antagonista hacia las
células que expresan CD40, en donde tal actividad se mide
mediante los ensayos anotados en cualquier parte aqui. También se
incluye dentro del alcance de las reivindicaciones las proteinas
de fusidén que comprenden un anticuerpo antagonista anti-CD40 de
la invencién o fragmentos de estos, cuyas proteinas de fusidn se
pueden sintetizar o expresar de los vectores de polinucledtido

correspondientes, como son conocidos en la técnica. Tales
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proteinas de fusidén se describen con referencia a la conjugacién

de anticuerpos como se anota adelante.

Los anticuerpos de la presente invencidén pueden tener
variaciones de secuencia producidas utilizando los métodos
descritos en la Solicitud de patente No. EP 0983303A1 WO
00/34317, y WO 98/52976, incorporada aqui como referencia. Por
ejemplo., se ha mostrado que las secuencias dentro del CDR pueden
cuasar que un anticuerpo se una al MHC clase II y dispara una
respuesta de célula T ayudante que no se quiere. Una sustitucidn
conservadora puede permitirle al anticuerpo retener la actividad
de unidén a un perdiendo su capacidad para disparar una respuesta
de <celula T no querida. Cualquiera de tales sustituciones
conservadoras y no conservadoras puede ser hecha wutilizando
métodos reconocidos en la técnica, tales como aquellos anotados
en cualquier parte aqui y los anticuerpos resultantes caerén
dentro del alcance de la invencidén. Los anticuerpos variantes
pueden ser rutinariamente ensayados para actividad antagonista,

afinidad, y especificidad utilizando los métodos descritos aqui.

Un anticuerpo producido mediante cualquiera de los métodos
descritos anteriormente, o cualquier otro método no descrito
aquil, caerd dentro del alcance de la invencidén si este posee al
menos una de las siguientes actividades bioldégicas: inhibicién de
secrecién de inmunoglobulina mediante «células B periféricas
humanas normales estimuladas por las células T; inhibicién de

supervivencia y/o proliferacién de células B periféricas humanas
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normales estimuladas por <células T Jurkat; inhibicién de
supervivencia y/o proliferacién de células B periféricas humanas
normales estimuladas por células que expresan CD40L o ligando
CD40 soluble (sCD40L); inhibicidén de seflales intracelulares anti-
apoptosicas “supervivencia” en cualquier célula estimulada por
sCD40L o CD40L de fase sdélida; inhibicidén de la traduccidén de la
sertal CD40 en cualquier célula luego de ligado con sCD40L o CD40L
de fase sdélida; e inhibicidén de proliferacién de células B
malignas humanas como se anota adelante. Estos ensayos se pueden
desarrollar como se describe en los ejemplos presentados aqui.
Ver también ensayos descritos en Schultze et al. (1998) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 92: 8200-8204; Denton et al. (1998) Pediatr
Transplant. 2: 6-15; Evans et al. (2000) J. Immunol. 164: 688-
©97; Noelle (1998) Agents Actions Suppl. 49: 17-22; Lederman et
al. (1996) Curr Opin. Hematol 3: 77-86; Coligan et al. (1991)
Current Protocols in Immunology 13: 12; Kwekkeboom et al. (1993)
Immunology 79: 439-444; y Patente U.S. Nos. 5,674,492 y 5,847,

082;incorporado aqui como referencia.

Un ensayo representativo para detectar los anticuerpos
antagonistas anti-CD40 especificos para los epitopos de antigeno
CD40 identificados aqui es un “ensayo de unidén competitivo”. Los
ensayos de unidén competitivos son ensayos sexoldgicos en 1los
cuales 1los desconocidos son detectado y cuantificados por su
capacidad para inhibir la unién de un ligando conocido marcado a
su anticuerpo especifico. Esto también como un ensayo de

inhibicién competitiva. En un ensayo de unién competitiva
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representativo, el polipéptido CD40 marcado es precipitado por
anticuerpos candidato en una muestra, por ejemplo, en combinacidn
con anticuerpos monoclonales levantados contra uno o mads epitopos
de los anticuerpos monoclonales de la invencién. Los anticuerpo
anti-CD40 que reaccionan especificamente con un epitopo de
interés se pueden identificar al seleccionar wuna serie de
anticuerpos preparados contra una proteina o fragmento CD40 de la
proteina que comprende el epitopo particular de la proteina de
interés CD40. Por ejemplo, los epitopos de interés CD40 humanos
incluyen epitopos que comprende residuos de aminodcidos lineales
y/o no lineales de la forma corta del CD40 humano (ver Acceso
GenBack No NP 690593), establecido en la figura 12B (ID de SEC
No.: 10) codificado mediante la secuencia establecida en la
figura 12A (ID de SEC No.: 9, ver también Acceso GenBank No.
NP 152854), o de la isoforma larga del CD40 humano (ver Acceso
GenBank Nos. CAAA43045 y NP 001241), codificado mediante la
secuencia establecida en la figura 12C (ID de SEC No.: 11 ver
Acceso GenBack No. X60592 y NP 001250). Alternativamente, los
ensayos de unién competitiva con anticuerpos antagonistas anti-
CD40 estables previamente identificados se pueden utilizar para
seleccionar los anticuerpos monoclonales comparables con 1los

anticuerpos previamente identificados.

Los anticuerpos empleados en tales inmunoensayos se pueden
marcar o no marcar. Los anticuerpos no marcados se pueden emplear
en aglutinacién; los anticuerpos marcados se pueden emplear en

una amplia variedad de ensayos, que emplean una amplia variedad
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de marcas. La deteccién de 1la formacién de un complejo de
anticuerpo antigeno entre un anticuerpo anti-CD40 y un epitopo de
interés se puede facilitar al unir una sustancia detectable al
anticuerpo. Los medios de deteccidén adecuados incluyen el uso de
marcas tales Como radionuclidos, enzimas, coenzimas,
fluorescentes, quimioluminiscentes, cromdgenos, sustrato de
enzima y cofactores, inhibidores de enzima, complejos de grupo
prostético, radicales 1libres, particulas, tintes, y similares.
Los ejemplos de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de cola de
caballo, alcali fosfatasa, B-galactaosidasa, o
acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos de grupos prostéticos
adecuados incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina;
ejemplos de materiales fluorescentes incluyen umbeliferona,
fluorescina, fluorescin isotiocianato, rodamina,
diclorotriazinilamina fluorescina, Cloruro de dansil o)
ficoeritrina; un ejemplo de un material luminiscente es luminol;
ejemplos' de materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa,

luciferina y aecuarina; y ejemplos de materiales radiocactivos

lZSI l3lI

adecuados incluyen , 33, o °H. Tales reactivos marcados

4
se pueden utilizar en una variedad de ensayos bien conocidos,
tales como radioinmunoensayo de enzima, por ejemplo, ELISA,

inmunoensayos fluorescentes, y similares. Ver por ejemplo Patente

U.S. Nos. 3,766,162, 3,791,932; 3,817,837; y 4,233,402.

Cualquiera de los anticuerpos antagonistas anti-CD40
previamente descritos o los fragmentos de anticuerpo de esto se

pueden conjugar antes del uso en los métodos de 1la presente
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invencién. Los métodos para producir los anticuerpos conjugados
son conocidos en la técnica. Asi, el anticuerpo anti-CD40 se
puede marcar utilizando una marcacién indirecta a una
aproximacién de marcacidén indirecta. Por “marcacidén indirecta” o
“aproximacidén de marcacidén indirecta entiende que el agente
quelante estd covalentemente unido a un anticuerpo y al menos se
inserta un radionuclido en el agente quelante. Ver, por ejemplo,
los agentes quelantes y los radionuclidos descritos en Srivagtava
y Mease k199l) Nucl. Med. Bio. 18: 589-603, incorporada aqui como
referencia los marcadores  adecuados incluyen fluoréforos,

croméforos, 4atomos radioactivos (particularmente Py 1%°I)

'
reactivos densos en electrones, enzimas, y ligandos que tiene
compafieros de unidén especificos. Las enzimas son tipicamente
detectadas por su actividad. Por ejemplo la peroxidasa de cola de
caballo es usualmente detectada por su capacidad para convertir
3,3'",5,5 -tetrametilbencidina (TMB) a un pigmento  azul
cuantificable con un espectrofotdémetro. “Compafiero de unidn
especifico se refiere a una proteina capaz de unir una molécula
de ligando con alta especificada, como por ejemplo en el caso de
un antigeno y un anticuerpo monoclonal especifico para este.
Otros compafieros de unién especificos incluyen biotina y avidina
o estreptavidina, IgG y proteina A, y numerosos acoples receptor-
ligando <conocidos en la técnica. Se debe entender que la
descripcidn anterior no pretende categorizar los wvarios
marcadores en distintas clases, en razén a que la misma marca

puede servir de varios de diferentes modos. Por ejemplo el 1251

puede servir como marcador radioactivo o como un reactivo denso
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de electrdédn. E1 HRP puede servir como una célula o como un
antigeno para mAb. Adicionalmente uno puede combinar varios
marcador es para un efecto deseado. Por ejemplo, el mBbs y la
avidina también requieren marcadores en la practica de esta
invencién: asi, uno podria marcar aMb con biotina y detectar su

1257, o con una anti-biotina mAb

presencia con avidina marcada con
marcada con HRP. Otras permutaciones y posibilidades seréan
facilmente evidentes para aquellos expertos en la técnica, y son

consideradas como equivalentes dentro del alcance de la presente

invencién.

Alternativamente, el anticuerpo anti-CD40 se puede marcar
utilizando “marcacidén directa” o una “aproximacidén demarcaciédn
directa”, donde el radionuclido estd covalentemente unido
directamente a un anticuerpo (tipicamente por via de un residuo
de aminoacidos). Los radionuclidos preferidos se suministran en
Srivagtava y Mease (1991) supra. La aproximacién de marcacién
indirectas particularmente preferida. Ver también, por ejemplo,
Publicaciones Internacionales Nos WO 00/52031 y WO 00/52473,
donde se utiliza el ligador para unir un marcador radioactivo a
los anticuerpos; y las formas marcadas de anticuerpo anti-CD40

descritas en la Patente U.S No.: 6,015,542; incorporada aqui como

referencia.

Ademéas, se puede conjugar un anticuerpo (o fragmento de
este) a una porcién terapéutica tal como citotoxina, un agente

terapéutico, o un Ion de metal radiactivo o tradioisdétopo. Una
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citotoxina o agente citotdxico incluye cualquier agente que es

dafino para las células. Los ejemplos incluyen taxol, citocalasin

B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina,
etopdsido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colquicina,
doxorubicina, daunorubicina, dihidroxi antracin diona,

mitoxantrona, mitramicina, actinomicin D, dehidrotestosterona,
glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranoclol, vy
puromicina y analogos u homblogos de estos. Los agentes

terapéuticos incluyen, pero no estd limitados a, antimetabolitos

(por ejemplo metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina,
citarabina, b5-fluorouracil decarbazina), agentes algquilatantes
(por ejemplo mechloretamina, tioepa clorambucil, melfalan,

carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan,

dibromomannitol, estreptozotocina, mitomicina C, and cis-

diclorodiamina platina (II) (DDP) cisplatina), y antraciclinas
(por ejemplo daunorubicina {(anteriormente daunomicina) 3%
doxorubicina), antibidticos (por ejemplo dactinomicina
{(anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina, y
antramicina (AMC) },y agentes anti-mitdéticos (por ejemplo
vincristina y vinblastina). Los radioisétopos incluyen pero no

estéan limitados a, I-131, I-123, I-125, Y-90, Re-188, Re-186, At-
211, Cu-67, Bi-212, Bi-213Pd-109, TC-99, In-111, y similares. Los
conjugados de la invencidén se pueden utilizar para modificar las
respuestas bioldgicas dadas; la porcién de droga no esté
construida como limitada a gentes terapéuticos quimicos clésicos.
Por ejemplo, la porcidén de deroga puede ser una proteina o un

polipéptido que posee una actividad biocldgica deseada. Tales
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proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina tal como
abrina, ricin A, exotoxina de pseudomonas, o toxina de difteria;
una proteina tal como factor de necrosis celular, interferdn-
alfa, interferdén-beta, factor de crecimiento nervioso, factor de
crecimiento derivado de plaqueta, actividad deplasmindégeno de

tejido, o, modificadores de respuesta bioldgica tales como,

linfocina, interleucina -1 ("IL-1"), interleucina-2 ("IL-2"),
interleucina-6 (“"IL-6") factor estimulante de colonia de
macrb6fago de granulocito ("GM-CSF"), factor estimulante de

colonia de granulocito ("GM-CSEF"), u otros factores.

Las técnicas para conjugar tales porciones terapéuticas a
anticuerpos son bien conocidas. Ver, por ejemplo, Arron et al.
(1985) “Monoclonal Antibodies for Immunotargeting of Drugs in
Cancer Therapy” in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, ed.
Reisfeld et al. (Alan R. Liss, Inc.) pp. 243-256; Hellstrom et
al. (1987) "Antibodies for Drug Delivry” in Controlled Drug
Delivery, ed Robinson et al. (2d ed; Marcel Dekker, Inc.), pp.
623-653; Thorpe (1985)"Antibody Carriers of Cytotoxic Agents in
Cancer Therapy: A Review,"in Monoclonal Antibodies'84: Biological
and Clinical Applications, ed. Pinchera et al. pp. 475-506
(Editrice Kurtis, Milano, Italy, 1985);"Analysis, Results, and
Future Prospective of the Therapeutic Use of Radiolabeled
Antibody in Cancer Therapy," in Monoconal Antibodies for Cancer
Detection and Therapy, ed. Baldwin et al. (Academic Press, New
York 1985), pp. 303-316; and Thorpe et al. (1982) Immunol. Rev.

62: 119-158.

.
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Alternativamente, un anticuerpo se puede conjugar a un
segundo anticuerpo para formar un heteroconjugado de anticuerpo
como se describe en la Patente U.S. No. 4,676,980. Ademas, se
pueden utilizar ligadores entre las marcas y los anticuerpos de
la invencidén (ver Patente U.S. No: 4,831,175). Los anticuerpos o,
los fragmento de unidén de antigeno estos pueqen estar
directamente marcados con yoduro radioactivo, indio, itrio, u
otra particula radiactiva conocida en la técnica (Patente U.S.
No. 5,595,721). El tratamiento puede consistir de una combinacién
de tratamientos con anticuerpos conjugados y no conjugados
administrados simultanea o subsecuentemente (WO 00/52031 y WO

00/52473) .

Variantes de Anticuerpos Antagonistas Anti-CD40

Los variantes Dbioldgicamente activos adecuados de 1los
anticuerpos anti-CD40 antagonistas se pueden utilizar en los
métodos de la presente invencidn. Tales variantes retendran las
propiedades de unidén deseadas del anticuerpo antagonista anti-
CD40 padre. Los métodos para hacer las variantes del anticuerpo

estan generalmente disponibles en la técnica.

Por ejemplo, las variantes de la secuencia de aminoacido de
un anticuerpo antagonista anti-CD40, por ejemplo el anticuerpo
monoclonal CHIR-5.9 o CHIR-12.12 descrito aquil, se puede prepara

mediante mutaciones en la secuencia de ADN clonado que codifica
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el anticuerpo de interés. Los métodos para mutagénesis vy
alteraciones de secuencia de nucledétido son bien conocidos en la
técnica. Ver, por ejemplo, Walker vy Gaastra, eds. (1983)
Techniques 1in Molecular Biology (MacMillan Publishing Company,
New York); Kunkel (1985) Pro. Natl, Acad. Sci. USA 82: 488-492;
Kunkel et al. (1987) Methods Enzymol 154: 367-382; Sambrook et
al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring
Harbor, New York); Patente U. S. No. 4,873,192; y las referencias
citadas aqui; incorporadas aqui como referencia. Guia para
sustituciones de aminoadcido apropiadas que no afectan la

actividad Dbiolégica del ©polipéptido de interés se pueden

encontrar en el modelo de Dayhoff et al. (1978) in Atlas of
Protein Secuence and Structure (Natl. Biomed. Res. Found.,
Washington, D. C.), incorporada aqui como referencia. Las

sustituciones conservadoras tales como el intercambio de un
aminocdcido con otras que tengan propiedades similares, puede ser

preferida. Ejemplos de sustituciones conservadoras incluye, pero
no estéan limitadas a, GlyeAla, ValeIleeLeu, AspeGlu,

Lys&©Argg, AsneGln, y PheoTRpeTyr.

Para construir variantes del polipéptido del anticuerpo
antagonista anti-CD40 de interés, se hacen modificaciones de tal
forma que las variantes continulen poseyendo la actividad deseada,
es decir, afinidad de unién similar y sean capaces de unirse
especificamente a un antigeno CD40 humano expresado sobre la
superficie de una célula humana, y que es libre de actividad

agonista significativa pero que exhibe actividad antagonista

&>
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cuando se une a un antigeno CD40 sobre una célula que expresa
CD40 humano. Obviamente, cualguiera mutaciones hechas en el ADN
que codifica el polipéptido variante no deben ubicar la secuencia
por fuera del marco de lectura y preferiblemente no crearan
regiones complementarias que pudieran producir una estructura de

mARN secundario. Ver Publicacidén de Solicitud de Patente EP No.

15,444,

Ademéas, la regidén constante del anticuerpo antagonista anti-
CD40 se puede mutar para alterar la funcidén efectuadota de
numerosas maneras. Por ejemplo, ver la Patente U.S. 6,737,056Bl y
la Publicacidén de la Solicitud de Patente No. 2004/0132101A1, que
describes mutaciones Fc que optimizan la unién de anticuerpos a

los receptores Fc.

Preferiblemente, las variantes de un anticuerpo antagonista
anti-CD40 de referencia tiene secuencias de aminodcidos que

tienen al menos 70% o 75

oe

de identidad de secuencia,
preferiblemente al menos 80% o 85% de identidad de secuencia, mas

preferiblemente al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94% o 95

oe

de
identidad de secuencia con la secuencia de aminodcido para la
molécula de anticuerpo antagonista anti-CD40 de referencia, por
ejemplo, el anticuerpo monoclonal CHIR-5.9 o CHIR-12.12 descrito
agqui, o a una porcidén més corta de la molécula anticuerpo de
referencia. Mas preferiblemente las moléculas comparten al menos
una identidad de secuencia del 96%, 97%, 98% o 99%. Para 1los

propdésitos de la presente invencidén, la identidad de secuencia
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porcentual se determina utilizando el algoritmo de busqueda de
homologia Smith-Waterman que utiliza una busqueda de espacio fin
con una pena abierta de espacio de 12 y una de extensidén de
espacio de 2, matriz BLOSUM de 62. El algoritmo de busqueda de
homologia Smith-Waterman se ensefia en Smith and Waterman (1981)
Adv. Appl. Match. 2: 482-489. Una variante puede, por ejemplo,
diferir del anticuerpo anti-CD40 antagonista de referencia por
tan poco como 1 a 15 residuos de aminodcidos, tan poco como 1 a
10 residuos de aminodcidos, tal como 6-10, tan poco como 5, tan

poco como 4,3, 2, o aun 1 un residuo de aminocacido.

Con respecto al alineamiento Optimo de dos secuencias de
aminoacido, el segmento contiguo de la secuencia de aminoacido
variante puede tener residuos de aminocdcido adicionales o
residuos de aminoacidos suprimidos con respecto a la secuencia de
aminoacido de referencia. El segmento contiguo utilizado para la
comparacién con la secuencia de aminodcido de referencia incluiré
al menos 20 residuos de aminodcidos contiguos, y puede ser 30,
40, 50, o mas residuos de aminodcido. Se pueden hacer las
correcciones para la identidad de secuencia asociada con las
sustituciones o espacios de residuos conservadores (ver algoritmo

de busqueda de homologia Smith-Waterman).

La estructura quimica precisa de un polipéptido capaz de
unirse especificamente a CD40 y retener la actividad antagonista,
particularmente cuando se une a antigeno CD40 sobre las células B

malignas depende de numerosos factores. Como los grupos amino y
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carboxilo hidrolizables estdn presentes en la molécula, un
polipéptido particular se puede obtener como una sal &cida o
basica o en forma neutra. Todas 1las tales prepéraciones que
retienen su actividad Dbioldégica cuando se ubican en unas
condiciones ambientales adecuadas y estén incluidas en la
definicién de los anticuerpos antagonistas anti-CD40 como se
utiliza aqui. Ademds, la secuencia de aminodcido primaria de
polipéptidos se puede aumentar al derivar utilizando porciones de
azucar (glicolizacién) o mediante otra moléculas complementarias
tales como lipidos, fosfatos, grupos acetilo y similares. También
se puede aumentar mediante la conjugacidén con sacaridos. Ciertos
aspectos de tal aumento son logrados a través de sistema de
procesamiento post-transduccionales del huésped de producciédn;
otras de tales modificaciones se pueden introducir in Vitro. En
cualquier evento, tales modificaciones estdn incluidas en la
definicién de un anticuerpo anti-CD40 utilizado aqui en tanto que
las propiedades antagonistas del anticuerpo anti-CD40 no sean
destruidas. Se espera que tales modificaciones puedan afectar
cuantitativa o cualitativamente la actividad, o al mejorar o
disminuir la actividad del polipéptido en los varios ensayos.
Ademas, los residuos de aminodcido individuales en la cadena se
pueden modificar mediante oxidacién, reduccidn, u otra derivacién
y el polipéptido se puede clivar para obtener fragmentos que
retengan la actividad. Tales alteraciones que no destruyen la
actividad antagonista no remueven la secuencia de polipéptido de
la definicién de anticuerpo anti-CD40 de interés como se utiliza

aqui.
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La técnica suministra una guia sustancial con relacién a la
preparacién y uso de las variantes de polipéptido. Al preparar
las variantes de anticuerpo anti-CD40, un experto en la técnica
puede determinar facilmente que modificaciones resultaran en el
nucledétido de proteina nativo o la secuencia de aminodcido en una
variante que sea adecuada para usc como un  componente
terapéuticamente activo de una composicidén farmacéutica utilizada

en los métodos de la presente invencién.

Métodos de Terapia que Utiliza los Anticuerpos Antagonistas

Anti-CD40 de la Invenciédn

Los métodos de la invencidén estan dirigidos al uso de los
anticuerpos antagonistas anti-CD40 para tratar pacientes que
tiene una enfermedad mediada mediante la estimulacién de
sefializacidén CD40 sobre células que expresan CD40. Por “célula
que expresa CD40” se entiende antigeno CD40 que expresan células
B normales y malignas. Los métodos para detectar la expresidn
CD40 en células son bien conocidas en la técnica e incluyen, pero
no estan limitadas a, técnicas PCR, inmunohistogquimica,
citometria de flujo, Western blot, ELISA, y similares, por célula
B “maligna” se entiende cualquier célula B neoplédsica, que
incluye pero no estd limitada a células B derivadas de linfomas
gue incluyen linfomas de célula B de grado bajo, intermedio vy
alto, linfomas inmunoblédsticos, linfomas no Hodgkin, enfermedad

de Hodgkin, 1linfomas inducidos por el Virus de Epstein-Barr
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(EBV), vy linfomas relacionados <con SIDA, asi como también
leucemias linfoblasticas agudas de célula B, mielomas, leucemias

linfociticas crbénicas, leucemia mielobléasticas agudas \%

similares.

“Tratamiento” se define aqui como la aplicacién o
administracidén de un anticuerpo antagonista anti-CD40 o fragmento
que de une a antigeno de este a un paciente, o aplicacidén o
administracién de una anticuerpo antagonistas anti-CD40 o
fragmento de este a un tejido aislado o linea celular de un
paciente, donde el paciente tiene una enfermedad, un sintoma de
una enfermedad, o una predisposicién hacia una enfermedad, donde
el propdésito es curar, sanar, aliviar, mejorar, alterar,
remediar, mejoramiento, mejora, o afectar la enfermedad, 1los
sintomas de la enfermedad, o la predisposicién hacia la
enfermedad. Por “tratamiento” se entiende la aplicacién o
administracién de una composicién farmacéutica que comprende los
anticuerpos antagonistas anti-CD40 o los fragmentos de estos a un
paciente, o la aplicacién o administracién de una composiciédn
farmacéutica que comprende los anticuerpos anti-CD40 1los
fragmentos de estos a un tejido aislado o linea celular de un
paciente, que tiene una enfermedad, un sintoma de una enfermedad,
0 una predisposicién hacia una enfermedad, donde el propdsito es
curar, sanar, aliviar, mejorar, alterar, remediar, el
mejoramiento, la mejora, o afectar la enfermedad, los sintomas de

la enfermedad, o la predisposicién hacia la enfermedad.
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Por “actividad antitumoral” se entiende una reduccidén en la
proporcién de la proliferacidén o acumulacidén de célula maligna
gue expresa CD40, y de esta manera un declive en la proporcidn de
crecimiento de un tumor existente o en un tumor gue surge durante
la terapia, y/o la destruccién de las células neoplésicas
existentes (tumor) o células neoplédsicas recientemente formadas,
y de esta manera una disminucién del tamafio total de una terapia
durante el tumor. La terapia con la menos un anticuerpo anti-CD40
(o fragmento que se une a antigeno de este) originas una
respuesta fisioldgica que es benéfica con respecto al tratamiento
de los estados de enfermedad asociados con el estimulo de la

seflalizacidén CD40 sobre células que expresan CD40 en un humano.

Los métodos de la invencidédn encuentran uso en el tratamiento
de linfomas no Hodgkin relacionados con proliferacién o
acumulacién de células B anormales, no controlables. Para los
propdsitos de la presente invencidn, tales linfomas se denominara
de acuerdo con el esquema de clasificacidén de Formulacidén De
Trabajo, que son aquellos linfomas de célula B categorizados como
de grado bajo, grado intermedio y grado alto (ver “The Non-
Hodgkin's Lymphoma Pathologic Classification Project” Céncer 49
(1982): 2112-2135). Asi, los linfomas de célula B de bajo grado
incluyen linfocitico pequefio, célula folicular clivada pequeia,
mezclada folicular y linfomas de célula larga; los linfomas de
grado intermedioc incluyen célula larga folicular, célula clivada
pequena difusa, pequefia mezclada difusa y célula larga, linfomas

de célula larga difusa; y linfomas de alto grado que incluyen
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inmunobldsticas de célula larga, linfoblésticas, y linfomas de

célula no clivada pequefia del tipo Burkitt y no Burkitt.

Se reconoce que los métodos de la invencidn son utiles en el
tratamiento terapéutico de linfomas de célula B que son
clasificados de acuerdo al sistema de Clasificacidén de Linfomas
Europeo y Americano Revisado (REAL). Tales linfomas de célula B
incluyen, pero no estédn limitados a, linfomas clasificados como
neoplasmas de célula B ©precursores, tales como leucemia
linfobléstica B/linfoma; neoplasmas de célula B periférico que
incluyen 1leucemia linfocitica <c¢rénica de célula B/linfoma
linfocitico pequeiio, linfoma linfoplasmacitoide/inmunocitoma,
linfoma de célula de manto (MCL) linfoma de centro ce foliculo
(folicular) / que incluye célula pequefia difusa, célula pequefa y
grande mezclada difusa, y linfomas de célula grande difusa),
linfoma de «célula B de zona marginal (que incluye tipos
extranodal, nodal, y -esplénico), leucemia por tricoleucitos,
plasmacitoma/mieloma, linfoma de célula B de célula grande de
subtipo primario mediastinal (timico), linfoma de Burkitt, vy
linfomas de célula B de alto grado similar a Burkitt; leucemia
aguda, leucemias linfociticas agudas, leucemias mieloblasticas;
leucemias mielocitica aguda, 1leucemia promielocitica; leucemia
mielomonocitica; leucemia monocéitica; eritroleucemia; leucemia
granulocitica (leucemia mielocitica crdnica), leucemia
linfocitica crénica; policitemia vera; mieloma multiple; macro
globulinemia de Waldenstrom; enfermedad de cadena pesada; Yy

linfomas de célula B de bajo grado o alto grado no clasificable.
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Se reconoce que los métodos de la invencién pueden ser
utiles para prevenir sobre crecimiento de tumor adicional que
surge durante la terapia. Los métodos de 1la invencidén son
particularmente Utiles en el tratamiento de sujetos que tiene
linfomas de célula B de bajo grado, particularmente aquellos
sujetos que tienen recaidas luego de la quimioterapia estandar.
Los linfomas de célula B de bajo graso son mas indolentes que los
linfomas de célula B intermedios y de alto grado y se
caracterizan con curso de recaida/remisién. Asi, el tratamiento
de estos linfomas se mejora utilizando los métodos de esté
invencién en razédn de que los episodios de recaida son reducidos

en numero y en severidad.

Los anticuerpos antagonistas anti-CD40 descritos aqui
también pueden encontrar uso en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias y deficiencias o desérdenes en el sistema inmune
que incluye, pero no estd limitado a, lupus sistémico
eritematoso, soriasis, escleroderma, sindrome de CREST, miositis
inflamatoria, sindrome de Sjogren, enfermedad de tejido conectivo
mezclado, artritis reumatoide, esclerosis multiple, enfermedad
del intestino inflamatorio, sindrome de dolor respiratorio agudo,
inflamacién pulmonar, fibrosis pulmonar idiopética, osteoporosis,
hipersensibilidad retardada, asma, cirrosis biliar primaria , vy

purpura trombocitopénica idiopéatica.
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De acuerdo con los métodos de la presente invencidn, al
menos un anticuerpo antagonista anti-CD40 (o fragmento de unién
de antigeno de este) como se define en cualquier parte aqui se
utiliza para promover una respuesta terapéutica positiva con
respecto a una célula B humana maligna, por “respuesta
terapéutica positiva” con respecto a tratamiento de céncer se
entiende una mejora en la enfermedad en asocio con la actividad
antitumoral de estos anticuerpos o fragmentos de estos, y/o
mejoras en los sintomas asociados con la enfermedad. Estos es, un
efecto antiproliferativo, la prevencién de sobre crecimientos de
tumor adicionales, una reduccidén en el tamafio del tumor, una
reduccidén en el nimero de células de céancer y/o una disminucién
en uno o mas sintomas mediados por la estimulacién de células que
expresan CD40 se pueden observar. Asi, por ejemplo, una mejora en
la enfermedad se puede caracterizar como una respuesta completa.
Por M“respuesta completa” se entiende una ausencia de enfermedad
clinicamente detectable con normalizacién de cualquier estudio
radiogréafico previamente anormal, médula bsea, fluido
cerebroespinal (CSF). Tal respuesta debe persistir durante al
menos un mes luego del tratamiento de acuerdo con los métodos de
la invencién. Alternativamente, una mejora a la enfermedad se
puede caracterizar por ser una respuesta parcial. Por “respuesta
parcial” se entiende al menos aproximadamente una disminucién del
50% en todos los grupos de tumores medibles (es decir el numero
de células tumorales presentes en el sujeto) en ausencia de
nuevas lesiones y persistiendo durante al menos un mes. Tal

respuesta es aplicable a tumores medibles solamente.
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La respuesta tumoral se puede evaluar para cambios en 1la
morfologia del tumor (es decir grupo de tumor total, tamafio de
tumor, y similares) utilizando técnicas de seleccidn tales como
exploracién de imagen de resonancia magnética (MRI), imdagenes
radiograficas X, exploracién tomografica computarizada (CT)
imagen bioluminiscente, por ejemplo, imagen de luciferaza, imagen
de exploracidén de hueso, y muestreo de biopsia tumoral que
incluye aspiracién de médula odésea (BMA). Ademds de estas
respuestas terapéuticas positivas, el sujeto que sufre terapia
con un anticuerpo antagonista anti-CD40 o un fragmento de uniédn
de antigeno de este puede experimentar el efecto benéfico de una
mejora en los sintomas asociados con la enfermedad. Asi para los
tumores de célula B, el sujeto puede experimentar una disminucién
en los asi llamados sintomas B, es decir, sudores nocturnos,

fiebre, pérdida de peso y/o urticaria.

Por “dosis o cantidad terapéuticamente efectiva” o “cantidad
efectiva” se entiende wuna cantidad de anticuerpo antagonista
anti-CD40 o fragmento que se une a anticuerpo de este que, cuando
se administra efectlia una respuesta terapéutica positiva con
respecto al tratamiento de un paciente con una enfermedad que
comprende estimular 1las células que expresan CD40. en algunas
modalidades de la invencién, una dosis terapéuticamente efectiva
de anticuerpo anti-CD40 o fragmento de este estd en el rango de
aproximadamente 0.01 a aproximadamente 40 mng/kg, desde

aproximadamente 0.01 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, desde



WO 2005/044854 77 PCT/US2004/037152
Colombia 06-54042A

aproximadamente 0.1 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, desde

aproximadamente 1 a aproximadamente 30 mg/ kg, desde

w

aproximadamente mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, desde

w

aproximadamente mg/kg a aproximadamente 25 mg/kg, desde

w

aproximadamente mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg, desde
aproximadamente 5 mg/ kg a aproximadamente 15 o desde
aproximadamente 7 mg/kg a aproximadamente 12. Se reconoce que el
método de tratamiento puede comprender una administracidén simple
de una dosis terapéuticamente efectiva o administracidén multiple

de una dosis terapéuticamente efectiva del anticuerpo antagonista

anti-CD40 o fragmento que se une a antigeno de este.

Una modalidad adicional de la invencidén es el wuso de
anticuerpos antagonistas anti-CD40 para monitorear el diagndstico
de los niveles de proteina en el tejido como parte de
procedimiento de ensayo clinico, es decir por ejemplo, determinar
la eficacia de un régimen de tratamiento dado. La deteccidén se
puede facilitar mediante el acoplamiento de un anticuerpo a una
sustancia detectable. Ejemplos de sustancias detectables incluyen
varias enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes,
materiales luminiscentes, materiales bioluminiscentes, y
materiales radioactivos. Ejemplos de enzimas adecuadas incluyen
peroxidasa de cola de caballo, alcali fosfatasa, B-
galactaosidasa, o acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos de
grupos prostéticos adecuados incluyen estreptavidina/biotina vy
avidina/biotina; ejemplos de materiales fluorescentes adecuados

incluyen umbeliferona, fluorescina, fluorescin isotiocianato,
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rodamina, diclorotriazinilamina fluocrescina, cloruro de dansil o
ficoeritrina; wun ejemplo de material luminiscente incluye
luminol; ejemplos de materiales Dbioluminiscentes incluyen
luciferasa, luciferina y aecuarina; y ejemplos de materiales

radiocactivos adecuados incluyen ?°1, 131, 353, o 3H.

Los anticuerpos anti-CD40 descritoes aqui pueden
adicionalmente ser utilizados para suministrar reactivos, por
ejemplo anticuerpos marcados gue pueden ser utilizados, por
ejemplo para identificar células que expresan CD40. Esto puede
ser muy Util para determinar el tipo de célula de una muestra
desconocida. Los paneles de anticuerpos monoclonales se pueden
utilizar identificar tejido por especies y/o por tipo de dérgano.
De una forma similar, estos anticuerpos anti-CD40 se pueden
utilizar para seleccionar células de cultivo de tejido por
contaminacién (es decir seleccidén por la presencia de una mezcla
de células que expresan CD40 y células que no expresan CD40 en un

cultivo).

Los anticuerpos antagonistas anti—CD40'se pueden utilizar en
combinacién con quimioterapéuticas conocidas y citosinas para el
tratamiento de estados de desorden que comprenden células que
expresan CD40 estimuladas. Por ejemplo, los anticuerpos anti-CD40
de la invencidén se pueden utilizar en combinacién con citosinas
tales como interleucina-2. En otra modalidad, los anticuerpos

anti-CD40 de la invencién se pueden utilizar en combinacidén con
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rituximab (IDEC-C2B8; Rituxan®; IDEC Pharmaceuticals Corp., San

Diego, California).

De esta manera, los anticuerpos antagonistas anti-CD40
descritos aqul o los fragmentos de unidén de antigenos de estos,

son administrados en combinacidén con al menos una otra terapia de

céncer, que incluye, pero no estd limitada a, cirugia o
procedimientos quirdrgicos (por ejemplo esplenectomia,
hepatectomia, linfadenectomia, leucoforesis, transplante de
médula osea, y similares); terapia de radiacidn, quimioterapia

opcionalmente en combinacidén con transplante de médula &ésea
autdloga, donde los agentes quimioterapéuticos incluyen, pero no
estdn limitados a, fludarabina o fosfato de fluderabina,
clorambucil, pentostatina, 2-clorodeoxiadenosina (cladribina),
ciclofosfamida, doxorubicina, prednisona, y combinaciones de
estos, por ejemplo, regimenes que contienen antraciclina tales
como CAP (ciclofosfamida, doxorubicina més prednisona), CHOP
(ciclofosfamida, vincristina, prednisona mas doxorubicina), VAD
(vincristina, doxorubicina, més dexametasona), MP (melfalan més
prednisona), y otros agentes citotdxicos y/o terapéuticos
utilizados en quimioterapia tales como mitoxantrona,
daunorubicina, idarubicina, asparaginasa, y antimetabolitos, que
incluyen, pero no estén limitados a, citarabina, metotrexato, 5-
fluorouracil decarbazina, 6-tioguanina, 6-mercaptopurina y
nelarabina; otras terapias de anticuerpo monoclonal
anticancerigeno (por ejemplo, alemtuzumab (Campath®) u otros

anticuerpos anti-CD52 que tienen como objetivo la glicoproteina
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de superficie celular CD52 sobre células B malignas; rituximab
(Rituxan®), el anticuerpo completo humano HuMax-CD20, R-1594,
IMMU-106, TRU-015, AME-133, tositumomab/I-131, tositumomab
(Bexxar®), ibritumomab tiuxetan (Zevalin®), o cualquier otro
anticuerpo anti-CD20 terapéutico que tenga como objetivo el
antigeno CD”0 sobre células B malignas; anticuerpo anti-CD19 (por
ejemplo, MT103, un anticuerpo biespecifico); anticuerpo anti-CD22
(por ejemplo, anticuerpo monoclonal humanizado es epratuzumab),
bevacizumab (Avasti®) u otro factor anticuerpo anticancerigeno
que tenga como objetivo el factor de crecimiento endotelial
vascular humano; anticuerpo anti-CD22 que tenga como objetivo el
antigeno CD22 sobre células B malignas (por ejemplo el anticuerpo
monoclonal BL-22, una toxina alfa CD22); o un anticuerpo o-M-CSF
que tenga como objetivo factor de estimulacién de colonia de
macréfago, anticuerpos que tengan como objetivo el activador
receptor del factor-kapa B (RANK) y su ligando (RANKL), que estén
sobre expresados en mieloma multiple; y anticuerpo anti-CD23 que
tenga como objetivo el antigeno CD23 sobre las células B malignas
(IDEC.: 152); Anticuerpo anti-CD80 que tenga como objetivo el
antigeno CD88 sobre las células B malignas (IDEC.: 114);
Anticuerpo anti-CD38 que tenga como objetivo el antigeno CD38
sobre las células B malignas; anticuerpos que tengan como
objetivo los receptores clase II del complejo de
histocompatibilidad (anticuerpos anti-MHC) expresados  sobre
células B malignas; otros anticuerpos anti-CD40 (por ejemplo,
SGN-20) que tengan como blanco el antigeno CD40 o las células B

malignas; y anticuerpos que tengan como objetivo el receptor 1
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del 1ligando que induce apoptosis relacionado con factor de
necrosis tumoral (TRAIL-R1) (por ejemplo, el anticuerpo
monoclonal humano agonistico HGS-ETR1) y el TRAIL-R2 expresado
sobre un numero de tumores sdélidos y tumores de origen
hematopoieticos); Terapia de céncer basada en molécula pequena,
que incluye, pero no estd limitada a, microtibulo y/o inhibidores
de topoisomerasa (por ejemplo, en 1inhibidor mitdético de
dolastatina y los andlogos de dolatatina; el agente de unidén de
tubulina T900607; XL119; vy el inhibidor de topoisomerasa
aminocamptotecina), SDX-105 (hidrocloruro de bendamustina)
ixabetilona (un andlogo de epotilona, también denominado como

BMS-247550), inhibidores de quinasa C de proteina, por ejemplo,

midostaurina ((PKC-412, CGP 41251, N-benzoilstaurosporina),
pixantrona, eloxatina ( el agente antineoplésico), ganite
(nitrato de galio), Thalomida® (talidomida), derivados
inmunomodulatorios de talidomida (por ejemplo, revlimid

(anteriormente revimid)), Affinitak™ (inhibidor contrasentido de
proteina quinasa C-alfa), SDX-101 (R-etocdolac, que induce a
apoptosis de 1linfocitos malignos), andlogos de nucledsido de
purina de segunda generacién tales como clofarabina, inhibidores
de produccidén de proteina Bcl-2 por células de cancer (por
ejemplo los agentes contrasentido oblimersen y Genasense®),
inhibidores de proteasoma (por ejemplo, Velcade™ (bortezomib)),
inhibidores de quinasa de molécula pequefia (por ejemplo, CHIR-
258), inhibidores de VEGF de molécula pequefia (por ejemplo, ZD-
6474), inhibidores de molécula pequefia de proteina de choque de

calor (HSP) 90 (por ejemplo, 17-BAAG), inhibidores de molécula
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pequeria de agentes de histona acetilasas (por ejemplo
citodiferenciacién hibrido/polar HPC) tal como acido
suberanilohidroxamico (SAHA), y FR-901228) y agentes apoptdpicos
tales como Trisenox® (tridxido de arsénico) y Xcytrin® (motexafin
gadolinio); terapias de cancer basadas en vacunas/inmunoterapia,
que incluyen, pero no estdn limitadas a, aproximaciones de vacuna
(por ejemplo, Id-KJH, oncdfago, vitaletina), inmunoterapia
personalizada o inmunoterapia de idiotipo activo (por ejemplo
MyVax®, Personalizad Immunoterapy, anteriormente designada GTOP-
99), Promune® (CpG 7909, un agonista sintético para un receptor 9
similar a “toll” (TLRY9)), terapia de interferon-alfa, terapia de
interleucina- 2 (IL-2), terapia de IL-12, terapia de IL-15, vy
terapia de IL-21; terapia de esteroide; u otra terapia de cancer;
donde la terapia de céncer adicional se administra antes de,
durante, o subsecuente a la terapia de anticuerpo antagonista
anti-CD40. Donde las terapias combinadas comprenden la
administracién de un anticuerpo antagonista anti-CD40 con
fragmento de unién de antigeno de este en combinacién con la
administracién de otro agente terapéutico, como con
quimioterapia, terapia de radiacidén, otra terapia de anticuerpo
anti-cancer, terapia de céancer basado en molécula pequefia, o0
terapia de cancer basada en vacunas /inmunoterapia, los métodos
de la invencidén comprenden la co administracién, utilizando
formulaciones separadas o formulacién farmacéutica simple, o una
administracidén consecutiva en cualquier orden. Donde los métodos
de la presente invencién comprenden regimenes terapéuticos

combinados, estas terapias pueden ser dadas simultdneamente, es
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decir, el anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmento de
unién de antigeno de este se administra concurrentemente o dentro
de la misma estructura de tiempo que la otra terapia de céncer
(es decir, las terapias éontinﬁan concurrentemente pero el
anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmento de unién de
antigenc de este no se administra precisamente al mismo tiempo
que la otra terapia de céncer). Alternativamente, el anticuerpo
anti-CD40 antagonista de la presente invencién o el fragmento de
unién de antigeno de este se puede administrar antes con
subsecuente a la otra terapia de céancer. La administracidén
secuencial de diferentes terapias de céncer se puede desarrollar
sin importar si el sujeto tratado responde al primer curso de
terapia para disminuir la posibilidad de remisién o relapso.
Donde las terapias combinadas comprenden la administracién del
anticuerpo a antagonista anti-CD40 o el fragmento de unién de
antigeno de esta en combinacién con administracién de un agente
citotdxico preferiblemente el anticuerpo antagonista anti-CD40 o
fragmento de unién de este se administra antes de 1la

administracién del agente citotdxico.

En algunas modalidades de 1la invencidén, 1los anticuerpos
anti-CD40 antagonistas descritos aqui, o los fragmentos de unidn
de antigeno de estos, son administrados en combinacidén con
quimioterapia, y opcionalmente con combinacién con transplante de
médula oésea autologa, en donde el anticuerpo y los agentes
gquimioterapéuticos se pueden administrar secuencialmente, o en

cualquier orden, o© simultdneamente (es decir, concurrentemente
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dentro de la misma estructura de tiempo). Ejemplos de agentes
quimioterapéuticos adecuados incluyen, pero no estan limitados a,
fludaravina o fludaravina fosfato, <clorambuzil, vientrisina,
ventostatina, 2-clorodenocina, {(cladribina) ciclofosfamida,
doxorubicina, prednisona, combinaciones de estas, por ejemplo,
regimenes que contienen antraciclina tal compuesto CAP
(ciclofosfamida, doxorubicina mas prednisona), CHOP
(ciclofosfamida, wvincristina, prednisona mas doxorubisina), VAD
(vincristina, doxorubicina, mas dexametasona), MP (melfalan mas
prednisona), y otros agentes citotdxicos y/o terapéuticos
utilizados en quimioterapia tales como mitoxantrona,
daunorubicina, idarubicina, asparaginasa, y antimetabolitos, que
incluyen, pero no estan limitados a, citarabina, metotrexato, 5-
fluoracil de carbazina, 6-tioguanina, 6~-mercaptopurina, y
nelarabina. En algunas modalidades, el anticuerpo antagonista
anti-CD40, por ejemplo, el anticuerpo monoclonal CHIR -12.12 o
CHIR -5.9, O el fragmento de unidén de antigeno de este se
administra antes del tratamiento con el agente quimioterapéutico.
En modalidades alternativas, el anticuerpo antagonista anti-CD40
se administra después de tratamiento con el agente
quimioterapéutico. En algunas otras modalidades, el agente
quimioterapéutico se administra simultdneamente con el anticuerpo
antagonista anti-CD40 o el fragmento de unidén de antigeno de

este,

Asi como por ejemplo, en algunas modalidades el anticuerpo

antagonista anti-CD40 por ejemplo, el anticuerpo monoclonal CHIR
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-12.12 o CHIR -5.9, O el fragmento de unién de antigenoc de este
se administra en combinacién con fluradavina o fluradavina
fosfato, en modalidades alternativas, el anticuerpo antagonista
anti-CD40 o el fragmento de unidén de este se administra después
del tratamiento con fluradavina o fluradavina fosfato, en
algunas otras modalidades la fluradavina o fluradavina fosfato
se administra simulténeamente con el anticuerpo antagonista anti-

CD40 o el fragmento anti-de antigeno de este.

En otras modalidades de la invencidén, el clorambusil, una
droga alquilatante se administra en combinacidén con el anticuerpo
antagonista anti-CD40 descrito aqui, por ejemplo, el anticuerpo
monoclonal CHIR -12.12 o CHIR -5.9, O el fragmento de unidén de
antigeno de este. En tal modalidad el anticuerpo antagonista
anti-CD40 o el fragmento de - de antigeno se administra antes de
la administracién de clorambusil. En modalidades alternativas, el
anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmento de unién de
antigeno de este se administra después del tratamiento con
clorambusil. En otras modalidades, el clorambusil se administra
simultadneamente con el anticuerpo antagonista anti-CD40 o el

fragmento de unién de antigeno de este.

En aun otras modalidades, los regimenes que contienen
antraciclina tales como CAP (ciclofosfanida, doxorubisina mas
prebnisol) y CHOP (ciclofosfamida, vincristina, prednisona mas
doxorubisina), se pueden combinar con administracién de un

anticuerpo antagonista anti-CD40 descrito aqui, por ejemplo, el
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anticuerpo monoclonal CHIR -12.12 o CHIR -5.9, O el fragmento de
unién de antigeno de este. En una de tales modalidades el
anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmento de unidén de este
se administra antes de 1la administracién de regimenes que
contienen antraciclina, en otras modalidades el anticuerpo
antagonista anti-CD40 o el fragmento de unién de antigeno de este
se administra después del tratamiento con regimenes que contienen
antraciclina. En aln otras modalidades, el regimen que contiene
antraciclina se administra simultdneamente con el anticuerpo
antagonista anti-CD40 o el fragmento de unién de antigeno de

este.

En modalidades alternativas, el anticuerpo antagonista anti-
CD40 descrito aqui, por ejemplo el anticuerpo monoclonal CHIR -
12.12 o CHIR -5.9, O el fragmento de unién de antigeno de este se

administra en combinacién con alemtuzumab ((Campath®),

distribuido por Berlex Laboratorios, Richmond California).
Alemtuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado recombinante
(Campath-1H) que tiene como objetivo el antigeno CD52 expresado
en células B malignas. En una de tales modalidades, el anticuerpo
antagonista anti-CD40 o el fragmento de unién de antigeno de este
se administra antes de la administracién de alemtuzumab. En otras
modalidades, el anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmento
de unién de antigeno de este se administra después del
tratamiento con alemtuzumab. En aun otras modalidades, el

alemtuzumab se administra simultdneamente con el anticuerpo
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antagonista anti-CD40 o el fragmento de unién de antigeno de

este.

En modalidades alternativas, el anticuerpo antagonista anti-
CD40 descrito aqui, por ejemplo, el antigeno monoclonal CHIR -
12.12 o CHIR -5.9, O el fragmento de unién de antigeno de este se
administra en combinacién con un anticuerpo anti-CD20 terapéutico
que tiene como objetivo el antigeno CD20 sobre las células B
malignas, por ejemplo, rituximab (Rituxan®), el anticuerpo
completamente humano HuMax-CD20, R-1594, IMMU-106, TRU-015, AME-

133, tositumomab/I-131, tositumomab (Bexxar®, ibritumomad

tiuxetan (Zevalin®), en una de tales modalidades del el
anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmento de unién de
antigeno de este se administra antes de la administracién del
anticuerpo anti-CD20. En otras modalidades, el anticuerpo
antagonista anti-CD40 o el fragmento de unidén de antigeno se este
se administra después de tratamiento con anticuerpo anti-CD20. En
aun otras modalidades, el anticuerpo-CD20 se administra
simultéaneamente con el anticuerpo antagonista anti-CD40 o el

fragmento de unidén de antigeno de este.

En modalidades alternativas, el anticuerpo antagonista
anti-CD40 descrito aqui, por ejemplo, el anticuerpo monoclonal
CHIR -12.12 o CHIR -5.9, O el fragmento de unién de antigeno de
este, se administra en combinacidén con terapia de cancer basado
en molecula pequefia, que incluye, pero no estd limitado a ,

microtubulo y/o inhibidores de topoisomerasa (por ejemplo el
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inhibidor mitotico dolastatina y andlogo de dolastatina; el
agente de unidén de tubulina (T900607; XL119; y el inhibidor de
topoisomerasa aminocamptopesina), SDX-105 (clorhidrato de
bendamustina), ixabepilona (un andlogo de epotilona, también
denominado como BMS-247550), inhibidores de proteina quinasa C,
por ejemplo, midostaurina ((PRC-412, CGP41251, N-
Benzoilestauroporina), pixaltrona, eloxatina (y un agente
antineopléasico), ganite (nitrato de gali), talomida ®
(talidomina) (por ejemplo, revlimid (anteriormente remivid))
affinitak™ (inhibidor contra sentido de proteinas quinasa c-
alfa), SDX-101 (R-etodolac, gue induce apoptosis de linfocitos
malignos), andlogos de nucledésido de purina de segunda generacién

tales como clofarabina, inhibidor de produccién de proteina Bcl-2
por células de cancer (por ejemplo, agentes contra sentido
oblimersen 'y Genasense®), inhibidores de proteosoma (por
ejemplo, Velcade™ (bortezomid)) inhibidores de quinasa de
molécula pequefia (por ejemplo, CHIR-258), inhibidores VEGF de
molécula pequefia (por ejemplo, ZD-6474), inhibidores de molécula

pequena de proteina de choque de calor (HSP)90 (por ejemplo,17-

AAG), inhibidores de agentes histona dicetilasas (por ejemplo,
citodiferenciacién hibrid/polar HPC)Tales como acido
suberanilohidroxdmico (SAHA), Y férmula-901228) de agentes

apoptoticos tales como Trisenox® (triéxido arsénico) y Xcitrin®
(motexafin gadolinio. En una de tales modalidades, el anticuerpo
antagonista anti-CD40 o el fragmento de unién de antigeno de este
se administra antes de la administracién de terapia de cancer

basada en molécula pequefia. En otras modalidades, el anticuerpo
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antagonista anti-CD40 o el fragmento de unidén de antigeno de este
se administra después del tratamiento con terapia de cancer
basada en molécula pequefia. En aln otras modalidades, la terapia
de céncer basada en molécula pequefia suministra simultaneamente
el anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmento de unidén de

antigeno de este.

En aun otras modalidades, el anticuerpo antagonista
anti-CD40 descrito aqui, por ejemplo, al anticuerpo monoclonal
CHIR -12.12 o CHIR -5.9, 0O el fragmento de unién de antigeno de
este, se puede utilizar en combinacidén con terapia de cancer
basado en vacunas de inmunoterapia que incluye, pero no estéa
limitado a, aproximaciones de vacuna (por ejemplo, oncdéfago Id-
KLH, wvitaletina), inmunoterapia personalizada o inmunoterapia
de idiotipo activo (por ejemplo, inmuno terapia personalizada
MyVax® anteriormente designada GTOP-99), Promune® (CpG 7909, un
agonista sintético para receptor similar a “toll” 9 (TLRY)),
Terapia de interlucina-2 (IL-2),Terapia IL-12: terapia IL-15, vy
terapia IL-21; terapia esteroide. En una de tales modalidades,
el anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmento de unidén de
antigeno de este se administra antes de la administracién de la
terapia de cancer basada en vacunas/ inmunoterapia. En otras
modalidades, el anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmento
de unién de antigeno de este se administra después de
tratamiento con terapia de cancer Dbasada en vacunas/
inmunoterapia. En aun otras modalidades, la terapia de céancer

basada en vacunas/inmunoterapias se administra simultdneamente
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con el anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmento de unién

de antigeno de este,

En una de tales modalidades, el anticuerpo antagonista anti-
CD40 descrito aqui, como por ejemplo, el anticuerpo monoclonal
CHIR -12.12 o CHIR -5.9, O el fragmento de unién de antigeno de
este, se puede utilizar en combinacién con IL-2, el IL-2, un
agente conocido por expandir el numero de células efectuadoras de
muerte natural (NK) en pacientes tratados, se puede administrar
antes de, o con, el anticuerpo antagonista anti-CD40 o el
fragmento de unién de antigeno de este. Este numero expandido de
células efectuadotas NK puede conducir a actividad ADCC mejorada
del anticuerpo antagonista anti-CD40 administrado o del fragmento
de unién de antigeno de este. En otras modalidades, el IL-21
sirve como el agente inmunoterapéutico para estimular la
actividad de célula NK cuando se administra en combinacién con el
anticuerpo antagonista anti-CD40 descrito aqui, por ejemplo, el
anticuerpo monoclonal CHIR -12.12 o CHIR -5.9, O el fragmento de

unién de antigeno de este.

Adicionalmente, la terapia de combinacién con dos o mas
agentes terapéuticos y un anticuerpo antagonista anti-CD40
descrito aqui se puede wutilizar para el tratamiento de un
tratamiento de estados de enfermedad que comprende células que
expresan CD40 estimuladas, por ejemplo, canceres relacionados con
célula B, Y deshonres auto inmune y/o inflamatorios. Sin ser

limitantes, los ejemplos incluyen terapia de combinacién triple
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donde dos agentes quimioterapéuticos se administran en
combinacidon con anticuerpo antagonista anti-CD40, descritos aqui
y donde un agente quimioterapéutico y otro anticuerpo monoclonal
anticéncer (por ejemplo, alentuzumab, rituximab, o anticuerpo
anti-CD23) se administran en combinacidén con un anticuerpo
antagonista anti-CD40 descrito aqui. Ejemplos de tales
combinaciones incluyen, pero no estan limitados a, combinaciones
de fludaravina, ciclofosfamida, y anticuerpo antagonista anti-
CD40, por ejemplo, el anticuerpo monoclonal CHIR -12.12 o CHIR -
5.9, O el fragmento de wunién de antigeno de este; unas
combinaciones de fludaravina, un anticuerpo anti-CD20, por
ejemplo, rituximab (Rituxan®; IDEC Pharmaceuticals Corp., San
Diego, California), y el anticuerpo antagonista anti-CD40, por
ejemplo, anticuerpo monoclonal CHIR -12.12 o CHIR -5.9, 0 el

fragmento de unién de antigeno de este.

Formulaciones Farmacéuticas y Modos de Administracidn

Los anticuerpos antagonista anti-CD40 de esta invencidn se
administran a una concentracién que es terapéuticamente efectiva
para prevenir o tratar enfermedades mediadas por célula que
expresan CD40 tales como SLE, PBC, ITP, esclerosis multiple,
soriasis, enfermedad de Crohn, rechazo de injerto, linfoma de
célula B. para lograr esta meta, los anticuerpos se pueden
formular wutilizando wuna variedad de excipientes aceptables
conocidos en la técnica. Tipicamente, 1los anticuerpos se

administran mediante inyeccién, o intravenosamente o
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intraperitonialmente. Los métodos para lograr esta administracién

son conocidos por aquellos expertos en la técnica.

También puede ser posible obtener composiciones que puedan
ser tépica u oralmente administradas o que puedan ser capaces de

transicidén a través de las membranas de mucosa.

La administracién intravenosa ocurre preferiblemente
mediante infusidén durante un periodo de aproximadamente 1 a 10
horas, més preferiblemente durante aproximadamente 1 a 8 horas,
aun mas preferiblemente durante mas de 2 a aproximadamente 7
horas, atn mids preferiblemente durante aproximadamente 4 a
aproximadamente 6 horas, dependiendo del anticuerpo antagonista
anti-CD40 que es administrado. La infusién inicial con la
composicién farmacéutica puede ser dada durante un periodo de
aproximadamente 4 a aproximadamente 6 horas con las infusiones
subsecuentes suministradas mé&s réapidamente. Las infusiones
subsecuentes se pueden administrar durante un periodo de
aproximadamente 1 a aproximadamente 6 horas, que incluyen, por
ejemplo aproximadamente 1 a aproximadamente 4 horas,

aproximadamente 1 a aproximadamente 3 horas, o aproximadamente 1

a aproximadamente 2 horas.

Una composicién farmacéutica de la invencién se formula para
ser compatible con su ruta pretendida de administracién. Los
ejemplos de las posibles rutas de administracién incluyen

administracidén parenteral, (por ejemplo intravenosa (Iv),
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intramuscular (IM), intradérmica, subcutdnea (SC), o infusién),
oral y pulmonar (por ejemplo inhalacién), nasal, transdérmica
(tépica), transmucosal, y administracién rectal. Las soluciones y
suspensiones utilizadas para aplicacién parenteral, intradérmica,
subcuténea pueden incluir los siguientes componentes: un
diluyente estéril tal como agua para inyeccién, solucidén salina,
aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u
otros solventes sintéticos; agentes antibacteriales tales como
benzil alcohol o metil parabenos; antioxidantes tales como &acido
ascérbico o bisulfito de sodio; agentes guelantes tales como
acido etilenodiaminotetracético; amortiguadores tales como
acetatos, «citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de
tonicidad tal como cloruro de sodio o dextrosa. El pH se puede
ajustar con &cidos o bases, tales como 4&cido clorhidrico o
hidréxido de sodio. La preparacién parenteral se puede incluir en
ampollas, Jjeringas desechables, o frascos de dosis multiple

hechos de vidrio o pléastico.

El anticuerpo antagonista anti-CD40 son tipicamente
suministrados mediante la técnica estdndar dentro de un
amortiguador farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, solucién
salina estéril, agua amortiguada estéril, propilenglicol,
combinaciones de los anteriores, etc. Los métodos para preparar
agentes parenteralmente administrables se describen en
Remington’s Pharmaceutical Sciences (18 th ed.; Mack Publishing
Company, Eaton, Pennsylvania, 1990), incorporada aqui como

referencia. Ver también, por ejemplo, WO 98/56418, que describe
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formulaciones farmacéuticas de anticuerpo estabilizadas adecuadas

para uso de los métodos de la presente invencién.

La cantidad de al menos un anticuerpo antagonista anti-CD40
administrado o del fragmento de unién de antigeno de este al ser
administrado se determina fdcilmente por un experto en la técnica
sin experimentacién indebida. Los factores que influencian el
modo de administracidén y la respectiva cantidad de al menos un
anticuerpo antagonista anti-CD40 (o fragmento de este) incluye,
pero no esta limitado a, la severidad de la enfermedad, la
historia de la enfermedad, y la edad, altura, peso, salud Yy
condicidn fisica del individuo que sufre la terapia.
Similarmente, la cantidad de anticuerpo antagonista anti-CD40
administrado o del fragmento este al ser administrado dependera
del mono de administracién y de si el sujeto sufre una dosis
simple o dosis miltiple de este agente antitumoral. De manera
general, una dosis superior de anticuerpo antagonista anti-CD40
administrado o del fragmento este se prefiere con un peso
creciente del sujeto que sufre la terapia. La dosis anticuerpo
antagonista anti-CD40 administrado o del fragmento de este al ser
administrado en el rango desde aproximadamente 0.003 mg/kg a
aproximadamente 50 mg/kg, preferiblemente en el rango de 0.01
mg/kg a aproximadamente 40 mg/kg. Asi, por ejemplo, la dosis
puede ser 0.01 mg/kg, 0.03 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.3 mg/kg, 0.5
mg/kg, 1mg/kg, 1.5mg/kg, 2 mg/kg, 2.5 mg/kg, 3 mg/kg, 5 mg/kg, 7
mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg, 20 mg/kg, 25 mg/kg, 30 mg/kg, 35

mg/kg, 40 mg/kg, 45 mg/kg, o 50 mg/kg.

goGt22



WO 2005/044854 95 PCT/US2004/037152
Colombia 06-54042A

En otra modalidad de la invencidén, el método comprende la
administracién de dosis multiples de anticuerpo antagonista anti-
CD40 administrado o del fragmento de este. El método puede
comprender la administracién de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40 o ma&s dosis terapéuticamente efectivas de
una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo
antagonista anti-CD40 administrado o del fragmento de este. La
frecuencia y duracién de la administracién de dosis multiples de
las composiciones farmacéuticas que comprenden anticuerpo
antagonista anti-CD40 administrado o fragmento de este puede ser
facilmente determinada por un experto en la técnica sin
experimentacién indebida. Mé&s aln, el tratamiento de un sujeto
con una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo puede
incluir un tratamiento simple, preferiblemente, puede incluir una
serie de tratamientos. En un ejemplo preferido, se trata de un
sujeto con anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmento de
unién de antigeno de este en el rango de aproximadamente 0.1 a 20
mg/kg de peso del cuerpo, una vez por semana para entre
aproximadamente 1 a 10 semanas, preferiblemente entre
aproximadamente 2 a 8 semanas, mé&s preferiblemente entre
aproximadamente 3 a 7 semanas, Yy aun més preferiblemente durante
aproximadamente 4.5 o 6 semanas. El tratamiento puede ocurrir
anualmente para prevenir el relapso y luego de indicacién de
relapso. También se apreciard que la dosis efectiva del
anticuerpo o fragmento de unién de antigeno de este utilizado

para el tratamiento puede incrementar o disminuir durante el
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curso de un tratamiento particular. Los cambios en la dosis
pueden resultar y volverse evidentes de los resultados de los

ensayos de diagnéstico como se describen aqui.

Asi, en una modalidad, el régimen de dosificacién incluye
una primera administracién de una dosis terapéuticamente efectiva
y al menos un anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmento de
este durante dos dias 1.7, 14 y 21 del periodo de tratamiento. En
otra modalidad, el régimen de dosificacién incluye una primera
administracién de una dosis terapéuticamente efectiva de al menos
un anticuerpo antagonista anti-CD40 o de este en 1, 2, 3, 4, 5,
6, y 7 de una semana en un periodo de tratamiento. Las
modalidades adicionales incluyen un régimen de dosis que tiene
una primera administracién de una dosis terapéuticamente efectiva
de al menos un anticuerpo anti-CD40 o el fragmento de este en los
dias 1, 3, 5 y 7 de una semana en un periodo de tratamiento; un
régimen de dosificacién gque incluye una primera administracién de
una dosis terapéuticamente efectiva de al menos un anticuerpo
anti-CD40 o el fragmento de este a los dias 1 y 3 de una semana
en un periodo de tratamiento; y un régimen de dosificacién
preferido que incluye una primera administracién de una dosis
terapéuticamente efectiva de al menos anticuerpo anti-CD40 o el
fragmento de este en el dia 1 de una semana en un periodo de
tratamiento. El periodo de tratamiento puede comprender una
semana, dos semanas, tres semanas, un mes, tres meses, seis

meses, © un aflo. Los periodos de tratamiento pueden ser
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subsecuentes o separados uno del otro por un dia, una semana, dos

semanas, un mes, tres meses, seis meses, o un afo.

En algunas modalidades, las dosis terapéuticamente
efectivas del anticuerpo antagonista anti-CD40 administrado o del
fragmento de uniodn de antigeno de este varia desde
aproximadamente 0.003 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg, desde
aproximadamente 0.01 mg/kg a aproximadamente 40 mg/kg, desde
aproximadamente 0.1 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, desde
aproximadamente 0.5 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, desde
aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, desde
aproximadamente 3 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, desde
aproximadamente 3 mg/kg a aproximadamente 25 mg/kg, desde
aproximadamente 3 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg, desde
aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg, o desde
aproximadamente 7 mg/kg a aproximadamente 12 mg/kg. Asi, por
ejemplo, la dosis de una cualquiera de 1los anticuerpos
antagonistas anti-CD40 administrados o del fragmento de unién de
antigeno de este por ejemplo, anticuerpo monoclonal CHIR -12.12 o
CHIR -5.9, O el fragmento de unién de antigeno de este, puede ser
0.003 mg/kg, 0.01 mg/kg, 0.03mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.3 mg/kg, 0.5
mg/kg, 1 mg/kg, 1.5 mg/kg, 2 mg/kg, 2.5 mg/kg, 3 mg/kg, 5 mg/kg,
7 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg ,20 mg/kg, 25 mg/kg, 30 mg/kg, 35
mg/kg, 40mg/kg, 45 mg/kg, 50 mg/kg, u otras de tales dosis que
caben dentro del rango de aproximadamente 0.003 mg/kg a
aproximadamente 50 mg/kg. La misma dosis terapéuticamente

efectiva de un anticuerpo antagonista anti-CD40 o del fragmento
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de unidén de antigeno de este se puede administrar a través de o
durante cada semana de dosificaciédn de anticuerpo.
Alternativamente, diferentes dosis terapéuticamente efectivas de
un anticuerpo antagonista anti-CD40 o del fragmento de unién de
antigeno de este se pueden utilizar durante el curso de un

periodo de tratamiento.

En otras modalidades, la dosis inicial terapéuticamente
efectiva de un anticuerpo antagonista anti-CD40 o del fragmento
de unidén de antigeno de este como se define en cualquier parte
aqui puede estar en el rango de dosificacién inferior (es decir,
aproximadamente 0.003mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg) con
subsecuentes dosis que caen dentro del rango de dosificacién
superior (es decir, desde aproximadamente 20 mg/kg a

aproximadamente 50 mg/kg) .

En las modalidades alternativas, la dosis inicial
terapéuticamente efectiva de un anticuerpo antagonista anti-CD40
o del fragmento de unién de antigeno de este como se define en
cualquier parte aqui puede estar en el rango de dosificacién
superior (es Qecir, aproximadamente 20 mg/kg a aproximadamente 50

mg/kg) con dosis subsecuentes que caen dentro del rango de

dosificacidén inferior (es decir, desde aproximadamente 0.003
mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg). Asi, en una modalidad, la
dosis inicial terapéuticamente efectiva del anticuerpo

antagonista anti-CD40 o del fragmento de unién de antigeno de

este es aproximadamente 20 mg/kg a aproximadamente 35 mg/kg,
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incluyendo aproximadamente 20 mg/kg a aproximadamente 25 mg/kg,
aproximadamente 30 mg/kg, y aproximadamente 35 mg/kg, y la dosis
subsecuente terapéuticamente efectiva del anticuerpo antagonista
anti-CD40 o del fragmento de unién de antigeno de este son
aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg, que incluye
aproximadamente 5 mg/kg, 8 mg/kg, 10 mg/kg, 12 mg/kg, vy

aproximadamente 15 mg/kg.

En algunas modalidades de 1la invencién, 1la terapia de
anticuerpo antagonista anti-CD40 se inicia al administrar una
“dosis de carga” del anticuerpo o el fragmento de unién de
antigeno de este al sujeto necesitado de la terapia de anticuerpo
antagonista anti-CD40. Por “dosis de carga” se entiende una dosis
inicial de un anticuerpo antagonista anti-CD40 o fragmento de
unién de antigeno de este que se administra al sujeto, donde la
dosis del anticuerpo o fragmento de unién de antigeno de este
administrada cae dentro de el rango de dosificacién superior ( es
decir, desde aproximadamente 20 mg/kg a aproximadamente 50
mg/kg). La “dosis de carga” se puede administrar como una
administracién simple, por ejemplo, una infusién simple donde el
anticuerpo o fragmento de unién de antigeno de este se administra
IV, o como administraciones miltiples, por ejemplo, infusiones
multiples donde el anticuerpo o fragmento de unién de antigeno de
este se administra IV, en tanto que la “dosis de carga” completa

se administra dentro de un periodo de 24 horas.
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Luego de la administracién de la “dosis de carga”, al sujeto
le es 1luego administrado una o mas dosis terapéuticamente
efectivas adicionales del anticuerpo antagonista anti-CD40 o al
fragmento de la unién de antigeno de este. Subsecuentemente las
dosis terapéuticamente efectivas se pueden administrar como por
ejemplo, de acuerdo a una programacién de dosificacién semanal, o
una vez cada dos semanas, una vez tres semanas, O una vez cada
cuatro semanas. En tales modalidades, las dosis terapéuticamente
efectivas subsecuentes generalmente caen dentro del rango de
dosificacidén inferior (es decir, 0.03 mg/kg a aproximadamente 20

mg/kg) .

Alternativamente, en algunas modalidades, luego de la “dosis
de carga” las dosis subsecuentes terapéuticamente efectivas el
anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmento de -antigeno de
este suministran de acuerdo a un “programa de mantenimiento”, en
donde la dosis terapéuticamente efectiva del anticuerpo o
fragmento -antigeno de este se administra una vez al mes, una vez
cada seis semanas, una vez cada dos meses, una vez cada diez
semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada catorce semanas,
una vez cada cuatro meses, una cada vez cada dieciocho semanas,
una vez cada cinco meses, una vez cada veintidds semanas, una vez
cada seis meses, una vez cada siete meses, una vez cada ocho
meses, una vez cada nueve meses, una vez cada diez meses, una vez
cada once meses, una vez cada doce meses. En tales modalidades,
las dosis terapéuticamente efectivas del anticuerpo antagonista

anti-CD40 o fragmento de -antigeno de este caen dentro del rango
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de dosificacién inferior (es decir, 0.003 mg/kg a aproximadamente
20 mg/kg), particularmente cuando las dosis subsecuentes se
administran a intervalos mas frecuentes, por ejemplo, una vez
cada dos semanas a una vez cada mes, o dentro de un rango de
dosificacién superior (es decir, es de aproximadamente 20 mg/kg a
aproximadamente 50 mg/kg), particularmente cuando las dosis
subsecuentes se administran al menos a intervalos frecuentes, por
ejemplo, cuando las dosis subsecuentes se administran

aproximadamente un mes a aproximadamente con doce meses de

separacién.

Los anticuerpos antagonistas anti-CD40 presentes en las
composiciones farmacéuticas descritas aqui para uso de 1los
métodos de la invencién pueden ser nativos u obtenidos mediante
técnicas recombinantes, y pueden ser provenientes de cualquier
fuente, que incluyan fuentes de mamifero tales como, por ejemplo,
ratén, rata, conejo, primate, cerdo, y humano. Preferiblemente
tales polipéptidos se derivan de wuna fuente humana, mas
preferiblemente son recombinantes, y proteinas humanas

provenientes de lineas de células de hibridoma.

Las composiciones farmacéuticas uUtiles en los métodos de la
invencién pueden comprender variantes bioldégicamente activas de
los anticuerpos antagonistas anti-CD40 de la invencién. Tales
variantes deben retener 1la actividad bioldégica deseada del
polipéptido nativo de tal forma que la composicién farmacéutica

que comprende el polipéptido variante tiene el mismo efecto
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terapéutico que 1la composicidén farmacéutica que comprende el
polipéptido nativo cuando se administra a un sujeto. Esto es, el
anticuerpo variante anti-CD40 servira como el componente
terapéuticamente activo en la composicién farmacéutica de una
manera similar a aquella observada en el anticuerpo antagonista
nativo, por ejemplo, CHIR-5.9 O CHIR-12.12 como se expresa por la
linea celular de hibridoma 5.9 o 12.12, respectivamente. Los
métodos estan disponibles en la técnica para detectar si un
anticuerpo variante anti-CD40 retiene la actividad bioldgica
deseada, \% de esta manera sirve como un componente
terapéuticamente activo en la composicién farmacéutica. La
actividad bioldégica de las variantes de anticuerpos se pueden
medir utilizando ensayos especificamente disefiados para medir la
actividad del anticuerpo antagonista nativo, que incluye los

ensayos descritos en la presente invencidn.

Cualquier composicién farmacéutica que comprende un
anticuerpo antagonista anti-CD40 gque tiene unas propiedades de
unién descritas aqui como el componente terapéuticamente activo
se puede utilizar en los métodos de la invencién. Asi las
composiciones liquidas, liofilizadas o secadas por roseado que
comprenden uno o mas anticuerpos antagonistas anti-CD40 de la
invencidén se pueden preparar como una solucidn acuosa O no acuosa
o suspensidén para la administracién a un sujeto de acuerdo con
los métodos de la invencién. Cada una de estas composiciones
comprenderd al menos un anticuerpo antagonista anti-CD40 como

componente terapéutica o] profilacticamente activo. Por
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“componente terapéutica o profildcticamente activo” se entiende
el anticuerpo anti-CD40 que es especificamente incoréorado en la
composicidn para efectuar una respuesta terapéutica o
profilactica deseada con relacidén al tratamiento, prevencidén o
diagnosis de una enfermedad o condicién dentro de un sujeto
cuando la composicidén farmacéutica se administra a ese sujeto.
Preferiblemente las composiciones farmacéuticas comprenden
agentes estabilizantes apropiados, agentes de masa, o ambos para
minimizar los problemas asociados con la pérdida de estabilidad
de proteina y actividad bioldgica durante la preparacién vy

almacenamiento.

Los formulantes se pueden agregar a las composiciones
farmacéuticas que comprenden un anticuerpo anti-CD40 de la
invencién. Estos formulantes pueden incluir, pero no estan
limitados a, aceilites, polimeros, vitaminas, carbohidratos,
aminoacidos, sales, amortiguadores, albumina, tensoactivos, o
agentes de masa. Preferiblemente los carbohidratos 1incluyen
azuicar o alcoholes de azucar tales como mono- di- o polisacéaridos
y glucanos solubles en agua. Los sacdridos o los glucanos pueden
incluir fructuosa, glucosa, manosa, sorbosa, xilosa, maltosa,
sucrosa, dextrano, pululan, dextrina, o y P ciclo dextrina,
almiddén soluble, hidroxietil almiddn, y carboximetil celulosa, o
mezclas de estos. “Alcohol de azucar” se define como un
hidrocarburo C; a Cg que tiene un grupo hidroxilo incluye
galactitol, inositol, manitol, =xilitos, sorbitol, glicerol, vy

arabitol. Estos azucares o alcoholes de azicar se pueden utilizar

o1
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individualmente o en combinacién. La concentracidn de azucar o de
alcohol de azucar estd entre 1.0% y 7% p/v; mas preferiblemente
entre 2.0 % y 6.0 % p/v. preferiblemente los aminodcidos incluyen
formas levo rotatorias (1) de carnitina, Arginina, y botaina; sin
embargo, se pueden agregar otros aminodcidos. Los polimeros
preferidos incluyen polivinilpirrodinila (PVP) con  un  peso
molecular promedio entre 2000 y 3000, o polietilenglicol (PEG)
con un peso molecular promedio entre 3000 'y 5000. Los
tensoactivos que se pueden agregar a la formulacién son mostrados

en las EP numeros 270, 799 y 268, 110.

Adicionalmente, los anticuerpos pueden ser gquimicamente
modificados mediante conjugacidén covalente a un polimero para
incrementar su vida media circulante, por ejemplo, los polimeros
preferidos, y los métodos para unirlos a los péptidos, son
mostrados en la Patente U.S No. 4,766,106; 4,179,337; 4,495,285;
y 4,609,546; todos los cuales se encontraron aqui como referencia
en su totalidad. Los polimeros preferidos son polioles
polietoxietilados y polietilenglicol (PEG). El PEG es soluble al
agua a temperatura ambiente de cuarto y tiene la férmula general:
R (0O- CH; CHz)n O-R donde R puede ser hidrégeno, o un grupo
protector tal como un grupo alquilo o alcanol. Preferiblemente,
el grupo protector tiene entre 1 y 8 carbonos, mas
preferiblemente este es metilo. El simbolo n es un entero
positivo preferiblemente entre 1 y 1000, mds preferiblemente
entre 2 y 500. E1 PEG tiene un peso molecular promedio preferido

entre 1000 y 40000, mas preferiblemente entre 2000 y 20000, mas
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preferiblemente entre 3000 y 12000. Preferiblemente, el PEG tiene
al menos un grupo hidroxi, mas preferiblemente este es un grupo
hidroxiterminal. Es ste grupo grupo hidroxi el que se activa
preferiblemente para reaccionar con el grupo amino libre o el
inhibidor. Sin embargo, se entenderd que el tipo y cantidad de
los grupos reactivos puede variar para lograr un anticuerpo PEG

covalentemente conjugado de la presente invencién.

Los polioles polioxietilados solubles en agua son también
utiles en la presente invencidén. Ellos incluyen sorbitol
polioxietilado, glucosa polioxietilada, glicerol polioxietilado
(POG), y similares. E1 POG es el preferido. Una razdén es porgue
la estructura del glicerol polioxietilado es la misma estructura
que ocurre naturalmente en, por ejemplo los animales y humanos en
mono-, di-, y triglicéridos. Por lo tanto, esta ramificacidén no
necesariamente se veria como un agente extrano en el cuerpo. El
POG tiene un peso molecular preferido en el mismo rango gque el
PEG. La estructura para el POG se muestra en Knauf et al (1998)
J. BiO. Chem. 263:15064-15070, y la discusién de los conjugados
de POG/IL-2 se encuentra en la patente U.S. No. 4,766,106, las

cuales ambas se incorporan aqui como referencia en su totalidad.

Otro sistema de suministro de droga para incrementar la vida
media circulatoria es el liposoma. Los métodos para preparar
sistemas de suministro de liposomas se discuten en Gabizon et al.
(1982) Cancer Research 42:4734; Cafiso (1981) Biochem Biophys

Acta 649:129, y Szoka (1980) Ann. Rev. Biophys. Eng. 9:467. se
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conocen otros sistemas de administracién de droga en la técnica y
se describen en, por ejemplo, Poznansky et al. (1980) Drug
Delivery Systems (R.L. Juliano, ed., Oxford, N.Y) pp 253-315,

Poznansky (1984) Pharm Revs 36:277.

Los formulantes al ser incorporados en una composicién
farmacéutica deben suministrar la estabilidad del anticuerpo
antagonista anti-CD40 o el fragmento de unién de antigenoc de
este. Esto es, el anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmento
de unién de antigeno de este deben retener su estabilidad fisica
y/0 gquimica y tienen la actividad bioldgica deseada, es decir,
una o mds de las actividades antagonistas definas aqui
anteriormente, que incluyen, pero no estd limitadas a, inhibicidn
de secrecién de inmunoglobulina mediante células B periféricas
humanas normales estimuladas por células T; inhibicién de
supervivencia y/o proliferacidén de células B periféricas humanas
normales estimuladas mediante células T Jurkan; inhibicidn de
supervivencia y/o proliferacidén de células B periféricas humanas
normales estimuladas por células que expresan CD40L o ligando
CD40 soluble (sCD401); inhibicién de sefiales intracelulares anti-
apoptdsicas “supervivencia” en cualquier célula estimulada por
sCD401 o CD40L de fase sdlida; inhibicidén de produccidn de senal
CD40 en cualquier célula luego del ligamiento con sCD401 o CD40OL
de fase sélida; una inhibicién de proliferacién de células B

malignas humanas como se anota en cualquier parte aqui.
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Los métodos para monitorear la estabilidad de proteina son
bien conocidos en el arte. Ver, como por ejemplo, Jones (1993)
Adv. Drug. Delivery Rev. 10:29-90; Lee, ed (1991) Péptide and
Protein Drug Delivery (Marcel Dekker, Inc., New York); y 1los
ensayos de estabilidad descritos aqui adelante. De manera
general, la estabilidad de la proteina se mide a una temperatura
escogida durante un periodo de tiempo especifico. En modalidades
preferidas, ﬁn anticuerpo es una formulacién farmacéutica de
anticuerpo estable suministra la estabilidad del anticuerpo
antagonista anti-CD40 o el fragmento de -antigeno de este cuando
se almacena a temperatura ambiente de cuarto (aproximadamente 25°
C) durante al menos un mes, al menos tres meses, © al menos seis
meses, y/o es estable a aproximadamente 2-8° C durante al menos
selis meses, al menos nuevo meses, al mencs doce meses, al menos

dieciocho meses, al menos veinticuatro meses.

Una proteina tal como un anticuerpo, cuando se formula en
una composicién farmacéutica, se considera que retiene su
estabilidad fisica en un punto de tiempo dado si esta no muestra
signos visuales (es decir decoloracién o pérdida de claridad) o
signos medibles (por ejemplo, gque utiliza cromatografia de
exclusién de tamario (SEC) o disperzamiento de luz UV) de
precipitacién, a agregacidn o desnaturalizacidn en esa
composicidén farmacéutica. Con respecto a la estabilidad quimica,
una proteina tal como un anticuerpo, cuando se formula en una
composicién farmacéutica, se considera que retiene su estabilidad

quimica en un punto dado de tiempo si las mediciones de la
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estabilidad quimicas son indicativas de la proteina (es decir, el
anticuerpo) retiene 1la actividad bioldgica de interés en esa
composicién farmacéutica. Los métodos para monitorear los cambios
en la estabilidad quimica son bien conocidos en la técnica e
incluyen, pero no estén limitados a, métodos para detectar formas
quimicamente alteradas de la proteina tal como resulta de
“clipping” utilizando, por ejemplo, SED-PAGE, SEC, y/0
Tiempo/ionizacién desorpcidén léser de matriz asistida de vuelo de
espectrometria de masa; y degradacidén asociada con cambios en
carga molecular (por ejemplo, asociado con desamidacién),
utilizando, por ejemplo, cromatografia de intercambio de 16n.

Ver, por ejemplo, los métodos descritos aqui adelante.

Un anticuerpo anti-CD40 antagonista o fragmento de unidén a
antigeno de este, cuando se formula en una composicidn
farmacéutica, se considera por retener una actividad bioldgica
deseada en un punto de tiempo dado si la actividad bioldgica
deseada en ese tiempo estd dentro de aproximadamente 30%,
preferiblemente dentro de aproximadamente 20% de la actividad
biolégica deseada exhibida en el tiempo de la composicidn
farmacéutica, se prepara segun se determina en un ensayo adecuado
para la actividad bioldgica deseada. Los ensayos para medir la
actividad biolégica deseada de los anticuerpos anti-CD40
antagonistas descritos aqui, y los fragmentos de unidn a antigeno
de este, se pueden desarrollar como se describe en los Ejemplos
aqui. Ver también los ensayos descritos en Schultze et al (1998)

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:8200-8204; Denton et al (1998)

opnt35
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Pediart. Trasnsplant. 2:6-15; Evans et al (2000) J. Immunol.
164:688-697; Noelle (1998) Agents Actions Suppl. 49:17-22,
Lederman et al (1996) Curr. Opin. Hematol. 3:77-86; Coligan et al
(1991) Current Protocols in Immunology 13:12; Kwekkeboom et al
(1993) Immunology 79:439-444, y las patentes estadounidenses Nos.

5,674, 492 y 5, 847,082; incorporados aqui como referencia.

En algunas modalidades de la invencidén, el anticuerpo
antagonista anti-CD40, por ejemplo, el anticuerpo monoclonal CHIR
-12.12 o CHIR-5.9, o el fragmento de unidén de antigeno de este se
formula en una formulacién farmacéutica liquida. El1 anticuerpo
antagonista anti-CD40 o el fragmento de unidén de antigeno de este
se puede preparar utilizando cualquier método conocido en .la
técnica, incluyendo aquellos métodos descritos aqui
anteriormente. En una modalidad, el anticuerpo antagonista anti-
CD40, por ejemplo, el anticuerpo monoclonal CHIR -12.12 o CHIR -
5.9 o el fragmento de unién de antigeno de este es

recombinantemente producido en una linea celular CHO.

Luego de su preparacidén y purificacidén, el anticuerpo
antagonista anti-CD40 por el método de un -antigeno de este se
puede formular como una formulacién farmacéutica ligquida en la
manera establecida aqui. Cuando el anticuerpo antagonista anti-
CD40 o el fragmento de unidén de antigeno de este va a ser

almacenado antes de su formulacidén, este se puede congelar, por
ejemplo, a £ 20° C, y luego descongelada a temperatura ambiente

de cuarto para formulacidén adicional. La formulacidén farmacéutica
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liquida comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un
anticuerpo antagonista anti-CD40 o de un fragmento de unidén de
antigeno de este. La cantidad del anticuerpo o fragmento de unidn
de antigeno de este presente en 1la formulacidén toma en
consideracién la ruta de administracién y el volumen de dosis

deseado.

De esta manera, la composicién farmacéutica liquida
comprende el anticuerpo antagonista anti-CD40, por ejemplo, el
anticuerpo CHIR -12.12 o CHIR -5.9, O el fragmento de unidén de
antigeno de este a una concentracién de aproximadamente 0.1 mg/ml
a aproximadamente 50.0 mg/m, aproximadamente 0.5 mg/ml a
aproximadamente 40.0 mg/ml, aproximadamente 1.0 mg/ml a
aproximadamente 30.0 mg/ml, aproximadamente 5.0 mg/ml a
aproximadamente 25.0 mg/ml, aproximadamente 5.0 mg/ml a
aproximadamente 20.0 mg/ml, o aproximadamente 15.0 mg/ml a
aproximadamente 25.0 ng/ml. En algunas modalidades, la
composicién farmacéutica liquida comprende el anticuerpo

antagonista anti-CD40 o un fragmento de unidén de antigeno de este

a una concentracién de aproximadamente 0.1 mg/ml a
aproximadamente 5.0 mg/ml, aproximadamente 5.0 mg/ml a
aprcximadamente 10.0 mg/ml, aproximadamente 10.0 mg/ml a
aproximadamente 15.0 mg/ml, aproximadamente 15.0 mg/ml a

aproximadamente 20.0 mg/ml, aproximadamente 20.0 mg/ml a
aproximadamente 25.0 mg/ml, aproximadamente 25.0 mg/ml a
aproximadamente 30.0 mg/ml, aproximadamente 30.0 mg/ml a

aproximadamente 35.0 mg/ml, aproximadamente 35.0 mg/ml a

c
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aproximadamente 40.0 mg/ml, aproximadamente 40.0 mg/ml a
aproximadamente 45.0 mg/ml, aproximadamente 45.0 mg/ml a
aproximadamente 50.0 mg/ml. En otras modalidades, la composicidn
farmacéutica liquida comprende el anticuerpo antagonista anti-
CD40 o fragmento de -antigeno de este a una concentracidn de
aproximadamente 15.0 mg/ml a aproximadamente 16.0 mg/ml,
aproximadamente 17.0 mg/ml aproximadamente 18.0 mg/ml a
aproximadamente 19.0 mg/ml, aproximadamente 20.0 mg/ml a
aproximadamente 21.0 mg/ml, aproximadamente 21.0 mg/ml a
aproximadamente 22.0 mg/ ml, aproximadamente 22.0 mg/ml mg/ml a
aproximadamente 23.0 mg/ml, aproximadamente 24.0 mg/ml, o©
aproximadamente 25.0 mg/ml. La composicién farmacéutica liquida
comprende el anticuerpo antagonista anti-CD40, por ejemplo, el
anticuerpo CHIR -12.12 o CHIR -5.9, o el fragmento de unidén de
antigeno de este y un amortiguador que mantiene el pH de la
formulacién en el rango de aproximadamente pH 5.0 a
aproximadamente pH 7.0, incluyendo aproximadamente pH 5.0, 5.1,
5.2, 5.3, 5.4, 5.5, 5.6, 5.7, 5.8, 5.9, 6.0, 6.1, 6.2, 6.3, 6.4,
6.5, 6.6, 6.7, 6.8, 6.9, 7.0, y otros de tales valores dentro del
rango de aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente pH 7.0. En
algunas modalidades, el amortiguador mantiene el pH de la
formulacién en el rango de aproximadamente pH 5.0 a
aproximadamente pH 10.5, aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente
pH 10.0, aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente ©pH 5.5,
aproximadamente pH 5.5 a aproximadamente pH 7.0, aproximadamente
pH 5.5 a aproximadamente pH 6.5 o aproximadamente pH 6.5 a

aproximadamente pH 6.0.
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Cualquier amortiguador adecuado que mantiene el pH de la
formulacién de anticuerpo anti-CD40 en el rango de
aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente pH 7.0.se puede utilizar
en la formulacién, en tanto que la estabilidad fisico quimica vy
la actividad bioldégica del anticuerpo se retienen como se anota
aqui atras. Los amortiguadores adecuados incluyen, pero no estéan
limitados a, &cidos y sales convencionales de estos, donde el
contra ién puede ser, como por ejemplo, sodio, potasio, amonio,
calcio o magnesio. Ejemplos de A&cidos convencionales y sales de
estos que se pueden utilizar para amortiguar la formulacidn
liquida farmacéutica incluye, pero no estdn limitados a, acido
succinico o succinato, &cido citrico o citrato, &cido acético o
acetato, &cido tartdrico o tartrato, Aacido fosférico o fosfato,
dcido glucénico o gluconato, &acido glutédmico o glutamato, acido
aspartico o aspartato, &acido maléico o meleato, y &cido malico o
amortiguadores malato. La concentracién del amortiguador dentro
de la formulacién puede ser desde aproximadamente 1 mM a
aproximadamente 50 mM, incluyendo aproximadamente 1 mM,2 mM, 5
mM, 8 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM,
45 mM, 50 mM, u otros de tales valores dentro del rango de
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 50 mM. En algunas
modalidades, la concentracién de amortiguador dentro de la
formulacién va de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 15 mM,
incluyendo aproximadamente 5 mM, 6 mM, 7 mM, 8 mM, 9 mM, 10 mM,
11 mM, 12 mM, 13 mM, 14 mM, 15 mM, otros de tales valores dentro

del rango aproximadamente 5 mM a aproximadamente 15 mM.
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En algunas modalidades de la invencién, la formulacidn
farmacéutica 1liquida comprende wuna cantidad terapéuticamente
efectiva del anticuerpo antagonista anti-CD40, por ejemplo el
anticuerpo monoclonal CHIR -12.12 o CHIR -5.9, o el fragmento de
unién de antigeno de este y amortiguador de succinato o
amortiguador de citrato a una concentracién que mantiene el pH de
la formulacién en el rango de aproximadamente ©pH 5.0 a
aproximadamente pH 7.0, Preferiblemente aproximadamente pH 5.0 a
aproximadamente pH 6.5. Por “amortiguador succinato” o
“amortiguador citrato” se entiende un amortiguador que comprende
una sal de acido succidico o sal de acido citrico,
respectivamente. En una modalidad preferida, el contra ién
succinato o citrato es el catidén de sodio, y asi el amortiguador
de succinato de sodio o citrato de sodio, respectivamente, sin
embargo, cualquier cantidad se espera que sea efectiva. Otros
cationes posibles de succinato o citrato incluyen, pero no estan
limitados a, potasio, amonio, calcio y magnesio. Como se anotd
anteriormente, la concentracién de amortiguador de succinato o
citrato dentro de la formulacidén puede ser aproximadamente un mm
aproximadamente 50 mM, que incluye aproximadamente 1 mM, 2 mM, 5
oM, 8 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM, 45 mM,
50 mM, u otros de tales valores dentro del rango de
aproximadamente 1 mM a aproximadamenfe 50 mM. En algunas
modalidades, la concentracién de amortiguador dentro de 1la
formulacién es de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 15 mM,

gque incluye aproximadamente 5 mM, 6 mM, 7 mM, 8 mM, 9 mM, 10 mM,
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11 mM, 12 mM, 13 mM, 14 mM, o aproximadamente 15 mM. En cualquier
otras modalidades, la formulacién farmacéutica liquida comprende
el anticuerpo antagonista anti-CD40, por ejemplo, el anticuerpo
monoclonal CHIR -12.12 o CHIR -5.9, o el fragmento de unidén de
antigeno de este a una concentracién de aproximadamente 0.1 mg/ml
a aproximadamente 50.0 mg/ml, o aproximadamente 5.0 mg/ml a
aproximadamente 25.0 mg/ml, vy amortiguador de succinato o
citrato, por ejemplo, amortiguador de succinato de sodio o de
citrato de sodio, a una concentracién de aproximadamente 1 mM a

aproximadamente 20 mM, aproximadamente 5 mM a aproximadamente 15

mM, preferiblemente aproximadamente 10 mM.

Cuando es deseable para la formulacién farmacéutica liquida
ser aproximadamente 1isotédnica, la formulacién farmacéutica
liquida que comprende la cantidad terapéuticamente efectiva del
anticuerpo antagonista anti-CD40, como por ejemplo, el anticuerpo
monoclonal CHIR -12.12 o CHIR -5.9, o el fragmento de unidén de
antigeno de este, y un amortiguador para mantener un pH de
formulacién dentro del rango de aproximadamente pH 5.0 a
aproximadamente pH 7.0 puede comprender ademds una cantidad de un
agente isotonizante suficiente para hacer la formulacidén cercana
a isotdénica. Por “cercana a isoténica” se entiende la formulacidn
acuosa que tiene una osmolaridad de aproximadamente 240 mmol/kg a
aproximadamente 360 mmol/kg, preferiblemente a aproximadamente
240 a aproximadamente 340mmol/kg, mas preferiblemente
aproximadamente 250 a aproximadamente 330 mmol/kg, aun més

preferiblemente aproximadamente 260 a aproximadamente 320
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mmol/kg, auin més ©preferiblemente aproximadamente 270 a
aproximadamente 310 mmol/kg. Los métodos para determinar la
isotonicidad de una solucidén son conocidos por aquellos expertos
en la técnica. Ver, por ejemplo, Setnikar et al (1959) J. Am.

pHarm. Assoc. 48:628.

Aquellos expertos en la técnica estdn familiarizados con una
variedad de solutos farmacéuticamente aceptables utiles en
suministrar isotonicidad en las composiciones farmacéuticas. El
agente isotonizante puede ser cualquier reactivo capaz de ajustar
la presién osmética de la formulacidén farmacéutica liquida de la
presente invencién a un valor cercamente igual a aquel de una
formulacién farmacéutica de la presente invencién a un valor
cercamente igual a aquel de un fluido de cuerpo. Es deseable
utilizar un agente isotonizante filoldgicamente aceptable. Asi,
la formulacidén farmacéutica liquida que comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva del anticuerpo antagonista anti-CD40,
.por ejemplo el anticuerpo monoclonal CHIR -12.12 o CHIR -5.9, o
el fragmento de unién de antigeno de este, y un amortiguador para
mantener un pH de la formulacién dentro del rango de
aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente pH 7.0, puede comprender
ademds componentes que se pueden utilizar para suministrar
isotonicidad, por ejemplo, cloruro de sodio, aminoacidos tales
como alanina, valina, y glicina, azlUcares y alcoholes de azucar
(polioles), que incluyen pero no estan limitados a, glucosa,
dextrosa, fructuosa, sucrosa, maltosa, manitol, trealosa,

glicerol, sorbitol, vy xilitol; 4&cido acético, otros &cidos
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orgédnicos o sus sales, y relativamente cantidades menores de
citratos o fosfatos. La persona experta en la técnica conoceria
de agentes adicionales que son adecuados para suministrar

tonicidad éptima de la formulaciédn liquida.

En algunas modalidades preferidas, la formulacién
farmacéuticamente liquida que comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva del anticuerpo antagonista anti-CD40,
por ejemplo, el anticuerpo monoclonal CHIR -12.12 o CHIR -5.9, o
el fragmento de unidén de antigeno de este, y un amortiguador para
méntener el pH de 1la formulacién dentro del rango de
aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente pH 7.0, comprende ademas
cloruro de sodio como el agente isotoniozante. La concentracidn
de cloruro de sodio en la formulacidén dependeréd de la
contribucién de otros componentes a la tonicidad. En algunas
modalidades, la concentracién de cloruro de sodic es de
aproximadamente 50 mM a aproximadamente 300 mM, aproximadamente
50 mM a aproximadamente 250 mM, aproximadamente 50 mM a
aproximadamente 200 mM, aproximadamente 50 mM a aproximadamente
175 mM, aproximadamente 50 mM a aproximadamente 150 mM,
aproximadamente 75 mM a aproximadamente 175 mM, aproximadamente
75 mM a aproximadamente 150 mM, aproximadamente 10 mM a
aproximadamente 175 mM, aproximadamente 100 mM a aproximadamente
200 mM, aproximadamente 100 mM a aproximadamente 150 mM,
aproximadamente 125 mM a aproximadamente 175 mM, aproximadamente
125 mM a aproximadamente 150 mM, aproximadamente 130 mM a

aproximadamente 170 mM, aproximadamente 130 v a aproximadamente
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160 mM, aproximadamente 135 mM a aproximadamente 155 mM,
aproximadamente 140 mM a aproximadamente 155 mM, o
aproximadamente 145 mM a aproximadamente 155 mM. En Una de tales
modalidades, la concentraciédn de cloruro de sodio es
aproximadamente 150 mM. En otra de tales modalidades, la
concentracidén de cloruro de sodio es aproximadamente 150 mM, el
amortiguador es succinato de sodio o amortiguador de citrato de
sodio a una concentraciodn de aproximadamente 5 mM a
aproximadamente 15 mM, la formulacién farmacéutica 1liquida
comprende una cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo
antagonista anti-CD40, por ejemplo, el anticuerpo monoclonal CHIR
-12.12 o CHIR -5.9, o el fragmento de unién de antigeno de este,
y la formulacidén tiene un pH de aproximadamente pH 5.0 a
aproximadamente pH 7.0, aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente
pH 6.0, O aproximadamente pH 5.5 a aproximadamente pH 6.5. En
otras modalidades, la formulacién farmacéutica liquida comprende
un anticuerpo antagonista anti-CD40, por ejemplo, el anticuerpo
monoclonal CHIR -12.12 o CHIR -5.9, o el fragmento de unidén de
antigeno de este, a una concentracién de aproximadamente 0.1
mg/ml a aproximadamente 50.0 mg/ml o aproximadamente 5.0 mg/ml a
aproximadamente 25.0 mg/ml, aproximadamente 150 mM de cloruro de
sodio, aproximadamente 10 mM de succionato de sodio o citrato de

sodio, a un pH de aproximadamente pH 5.5.

La degradacién de proteina debido al descongelamiento en
frio al —corte mecadnico durante el procesamiento de una

formulacién farmacéutica 1liquida de la presente invencidn se
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puede inhibir mediante la incorporacién de tenso activos en la
formulacién con el fin de disminuir la tensién superficial en la
interfase solucién de un aire, asi, en algunas modalidades, la
formulacién farmacéutica liquida comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva del anticuerpo antagonista anti-CD40,
por ejemplo, el anticuerpo monoclonal CHIR -12.12 o CHIR -5.9, o
el fragmento de unién de antigeno de este, y un amortiguador para
mantener el ©pH de la formulacién dentro del rango de
aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente pH 7.0, y comprende
ademds un tenso activo. En otras modalidades, la formulaciédn
farmacéutica 1liquida comprende wuna cantidad terapéuticamente
efectiva del anticuerpo antagonista anti-CD40, por ejemplo, el
anticuerpo monoclonal CHIR -12.12 o CHIR -5.9, o el fragmento de
unién de antigeno de este, y un amortiguador para mantener el pH
de la formulacidén dentro del rango de éproximadamente pH 5.0 a
aproximadamente pH 7.0, un agente isotonizante tal como cloruro
de sodio a una concentracién de aproximadamente 50 mM a

aproximadamente 300 mM, y ademds comprende un tenso activo.

Los tensoactivos tipicos empleados son sufartantes no
iénicos, que incluyen ésteres de polioxietilenosorbitol tales
como polisorbato 80 (Tween 80) y polisorbato 20 (Tween 20; los
ésteres de polioxipropileno-polioxietileno tales como Pluronic
F68; alcoholes de polioxietileno tales como Brij 35; simeticona;
polientilenglicol tal como PEG400; lisofosfatidicolina; y
polioxietileno-p-t-octifenol tal como tritédn X-100. La

estabilizacidén tacica de los farmacéuticos por tensocactivos o
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emulsicantes como se describe, como por ejemplo, en Levine et al
(1991) J. Parenteral Sci. Techno. 45(3): 160-165, se incorpora
aqui como referencia. Un tensoactivo preferido empleado en 1la
practica de la presente invencién es el polisorbato 80. Cuando se
incluya el tensocactivo este se agrega tipicamente en una cantidad
de aproximadamente 0.001% a aproximadamente 1.0% (p/v),
aproximadamente 0.01% a aproximadamente 0.5%, aproximadamente
0.01 % a aproximadamente 0.4%, aproximadamente 0.001 % a
aproximadamente 0.3%, aproximadamente 0.001% a aproximadamente
0.2%, aproximadamente 0.005% a aproximadamente 0.5%,
aproximadamente 0.005 % a aproximadamente 0.2%, aproximadamente
0.01 % a aproximadamente 0.5%, aproximadamente 0.1% a
aproximadamente 0.2 %, aproximadamente 0.03% a aproximadamente
0.5%, aproximadamente 0.03% a aproximadamente 0.3%,
aproximadamente 0.05% a aproximadamente 0.5%, o aproximadamente

0.05% a aproximadamente 0.2%.

Asi, como en algunas modalidades, la formulacidn
farmacéutica 1liquida comprende una cantidad terapéuticamente
efectiva del anticuerpo antagonista anti-CD40, por ejemplo, el
anticuerpo monoclonal CHIR -12.12 o CHIR -5.9, o el fragmento de
unién de antigeno de este, el amortiguador es succionato des
sodio o amortiguador de citrato de sodio a una concentracidén de
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 50 mM, aproximadamente 5
mM a aproximadamente 25 M, 0 aproximadamente 5 mM a
aproximadamente 15 mM; la formulacién tiene un pH de

aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente pH 7.0, aproximadamente
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pH 5.0 a aproximadamente pH 6.0, o aproximadamente pH 5.5
aproximadamente pH 10.5; y la formulacidén comprende ademas un
tensoactivo, por ejemplo, polisorbato 80, en una cantidad de
aproximadamente 0.001% a aproximadamente 1.0 % o aproximadamente
0.001% a aproximadamente 0.5%. Tales formulaciones pueden
comprender opcionalmente una agente isotonizante, tal como
cloruro de sodio a una concentracién de aproximadamente de 50 mM
a aproximadamente 300 mM, aproximadamente 50 mM a aproximadamente
200 mM, o aproximadamente 50 mM a aproximadamente 150 mM. En
otr;s modalidades, la formulacién farmacéutica liquida comprende
el anticuerpo antagonista anti-CD40, por ejemplo, el anticuerpo
monoclonal CHIR -12.12 o CHIR -5.9, o el fragmento de unién de
antigeno de este, a una concentracién de aproximadamente 0.1
mg/ml a aproximadamente 50.0 mg/ml o aproximadamente 5.0 mg/ml a
aproximadamente 25.0 mg/ml, que incluye aproximadamente 20.0
mg/ml; aproximadamente 50 mM a aproximadamente 200 mM de cloruro
de sodio, que incluye aproximadamente 150 mM de cloruro de sodio;
succinato de sodio o citrato de sodio a aproximadamente 5 mM a
aproximadamente 20 mM, incluye aproximadamente 10 mM de
succionato de sodio o citrato de sodio; cloruro de sodio a una
concentracidén de aproximadamente 50 mM a aproximadamente 200 mM,
que 1incluye aproximadamente 150 mM; y opcionalmente un
tesoactivo, por ejemplo, polisorbato de 80 en una cantidad desde
aproximadamente 0.001% a aproximadamente 1.0%, que incluye
aproximadamente 0.001% a aproximadamente 0.5%; donde la
formulacién farmacéutica liquida tiene un pH de aproximadamente

pH 5.0 a aproximadamente pH 7.0, aproximadamente pH 5.0
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aproximadamente 6.0, aproximadamente pH 5.0 aproximadamente pH
5.5, aproximadamente  pH 5.5 a aproximadamente  pH 6.5,

aproximadamente pH 5.5 aproximadamente pH 6.0.

La formulacién farmacéutica liquida puede ser esencialmente
libre de cualgquier preservativo u otros portadores, excipientes o
estabilizadores anotados aqui antes. Alternativamente, la
formulacién puede incluir uno o mas preservativos, por ejemplo
agentes antibacteriales, portadores farmacéuticamente aceptables,
excipientes o estabilizadores descritos aqui anteriormente
siempre y cuando ellos no afecten adversamente la estabilidad
fisico quimica del anticuerpo antagonista anti-CD40, o del
fragmento de 1ién de antigeno de este. Ejemplos de portadores
aceptables, incipientes, vy estabilizadores incluyen, pero no
estéan .limitados a, agentes amortiguantes adicionales, o
solventes, tensoactivos, antioxidantes que incluyen 4&cido
ascdérbico y metionina, agentes quelantes tales como EDTA,
complejos metdlicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteina), vy
polimeros biodegradables tales como poliésteres. Una discusidn
completa de la formulacidn y seleccidn de portadores
farmacéuticamente aceptables, estabilizadores, e isomolitos se
pueden encontrar en Remington’s pHarmaceutical Sciencies (18th
ed.; Mack Publisching Company, Eaton, Pennyslvania, 1990),

incorporado aquil como referencia.

Después de que la formulacidén farmacéutica ligquida u otra

composicién farmacéutica descrita aqui se prepara, esta se puede
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liofilizar para prevenir degradacién. Los métodos para liofilizar
composiciones liguidas son conocidos por aquellos expertos en la
técnica. Justo antes de uso, la composicidén se  puede
preconstituir con un diluyente estéril (solucién de Ringer, agua
destilada, o solucién salina estéril por ejemplo) que puede
incluir ingredientes adicionales. Luego de la reconstitucién, 1la
composicién se administra preferiblemente a sujetos que utilizan
aquellos métodos gque son conocidos por aquellos expertos en la

técnica.

Uso de Anticuerpos Antagonistas Anti-CD40 en la Elaboracidn de

Medicamentos.

La presente invencidén también suministra el uso de un
anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmento de unién de
antigeno de este en la elaboracidén de un medicamento para tratar
un sujeto por un cancer caracterizado por un crecimiento de
célula B neopléasico, en donde el medicamento es coordinado con
tratamiento con al menos otra terapia de céancer. Los cénceres
caracterizados por crecimiento de célula B neoplasicos incluyen,
pero no estan limitados a, los cénceres relacionados con célula B
discutidos aqui anteriormente, por ejemplo, linfoma Hodgkin,
leucemia linfocitica crénica, mieloma multiple, linfoma de célula
B, linfoma de célula B de alto grado, linfoma de célula B grado
intermedio, linfoma de «célula B de Dbajo grado, leucemia
linfoblastica aguda de célula B, leucemia mielobléstica,

enfermedad de Hodgkin, falmacitoma, linfoma folicular, linfoma
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clivado pequefio folicular, linfoma de célula larga folicular,
linfoma clivado pequefio mezclado folicular, linfoma de célula
clivada pequena difusa, linfoma 1linfdécitica pequefia difusa,
leucemia prolinfocitica, linfoma linfoplasmacitico, linfoma de
solo marginal, linfoma de tejido linfoide asociado a mucosa,
linfoma de célula B monocitoide, linfoma esplénico, leucemia por
tricoleucitos, linfoma de célula larga difusa, linfoma de célula
B larga mediastinal, granulomatosis linfomatoide, linfomatosis
intravascular, linfoma de <c¢élula mezclada difusa, linfoma de
célula larga difusa, linfoma inmunobléstico, linfoma de Burkitt,

linfoma relacionado con SIDA y linfoma de célula de manto.

Por “coordinado” se entiende el medicamento que comprende el
anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmento de -antigeno de
este que va a ser utilizado antes de, durante, o después del
tratamiento del sujeto con al menos otra terapia de cancer.
Ejemplos de otras terapias de céancer incluyen, pero no estéan
limitados a, <cirugia; terapia de radiacién; quimioterapia;
opcionalmente en combinacién con transplante de médula O&sea
autologa; donde los agentes quimioterapéuticos adecuados
incluyen, pero no estan limitados a , fluradabina o fludarabina
fosfato, clorambusil, vinscristina, pentosfatina, 2-
clorodesoxiadenosina (cladribina),ciclofosfamida, doxorubicina,
prednisona, y combinaciones de estos, por ejemplo, regimenes que
contienen antraciclina tales como CAP (ciclofosfamida,
doxorubicina mas prednisona), CHOP (ciclofosfamida, Vincristina,

prednisona mas doxorubisina), VAD (vincristina, doxorubicina, mas
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dexametasona), MP (melfalan mas prednisona), y otros agentes
citotéxicos y/o terapéuticos utilizados en quimioterapia tales
como mitoxantrona,daunorubicina, idarubicina, asparaginasa, Yy
antimetabolitos, gue incluyen, pero no estan limitados a,
citarabina, metotrexato, 5-fluoracil de carbazina, 6-tioguanina,
6-mercaptopurina, y nelarabina; otras terapias de anticuerpo
molecular anticancerigeno (por ejemplo, alentuzumab (Campath®)u
otros anticuerpos anti-CD52 que tienen como objetivo la
glicoproteina de superficie celular CD52 sobre células B
malignas: rituximab (Rituxan®), el anticuerpo completamente
humano HuMax-CD20, R-1594, IMMU-106, TRU-015, AME-133,

tositumomab/I-131, tositumomab (Bexxar®, ibritumomad tiuxetan

(Zevalin®), o cualquier otro anticuerpo anti-CD20 terapéutico
gue tiene como blando el antigeno CD20 sobre células B malignas;
el anticuerpo anti-CD19 (por ejemplo, MT 103, un anticuerpo
biespecifico); o anticuerpo anti-CD22 (por ejemplo, el anticuerpo
monoclonal humanizado apratuzumab); bevacizumad (Avastin®) u
otros anticuerpos anticdncer que tienen como objetivo el factor
de crecimiento endotelial vascular humano; el anticuerpo anti-
CD22 que tiene como objetivo el antigeno CD22 sobre células B
malignas (por ejemplo, el anticuerpo monoclonal BL-22, una toxina
alfa CD22); el anticuerpo o-M-CSF que tiene como objetivo el
factor de estimulacidén de colonia de macrdfago; anticuerpos gue
tienen como objetivo el activador receptor del factor -capa B
nuclear (RANK) y su ligando (RANKL), gque estd sobre expresado en

miltiples mielomas; el anticuerpo anti-CD23 que tiene como
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objetivo el antigeno CD23 sobre células B malignas (por ejemplo
IDEC-152); El anticuerpo anti-CD38 que tiene como objetivo el
antigeno CD38 o células B malignas; los anticuerpos que tienen
como objetivo los receptores clase IT de complejo de
histocompatibilidad mayor (anticuerpos anti-MHC)expresados sobre
células B malignas; otros anticuerpos anti-CD40 (por ejemplo,
SGN-40) que tienen como objetivo el antigeno CD40 sobre células B
malignas; y los anticuerpos que tienen como objetivo receptor 1
de 1ligando que induce apoptosis relacionada con factores de
necrosis tumoral 1 (TRAIL-R1l) (por ejemplo, que el anticuerpo
monoclonal humano agonista HGS-ETR1) expresado sobre un numero de
tumores sdélidos y tumores de origen ematopoyético); terapia de
cancer basada en molécula pequefia, que incluye, pero no esta
limitado a, microtibulo y/o inhibidores de topoisomerasa (por
ejemplo, el inhibidor mitotico dolastatina y andlogo de
dolastatina; el agente de unidén de tubulina (T900607; XL119; y el
inhibidor de topoisomerasa aminocamptopesina), SDX-105
(clorhidrato de Dbendamustina), ixabepilona (un anédlogo de
epotilona, también denominado como BMS-247550), inhibidores de
proteina gquinasa C, por ejemplo, midostaurina ((PKC-412,
CGP41251, N-Benzoilestauroporina), pixaltrona, eloxatina (y un
agente antineoplasico), ganite (nitrato de galio), Thalomida®
(talidomina), derivados inmunomodulatorios de talidomina (por
ejemplo, revlimid (anteriormente revimid), Affinitak™ (inhibidor
contra sentido de proteinas quinasa C-alfa), SDX-101 (R-etodolac,
gque 1induce apoptosis de linfocitos malignos), anédlogos de

nucledésido de purina de segunda generacidén tales como
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clofarabina, inhibidor de produccién de proteina Bcl-2 por
células de céancer (por ejemplo, agentes contra sentido oblimersen
y Genasense®), inhibidores de proteosoma (por ejemplo, Velcade™(
bortezomid)) inhibidores de gquinasa de molécula pequena (por
ejemplo, CHIR-258), inhibidores VEGF de molécula pequefna (por
ejemplo, ZD-6474), inhibidores de molécula pequefia de proteina de
choque de calor (HSP)90 (por ejemplo, 17-AAG), inhibidores de
agentes histona dicetilasas (por ejemplo, citodiferenciacidn
hibrido/polar HPC)Tales como &cido suberanilohidroxé&mico (SAHA),
y férmula-901228) de agentes apoptéticos tales como Trisenox®
(tridéxido arsénico) y Xcitrin® (motexafin gadolinio); terapias
de calcio basadas en vacunas/inmunoterapia, gque incluye pero no
estédn limitas a, aproximaciones de vacuna (por ejemplo, oncdfago
Id-KLH, vitaletina), inmunoterapia personalizada o inmunoterapia
de idiotipo activo (por ejemplo, inmuno terapia personali;ada
MyVax® anteriormente designada GTOP-99), Promune® (CpG 7909, un
agonista sintético para receptor similar a “toll” 9 (TLRY)),
Terapia de interlucina-2 (IL-2),Terapia IL-12: terapia IL-15, vy
terapia IL-21; terapia esteroide; u otra terapia de céancer; donde
el tratamiento o terapia de cancer adicional o terapia de céncer
adicional ©ocurre antes de, durante, o subsecuentemente al
tratamiento del sujeto con medicamento que comprende el
anticuerpo antagonista anti-CD40 o un fragmento de antigeno de

este como se anotd anteriormente.

En algunas modalidades, la presente invencién suministra el

uso de un anticuerpo anti-CD40, como por ejemplo, en anticuerpo
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monoclonal CHIR -12.12 o CHIR -5.9, o un fragmento de unién de
antigeno de este en la elaboracién de un medicamento para tratar
un linfoma de célula B, por ejemplo un linfoma Hodgkin, en un
sujeto, en donde el medicamento esta coordinado con tratamiento
en al menos otra terapia de cancer seleccionada del grupc que
consiste de quimioterapia, terapia de anticuerpo anticéancer,
terapia de céancer basada en molécula pequefia y terapia de céancer
basada en vacuna/inmunoterapia, en donde el medicamento va a ser
utilizado antes, durante, después del tratamiento del sujeto con
la otra terapia de cancer o, en el caso de terapias de
combinacién miltiple, o antes de, durante, o después del

tratamiento del sujeto con otras terapias de céancer.

Asi, por ejemplo, en algunas modalidades, la invenciédn
suministra el uso de un anticuerpo monoclonal CHIR -12.12 o CHIR
-5.9 , o un fragmento de unidén de antigeno de este, en la
elaboracidén de un medicamento para tratar un linfoma de célula B,
por ejemplo, linfoma de Hodgkin, en un sujeto, en donde el
medicamento es coordinado en el tratamiento con quimioterapia,
donde el agente quimioterapéutico se selecciona del grupo que
consiste de citoxan, doxorubisina, vincristina, prednisona, vy
combinaciones de estas, por ejemplo, CHOP. En otras modalidades,
la invencién suministra el uso de un anticuerpo monoclonal CHIR -
12.12 o CHIR -5.9 , o un fragmento de unién de antigeno de este,
en la elaboracidén de un medicamento para tratar un linfoma de
célula B, Por ejemplo un linfoma no Hodgkin, en un sujeto, en

donde el medicamento es coordinadoc con tratamiento con al menos
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otro anticuerpo anticancer seleccionado del grupo que consiste de
alemtuzumab (Campath ®),otro anticuerpo anti-CD52 que tiene como
objetivo la glicoproteina desuperficie celular C52 sobre células
B malignas; rituximab (Rituxan®), el anticuerpo humano completo
HuMax-CD20, R-1594, IMMU-106, TRU-015, AME-133, tositumomab/I-
131, tositumomab (Bexxar®), ibritumomad tiuxetan (Zevalin®), o
cualquier otro anticuerpo anti-CD20 terapéutico que tiene como
blando el antigeno CD20 sobre células B malignas; el anticuerpo
anti-CD19 (por ejemplo, MT 103, un anticuerpo biespecifico); o
anticuerpo anti-CD22 (por ejemplo, el anticuerpo monoclonal
humanizado apratuzumab) ; bevacizumad (Avastin®) u otros
anticuerpos anticéncer que tienen como objetivo el factor de
crecimiento endotelial wvascular humano; y cualquiera combinacidn
de estas; en donde el medicamento ha sido utilizado antes de,
durante, o después del tratamiento del sujeto con al menos otra
terapia de céncer. O, en el caso de terapias de combinacién
maltiples antes de, durante, o después del tratamiento del sujeto

con las otras terapias de céancer.

En- otras modalidades, la presente invencidén suministra el
uso del anticuerpo monoclonal CHIR -12.12 o CHIR -5.9, o
fragmentos de unidén de antigeno de este en la elaboracidén de un
medicamento para tratar un linfoma de célula B, por ejemplo
linfoma de no Hodgkin, en un sujeto, en donde el medicamento es
coordinado con tratamiento con al menos otra terapia de cancer
basada en molécula pequefia, seleccionada del grupo que consiste

de microtubulo y/o inhibidores de topoisomerasa (por ejemplo el
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inhibidor mitético dolastatina y andlogo de dolastatina; el

agente de unidén de tubulina (T900607; XL119; y el inhibidor de

topoisomerasa aminocamptopesina), SDX-105 (clorhidrato de
bendamustina), ixabepilona (un andlogo de epotilona, también
denominado como BMS-247550), inhibidores de proteina quinasa C,
por ejemplo, midostaurina ((PKC-412, CGP41251, N-
Benzoilestauroporina), pixaltrona, eloxatina (y un agente
antineoplésico), ganite (nitrato de galio), Talomida®

(talidomina),un agente apoptético tal como Xcitrin ® (metaxafin
gadolinio); inhibidores de producciédn de proteina de BCL-2 por
células de céancer (por ejemplo, agentes antisentido oblimersen vy
Genasense®) ,nelarabina, y cualquiera combinaciones de estos, en
donde el medicamentc va a ser utilizado antes de, durante,
después del tratamiento del sujeto con la otra terapia de céancer
o como en el caso de terapias de combinacidén miltiple o antes de,
durante, o después del tratamiento del sujeto con otras terapias

de céncer.

Asi, por ejemplo, en algunas modalidades, 1la invencidn
suministra el uso de un anticuerpo monoclonal CHIR -12.12 o CHIR
-5.9 , o un fragmento de wunién de antigeno de este, en la
elaboracién de un medicamento para tratar un linfoma de célula B,
por ejemplo, linfoma de Hodgkin, en un sujeto, en donde el
medicamento es coordinado en el tratamiento con al menos otra
terapia de cancer basada en vacuna/inmunoterapia seleccionada del
grupo que consiste de aproximaciones de vacuna (por ejemplo, Id-

KLH, oncdfago, vitaletina) inmunoterapia personalizada o
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inmunoterapia idiotipo activo (por ejemplo, inmuno terapia
personalizada MyVax® anteriormente designada GTOP-99), Promune®
(CpG 7909, un agonista sintético para receptor similar a “toll” 9
(TLR9)), Terapia de interlucina-2 (IL-2),Terapia IL-12: terapia
IL-15, vy terapia IL-21; y cualquiera combinacién de estas; en
donde el medicamento va a ser utilizado antes de, durante, o
después del tratamiento del sujeto con la otra terapia de céancer
o, en el caso de combinacién miltiples antes de, durante, o
después del tratamiento del sujeto con las otras terapias de

cancer.

En otras modalidades, la presente invencién suministra el
uso del anticuerpo anti-CD40 , O el anticuerpo monoclonal CHIR -
12.12 o CHIR -5.9, o fragmentos de unién de antigeno de este en
la elaboracién de un medicamento para tratar una leucemia
relacionada con célula B, por ejemplo leucemia linfositica aguda
de célula B (B-ALL), En un sujeto en donde el medicamento esta
coordinado con el tratamiento con al menos otra terapia de céancer
seleccionados del grupo que consiste de quimioterapia, terapia de
antimetabolito, en donde el medicamento va a ser utilizado antes
de, durante, después del tratamiento del sujeto con la otra
terapia de céncer, o en el caso de terapias de combinaciédn
maltiple o antes de, durante, o después del tratamiento del
sujeto con otras terapias de <cancer. Ejemplos de tales
modalidades incluyen, ©pero no estédn limitadas a, aquellas
instancias donde el medicamento comprende el anticuerpo

antagonista anti-CD40, por ejemplo, el anticuerpo monoclonal CHIR
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-12.12 o CHIR -5.9, o fragmentos de unidén de antigeno de este es
coordinado con tratamiento con un agente quimioterapéutico o un
antimetabolito seleccionado del grupo que consiste de citoxan,
doxorubisina, vincristina, prednisona, citarabina, mitoxantrona,
idarubicina, asparaginasa, metotrexato, 6-tioguanina y
combinaciones de estas; en donde el medicamento ha sido utilizado
antes de , durante o después del tratamiento del sujeto con la
otra terapia de céncer o, en el caso de terapias de combinacidén
maltiple, o antes de, durante, o después del tratamiento del
sujeto con otras terapias de cadncer. En uno de tales ejemplos, el
medicamento es coordinado con tratamiento con citaradina mas
daunorubicina, citarabina mas mitoxantrona y/o citarabina mas
idarubicina, en donde el medicamento va a ser utilizado antes,
durante, después del tratamiento del sujeto con la otra terapia
de céancer o, en el caso de terapias de combinacién multiple, o
antes de, durante, o después del tratamiento del sujeto con otras

terapias de cancer.

En algunas modalidades, la invencidén suministra el uso de
un anticuerpo anti-CD40 , por ejemplo anticuerpo monoclonal CHIR
-12.12 o CHIR -5.9 , o un fragmento de unidén de antigenc de este,
en la elaboracién de un medicamento para el tratamiento de un
sujeto para céancer caracterizado por el crecimiento de célula B
neopldsico, que incluye cénceres relacionados con <célula B
descritos aqui anteriormente, en donde el medicamento es
utilizado en un sujeto que ha sido pretratado con al menos otra

terapia de céancer. Por ‘“pretratado” o Tpretratamiento” se
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entiende que el sujeto ha recibido una o mads de otras terapias de
cdncer (es decir, ha sido tratado con al menos otra terapia de
cédncer) antes de recibir el medicamento que comprende el
anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmento de unidn de
antigeno de este. “pretratado” o “pretratamiento” se entiende que
el sujeto, ha sido tratado con al menos otra terapia de cancer
dentro de los dos afios, dentro de los dieciocho meses, dentro del
afio, dentro de los seis meses, dentro de los dos meses, dentro de
las seils semanas, dentro de la semana, dentro de 1las cuatro
semanas, dentro de las tres semanas, dentro de las dos semanas,
dentro de la semana, dentro de seis dias, -dentro cinco dias,
dentro de cuatro dias, dentro de tres dias, dentro de dos dias, o
aun dentro de un dia antes de la iniciacién del tratamiento con
el medicamento que comprende el anticuerpo antagonista anti-CD40,
por ejemplo, el anticuerpo monoclonal m CHIR -12.12 o CHIR -5.9,
descrito aqui, o el fragmento de unidén de antigeno de este. No es
necesario que el sujeto responda al tratamiento con la terapia de
cadncer anterior, o las terapias de céncer anteriores. Asi, el
sujeto que recibe el medicamento que comprende el anticuerpo
antagonista anti-CD40 o el fragmento de unidén de antigeno de este
pudiera haber respondido, o pudiera haber fallado a la respuesta
(es decir el céancer fuera refractario), pretratamiento con la
terapia de céancer anterior, o para una o mas de las terapias
contra cancer anteriores en donde el pretratamiento comprende
miltiples terapias contra el céancer. Ejemplos de otras terapias
contra el cancer para los cuales un sujeto puede haber recibido

pretratamiento antes de recibir el medicamento comprende el
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anticuerpo anti-CD40 antagonista o fragmento de unidén a antigeno
de este que incluye, pero no estd limitado a, cirugia; terapia de
radiacidén; quimioterapia, opcionalmente en combinacién con
transplante de medula &ésea, autdloga, en donde los agentes
gquimioterapéuticos adecuados incluyen, pero no estan limitados a,
aquellos listados aqui anteriormente; otra terapia de anticuerpo
monoclonal anticdncer, que incluyen, pero no estan limitados a,
aquellos anticuerpos anticdncer listados aqul anteriocrmente,
terapia contra el céncer basada en moléculas pequefas, que
incluyen pero no estdn limitadas a, las moléculas pequefias
listadas aqui anteriormente; terapias contra el cancer basadas en
vacunas/inmunoterapia, que incluyen, pero no  estdn limitadas a
aquellas listadas aqui anteriormente; terapia esteroide; otras

terapias contra el céncer; o cualquier combinacién de estos.

“Tratamientos” en el contexto de uso coordinado de un
medicamento descrito aqui con uno o mas de otras terapias contra
el céancer aqui se define como la aplicacién o administracidén del
medicamento o de la otra terapia contra el cédncer a un sujeto, ©
aplicacién o administraciédn del medicamento u otra terapia contra
el céncer a un tejido aislado o linea de células de un sujeto, en
donde el sujeto tiene un cancer caracterizado por el crecimiento
de células de neoplésicas, un sintoma asociado con tal céncer o
una predisposicidén contra el desarrollo de tal cancer; en donde
el propdsito es curar, aliviar, mitigar, alterar, remediar,
mejorar o afectar el céncer, cualquier sintoma asociado al
cédncer, o la disposicidén hacia el desarrollo del céance
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Los siguientes ejemplos se ofrecen por via de ilustracidn y

no por via de limitaciédn.

EXPERIMENTAL

Los anticuerpos antagonistas anti-CD40 utilizados en los
ejemplos adelantes son anticuerpos CHIR-5.9 y CHIR-12.12. Los
anticuerpos anti-CD40 CHIR-5.9 vy CHIR-12.12 son anticuerpos
monoclonales CD-40 antihumano subtipo IgG; humano (mAbs) generado
por inmunizacidén de ratones transgénicos que llevan el locus de
cadena pesada IgG; humana y el locus de cadena liviana k humana
(XenoMouse® technology; Abgenix; Fremont, California). Como se
muestra por el andlisis FACS, el CHIR-5.9. y el CHIR-12.12 se
unen especificamente al CD40 humano y pueden imitar la unidén del
ligando CD40. Ambos mAbs pueden competir a la preunidén del
ligando CD40 a la superficie celular CD40. Ambos anticuerpo son
fuertes antagonistas e inhiben 1la proliferacién mediada por
ligando CD40 in vitro de células B normales, asi como también las
células de céancer de los pacientes NHL y CLL. In vitro, ambos
anticuerpos matan las lineas de <células de cancer asi como
también las lineas de céncer primarias de pacientes NHL por ADCC.
Se vio actividad antitumor dependiente de la dosis en un modelo
de linfoma humano de xenoingerto. La afinidad de unién del CHIR-
5.9 al CD40 humano es 1.2x107®*M y la afinidad de unién del CHIR-

12.12 al CD40 humano es 5x107!° M.
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La linea de hibridoma de ratén 131.2F8.5.9 (CMCC#12047) y la

linea de hibridoma 153.8E2.D10.D6.12.12 (CMCC#12056) se han

depositado con el American Type Cultura Collection [ATCC; 10801

University Blvd., Manassas, Virginia 20110-2209 (USA)] bajo el
Numero de Depdsitos de Patentes PTA-5542 y PTA-5543,

respectivamente.

Se han utilizado los siguientes protocolos en los ejemplos

descritos adelante.

Ensayo ELISA para Cuantificacidén de Inmuglobilina

Las concentraciones de IgM e IgG humanc se estiman por
ELISA. Se cubren placas ELISA de 96 pozos con 2 pg/ml de IgG MADb
antihumano de cabra (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine) o
con 2 pg/ml de IgM MAb 4102 antihumano de cabra (Bio Suorce
Internacional, California) en 0.05 M de amortiguador de carbonato
(pH 9.6), mediante incubacién de 16 horas a 4° C. Las placas se
lavan tres veces con PBS-0.05% Tween-20 (PBS-Tween) y se saturan
con BSA durante una hora. Después de dos lavadas las placas se
incuban durante dos horas a 37° C con diferentes diluciones de
las muestras de ensayo. Después de tres lavadas, el Ig unido se
detecta oor incubacién durante 2 horas a 37° C con 1 pg/ml de IgG
MAb antihumano de cabra etiquetado peroxidasa o IgM MAb
antihumano de cabra. Las placas se lavan cuatro veces y se une
actividad peroxidasa que se revela por la adicidén de O-

fenilendiamina como un sustrato. Los esténdares IgG o IgM humano
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(Caltaqg, Burlingame, California) se utilizan para establecer una

curva estadndar para cada ensayo.

Aislamiento de las Células Mononucleares de Sangre

Periférica (PBMC) de Sangre Periférica humana

Se agrega 20 ml de solucidn Ficoll-Paque (baja endotoxina;
Pharmacia) por tubo de poliestireno de 50 ml, en tres tubos,
treinta minutos antes de agregar la sangre. La solucién Ficoll-
Paque se calienta a temperatura ambiente. Se preparan 3 L de
blanqueador en dilucién 1:10, y se utiliza para lavar todos los
tubos y pipetas que entran en contacto con la sangre. La sangre
fue puesta en la parte superior de la solucidén Ficoll-Paque sin
perturbar la capa Ficoll, en 1.5 ml de sangre/l ml de Ficoll-
Pagque. Los tubos se centrifugan a 1700 rpm durante 30 minutos de
temperatura ambiente con el freno de la centrifuga apagado. Se
remueve tanto como se posible la capa superior (plasma),
minimizando el vacio con el fin de evitar remover la segunda capa
de solucién. La segunda capa, que contiene los linfocitos B y T
se recolecta utilizando una pipeta Pasteur estéril, y se coloca
en dos tubos de polietileno de 50-ml. La coleccidén se diluye con
3 x de volumen de RPMI frio sin aditivos, y 1los tubos se
centrifugan a 1000 RPMI durante diez minutos. El medio se remueve
por aspiracién, y las células de ambos tubos de 50-ml se
resuspenden en un total de 10 ml de RPMI frio (con aditivos) y se
transfieren a un tubo de 15-ml. Las células se cuentan utilizando
el hemacitémetro, luego se centrifugan a 1000 RPM durante 10

P
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minutos. El medio se remueve y las células se resuspenden en 4 ml

de RPMI. Esta fraccidén contiene el PBMC.
Aislamiento de Células B de PBMC

Se colocan 100 ul de Dynabeads (anti-h CD19) en un tubo
plédstico de 5-ml. Se agregan 3 ml de PBS estéril a los glébulos y
se mezcla, y se coloca en el soporte magnético, luego se le
permite sentarse durante dos minutos. La solucidén se remueve
utilizando una pipeta Pasteur. Se agrega 3 ml de PBS estéril, se
mezcla y se coloca en el soporte magnético, luego se le permite
sentarse durante dos minutos. Este procedimiento con PBS estéril
se repite una vez mas para un total de tres lavadas. Se agrega
PBMC a los glébulos y se incuban, mientras se mezcla, durante 30
minutos a 40° C. El tubo que contiene el PBMC y los glébulos se
colocan en el soporte magnético durante dos minutos, luego la
solucién se transfiere a un nuevo tubo de 5-ml en el soporte
magnético. Después de 2 minutos, la solucién se transfiere a un
nuevo tubo de 15-ml. Esta etapa se repite cuatro veces mas, y las
soluciones de las primeras 4 veces se recolectan en el tubo de
15-ml, luego se centrifugan a 1000 RPM durante 5 minutos. Esta

etapa produce la pastilla para la separacién de célula T.

Se agrega 100 pl de RPMI (con aditivos) para recolectar los
glébulos, y la solucidén se transfiere en un tubo de 0.7 ml. Se
agrega 10 pl de gldébulos Dynal Detacha dentro de una solucién de

temperatura ambiente y se permite rotar durante 45 minutos. La
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suspensién se transfiere dentro de un nuevo tubo de 5 ml y 3 ml
de RPMI (con aditivos se agrega). El tubo se coloca en el soporte
magnético durante dos minutos. La solucién se transfiere dentro
de un nuevo tubo de 5 ml en el soporte durante dos minutos, luego
a un tubo de 15 ml. La etapa anterior se repite tres veces mas,
recolectando la solucidén en el tubo de 15 ml. E1l tubo de 15 ml se
centrifuga a 1000 RPM durante 10 minutos, y las células
resuspendidas en 10 ml de RPMI. La etapa de lavado se repite dos
veces mas para un total de tres lavadas. Las células se cuentan
antes de la Ultima centrifugacién. Esta etapa completa la
purificacién de célula B. Las células se almacenan en 90% de FCS

y 10% de DMSO y se congelan a -800° C.

Aislamiento de Células T

Se prepara Columna de Enriquecimiento de células T humanas
(R&D systems, kit de columna CD 3 anti-h) utilizando 20 ml de
amortiguador de 1lavado de columna 1 X al mezclar 2 ml de
amortiguador de lavado de columna 10 X y 18 ml de agua destilada
estéril. La columna se limpia con 70% de etanol y se coloca en la
parte superior de un tubo de 15 ml. La tapa superior de la
columna se remueve primero para evitar que entre aire al fondo de
la columna. Luego, se remueve la tapa del fondo y se limpia la
punta con 70% de etanol. El fluido dentro de la columna se le
permite drenar dentro del tubo de 15 ml. Se coloca un nuevo tubo
de 15 ml estéril bajo la columna después que el amortiguador de

columna ha drenado al nivel del filtro blanco. La fraccién de

U
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PBMC agotado célula B se suspende en un 1 ml de amortiguador y se
agrega a la parte superior de la columna. A las células se les
permite incubar con la columna a temperatura ambiente durante 10
minutos. Se las células T a partir de la columna con cuatro
alicuotas de 2 ml de un amortiguador de lavado de columna 1 X.
Las células T recolectadas se centrifugan a 1000 RPM durante 5
minutos. Se remueve el supernadante y las células se resuspenden
en 10 ml de RPMI. Las células de cuentan y se centrifugan una vez
mis. Se remueve el suUper nadante, completando la purificacidén de
célula T. Las células se almacenan en 90% de FCS y 10% de DMSO y

se congelan a -80° C.

Para los procedimientos anteriores, la composiciédn RPMI que
contiene 10% de FCS (inactivo a 56° C por 45 min), 1% Pen/Strep
(100 u/ml Penicilina, 0.1 pg/ml Estreptomicina), 1% Glutamato, 1%

puravato de sodio, 50 pM 2-ME.

Ensayo Citofluorométrico de Flujo

Se incuban células Ramos (106 células/muestras) en 100 pl de
anticuerpo primario (10 pl/ml en PBS-BSA) durante 20 min a 4° C.
Después de 3 lavadas con PBS-BSA o HBSS-BSA, se incuban las
células en 100 pl de fragmentos F(ab’)2 etiquetada FITC de
anticuerpos anti-(IgG humanos) de cabra (Caltaqg) durante 20 min a
4° C. Después de tres lavadas con PBS-BSA y una lavada con PBS,
las células se resuspenden en 0.5 ml de PBS. Se desarrollan

andlisis con FACSCAN V (Becton Dickinson, San Jose, California).
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Generacidn de Clones de Hibridoma

Esplenocitos de ratones inmunizados se fusionan con SP 2/0 o
P 3 x 63Ag8.653 células de mieloma de murina en una proporcidn de
10:1 wutilizando 50% de polietilentiglicol como se describe
previamente por de Boer et al. (1988) J. Immunol. Meth. 113:143.
Las células fusionadas se resuspenden en medio IMDM completo
suplementado con hipoxantina (0.1 mM), aminopterina (0.01 mM),
timidina (0.016 mM), y 0.5 ng/ml hIL-6 (Genzyma, Cambridge,
Massachussets). Las células fusionadas se distribuyen luego entre
los pozos de placas de cultivo de tejido de 96 pozos, de tal
forma que cada pozo contiene un hibridoma en crecimiento en

promedio.

Después de 10-14 dias los suUper nadantes de las poblaciones
de hibridoma se seleccionan para la produccién de anticuerpo
especifico. Para la seleccién de produccidén de anticuerpo
especifico por los clones de hibridoma, los suUper nadantes de
cada pozo se agrupan y ensayan para especificidad de actividad
anti-CD40 por ©primero ELISA. Los positivos fueron luego
utilizados para teriido de célula fluorescente de <células B
transformadas EBV segin se describe para el ensayo de FACS
anterior. Las células de hibridoma positivas se clonan dos veces

al limitar la dilucién en IMDM/FBS que contiene 0.5 ng/ml hIL-6.

Ejemplo 1: Produccién de Anticuerpos Anti—CD4Q}ﬁma’9m
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Varios anticuerpos monoclonales anti-CD40 antagonistas,
completamente humanos de isotipo IgGl se generan. Ratones
transgénicos que llevan el locus de cadena pesado IgGl humano y-
el locus de cadena K humano (Abgenix y-1XenoMouse® technology
(Abgenix; Fremont, California)) se utilizan para generar estos
anticuerpos. Las células de insectos SF9 que expresan el dominio
extracelular CD40 se utilizan como inmundgeno. Un total de 35
vasos de ratdén se fusionan con las células SP2/0 de mieloma de
ratén para generar 895 anticuerpos que reconocen el CD40
recombinante en ELISA (Tabla 1A y 1B) . Un promedio
aproximadamente de 10% de hibridomas producidos wutilizando
tecnologia Abgenix XenoMouse® puede contener cadena liviana
lambda en vez de cadena kapa humana. Los anticuerpos que
contienen cadena lambda y liviana se seleccionan. Un subconjunto
de 260 anticuerpos que también muestran unién a la superficie de
células CD40 se seleccionan para andlisis adicionales. Los
hibridomas estables seleccionados durante una serie de
procedimientos de subclonacién se utilizan para caracterizacidn

adicional en ensayos de unidén y funciédn.

Tabla 1A. Una Fusién Tipica
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Titulo anti CD40
Eficiencia # de células ; 3
# de fusion {1:100K) de fusion seleccionadas # de ELISA’ ’éf:;,ﬁﬁ? de
153 3 100% 960 123 33
154 4.87 15% 140 0 0
155 8 ~40% 960 3 3
156 3.17 ~25% _ 220 1 0
157 467 90% 960 32 6
168 4.4 0% 960 23 8
189 1.47 100% 960 108 18
160 1.78 90% 960 30 5
Total 6120 320 73

Tabla 1B. Resumen de Cuatro Conjuntos de Fusiones

# de raton Hibridomas positivos | Hibridomas positivos
ELISA de superficie celular
31 895 260

Tabla 2. Resumen de conjunto inicial de datos con anticuerpo

anti-CD40 IgGl

gan N
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SETUBRCIa de

»aiabé:.tloma Clones de hibridoma ggsggigi;?l’lar Antagonista apce | epe! emecs ggﬁg_ﬂ@&!@w
131.2F5.8.5.1 - + ND ND ND |
131.2F3 131 IF5.55.9 A deteie e - ©047 | SI
LIL2FS 85,11 it it o - w0ss | S
153, 30SDSDT8.4.7.1 - ND ND ND NIJ.
153.3C3 1533CSDADT8.4.7.8 o aD ND NI NI
152,3C5DD7 84201 Fon 44 + ND ND
, 15210291 o ND ND ND | 12067
153,102 _1s1ap098 e a4 -+ - 12057
153102912 4t ND ND ND | 12068
18846005 A4 s b 1 s
158.6F3 1SB6E1ST 4 NI NI NO |6t
15R.6F3.5.10 ik KD Np L ND | jz062
‘ 153 SE2E1006.12.7 b ND N ND | 12078
153882 IS1EE2D1006.12.9 b ND "D KD 1 12063
1S38E2D1006.12.12 Ta. s pu . 13056 | S
155.2C2E9F12.2. 104 pop i ND N b oy064
188,122 155.2C2E9F12.2.10.8 bk ND ND ND | 12088
195.2CR9F12.2.10.6 i ND ND ND | 12086
1665866124 g ND ND ND | 128
166.556 1665666123 s ND ND ND | 170
W SEEG1Z4 Bk + Np 1 ND ol
177.5C10 1778 1083HY ARty ND ND_ | ND
183 4B3EIL61S ++ ND ND ND XD
183,953 1334B3EI16.1.7 -+ ND ND NIy ND
182.4B3E11.6.1.10 e " ND ND )
133.2G5D2.8.7 bk - L.ND WD ND
183,265 183.205D28 8 ot ND Np iwp | wo
1853050289 i ND ND 1 ND ND
1846011032 b ND | wNp I wD | 1aom
£84.6C11 184.6C1103.2 v ND ND ND | 2080
1$4.6C1IDLE e e | ND ND | 12079
185.3E4F12.5.6 i ) | ND ND | D
I53E4 185 3BAFIZS .11 ++t ND L Np | wo | ywm
185 3BAF(2.5,12 a4 + ND ND i 10
S 155.149696.1 + ND ND NI ND
185,149 | 185.1A080.6.6 +H b N \D KD
| gsspLIEIDIBs bk ND N Iwp | wp
W8S.9F11 | 1B59FIIEIDIBLE 4+ ND | wmp ND ND
| 18soFBI038512 e w1 mp {mp]| wp

Clones de 7 hibridomas madre se identifican por tener actividad
antagonista. Basado en su potencia antagonista relativa y actividades ADCC, se
seleccionan dos clones hibridoma. Sus nombres son: 131.2F8.5.9 (5.9) vy

153.8E2.D10.D6.12.12 (12.12).
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Se identifican otros 7 hibridomas de clones por tener
actividad antagonista (Tabla 2 anterior). Basado en su potencia
antagonista relativa y actividades ADCC, dos clones de hibridoma
se seleccionan para evaluacidén adicional. Ellos se 1llaman
131.2F8.5.9 (5.9) y 153.8E2.D10.D6.12.12 (12.12). El1 perfil de
unién de estos dos anticuerpos para la linea de célula de linfoma

CD40+ se muestra como un histograma citométrico en la Figura 1.

Ejemplo 2: Secuencia de Aminocdcido vy Polinucledétido de

Anticuerpos Anti-CD40 Humano

Los CcADN que <codifican las regiones variables de los
anticuerpos candidatos se amplifican por PCR, se clonan y se
secuencian. Las secuencias de aminocdcido para la cadena liviana y
la cadena pesada del anticuerpo CHIR-12.12 se establecen en las
Figuras 9A y 9B, respectivamente. Ver también ID de SEC No.: 2
(cadena liviana para mAb CHIR-12.12) y ID de SEC No.: 4 (cadena
pesada para mAb CHIR-12.12). Una variante de la cadena pesada
para el mAb CHIR-12.12 se muestra en la Figura 9B (ver también ID
de SEC No.: 5), que difiere de la ID de SEC No.: 4 en que tiene
un residuo serina sustituido para el residuo alanina en la
posicién 153 de la ID de SEC No.: 4. Las secuencias del
nucledétido que codifican la cadena liviana y la cadena pesada del
anticuerpo CHIR-12.12 se establecen en las Figuras 10A y 10B,
respectivamente. Ver también ID de SEC No.: 1 (Secuencia de
codificacién para la cadena liviana para el mAb CHIR-12.12) y ID

de SEC No.: 3 (secuencia de codificacién para la cadena pesada
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para el mAb CHIR-12.12). Las secuencias de aminodcido para 1la
cadena liviana y la cadena pesada del anticuerpo CHIR-5.9 se
establecen en las Figuras 11A y 11B, respectivamente. Ver también
ID de SEC No.: 6 (cadena liviana para mAb CHIR-5.9) y ID de SEC
No.: 7 (cadena pesada para mAb CHIR-5.9). Una variante de la
cadena pesada para el mAb CHIR-5.9 se muestra en la Figura 11B
(ver también ID de SEC No.: 8), que difiere de la ID de SEC No.:
7 en que tiene un residuo serina sustituido por el residuo

alanina en la posicién 158 de la ID de SEC No.: 7.

Como se espera para los anticuerpos derivados de hibridomas
independientes, existe una variacidén sustancial en las secuencias
de nucledétido en las regiones que determinan complementariedad
(CDRs). La diversidad en la regidén CDR3 de V, se cree determina

mads significativamente la especificidad del anticuerpo.

Ejemplo 3: Efecto del CHIR-5.9 vy CHIR-12.12 en 1la

Interaccidn CD40/CD40L In vitro

Los anticuerpos candidatos CHIR-5.9 y CHIR-12.12 evitan la
unién del ligando CD40 a la superficie celular CD40 y desplazan
el ligando CD40 preunido. Los anticuerpos CHIR-5.9 y CHIR-12.12
se ensayan para su capacidad de evitar la unién del ligando CD40
al CD40 en la superficie de una 1linea de células de linfoma
(Ramos). La unién de ambos anticuerpos (no marcados) evita 1la
posterior unién del ligando PE-CD40 mediante ensayos citométricos

de flujo (Figura 2A). En un segundo conjunto de ensayos los dos
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anticuerpos se ensayan para su capacidad de reemplazar el ligando
CD40 preunido a la superficie celular CD40. Ambos anticuerpos son
efectivos para competir el ligando CD40 con el CHIR-5.9 que es

ligeramente més efectivo que el CHIR-12.12 (Figura 2B).

Ejemplo 4: CHIR-5.9 y CHIR-12.12 se Unen a Diferentes

Epitopos en el CD40 a Diferencia del 15B8

Los anticuerpos monoclonales CHIR-5.9 y CHIR-12.12 compiten
el uno con el otro para unirse al CD40 pero no con 15B8, un IgG,
anti-CD40 mAb (ver Publicacién Internacional No. WO 02/28904).
Los estudios de unidén de competicién de anticuerpo gque utilizan
Biacore se diseflan utilizando chips biosensores CM5 con proteina
A inmovilizado por via de acoplamiento de amina, que se utiliza
para capturar cualquier anti-CD40 CHIR-12.12, o 15B8. Las curvas
de wunidén de asociacién/disociacidén normales se observan con
concentraciones variantes de CD40-his (datos no mostrados). Para
estudios de competicién, el CHIR-12.12 o el 15B8 se capturan en
la proteina de superficie A. Subsecuentemente un complejo CD40-
his/CHIR-5.9 Fab (100 nM CD40: 1 uM CHIR-5.9 Fab) en
concentraciones variantes, fue fluido a través de la superficie
modificada. En el caso del CHIR-12.12, no hubo asociacién del
complejo observado, lo que indica que el CHIR-5.9 bloqueela unién
del CHIR-12.12 para el CD40-his. Para el 15B8, la asociacién del
complejo Fab CHIR-5.9 se observa indicando que el CHIR-5.9 no

blogquea la unién del 15B8 al sitio de unién CD40. Sin embargo, la

Ame =T
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desproporcidén del complejo se incrementa dramdticamente (datos no

mostrados) .

También se ha determinado que el 15B8 y el CHIR-12.12 no
compiten para unidén CD40-his. Este experimento se establece al
capturar el CHIR-12.12 en el chip biosensor de proteina A, que
bloquee los sitios de proteina A residuales con hIgG; de control,
gue une el CD40-his y luego fluyendo el 15B8 sobre la superficie
modificada. E1 15B8 se une bajo estas condiciones lo que indica

que CHIR-12.12 no bloquee el 15B8 de unirse al CD40.

Ejemplo 5: Propiedades de Unién de Hibridomas Seleccionados

La proteina A se inmoviliza sobre los chips biosensores CM5
por via de acoplamiento de amina. Los anticuerpos monoclonales
anti-CD40 humanos, en 1.5 ug/ml, se capturan en la superficie
biosensora durante 1.5 minutos a 10 pl/min. El1 CD40-his soluble
recompbinante se fluye sobre la superficie biosensora en
concentraciones variantes. El anticuerpo y el antigeno se diluyen
en 0.01 M HEPES pH 7.4, 0.15 M NaCI, 3 mM EDTA, 0.005% de
tensoactivo P20 (HBS-EP). Las constantes cinéticas y de actividad
se determinan utilizando el software “Biaevaluation” con un

ajuste de interaccién de modelos/global 1:1.

Como se muestra en la Tabla 3 adelante, hay una diferencia
de 121 veces en la desproporcidén del CHIR-5.9 y CHIR-12.12 lo que

resulta en 24 veces de afinidad mayor para el CHIR-12.12.
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Anti-CD40, CHIR- | (12.35+0.64)x10° | (15.0£1.3)x 107 12154035
5.9

Anti-CD40, CHIR- | (2.410.13)x10° | (1.24 £ 0.06) x 10 0.51 £ 0.02
12.12

Ejemplo 6: CHIR-5.9 y CHIR-12.12 son Potentes Antagonistas

para la Proliferacién Mediada por CD40 de Linfocitos Humanos de

Sujetos Normales

El encaje del CD40 por el 1ligando CD40 induce 1la
proliferacién de las células B humana. Un anticuerpo anti-CD40
antagonista se espera que inhiba esta proliferacién. Dos
anticuerpos candidatos (CHIR-5.9 y CHIR-12.12) se ensayan por su
capacidad para inhibir la proliferacién por ligando CD40 de PBMC
de sujetos humanos normales. Se utilizan ligando CD40 (CD40L) que
expresan células CHO transfectantes fijas con formaldehido como
una fuente de ligando CD40. Se cultiva PBMC Humano durante cuatro
dias con ligando CD40 que expresa células CHO fijas con
formaldehido en la presencia de concentraciones variantes de
anti-CD40 mAb CHIR-5.9 y CHIR-12.12. La proliferacidén se mide por
incorporacidén de timidina tritiada. Las células se pulsan con

timidina marcadas - tritiadas a 37° C durante 14-18 horas.

00G*76
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Se encuentra gque ambos anticuerpos son muy efectivos para
inhibir la proliferacién inducida por ligando CD40 PBMC humano
(Tabla 4A, mAb CHIR-5.9, Tabla 4B, mAb CHIR-12.12). El
experimento se desarrolla con multiples donantes de PBMC (n=12
para CHIR-5.9 y n=2 para CHIR-12.12) para asegurar que la
inhibicidén observada no fue una peculiaridad de las células de un
donante sencillo. Luego de las evaluaciones con cuatro donantes
adicionales de PBMC se 1llevé a cabo para mAb CHIR-12.12 con
similares tendencias observadas. Un amplio rango de
concentraciones de anticuerpo (0.01 pg/ml a 100 pg/ml) se utiliza
en estos ensayos. Cerca de la inhibicidén completa de la
proliferacién inducida por el ligando CD40 se puede alcanzar en
0.1 pg/ml de concentracidén de anticuerpos en la mayoria de los
casos. La concentracién de anticuerpos (pM) para inhibir el 50%
de proliferacidén de linfocitos inducidos por ligando CD40 (IC50)
para linfocitos de seis donantes produjo un promedio IC50 (pM) de
47 (SD=21; donante 1, 24; donante 2, 66; donante 3, 45; donante
4, 84; donante 5, 30; donante 6, 35), que compara favorablemente
con el promedio IC50 (pM) de 49.65 mostrado en la Tabla 4B.
Basado en 1los datos actuales establecidos, ambos anticuerpos
candidatos parecen similares en su potencia para la inhibicidn de

proliferacién inducida por el ligando CD40 de PBMC normal.

anG: 7"
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Tabla 4A. Efecto de mAb CHIR-5.9 en proliferacién PBMC
inducida por CD40L
solo PEMC+ Conc. Abs. hukg{-ﬁ CH‘R*ﬁ.Q
Exp# solo PBMC CHO-CD40L  CHO-CD40L | {uwa/mi) | gPM % deinhibicion [CPM % de inhibicion
PEMCG-010 1851 121 4436 1 5080 -26 2622 74
1851 121 4436 0.25 5448 «43 2007 62
1851 121 4436 0.0525  B029 65 2519 74
1851 121 4436 00156 5814 58 1199 131
PRASC-011 Donador #1 2162 178 8222 10 13137 84 2252 101
2162 178 8222 1 14785 61 1438 1156
2162 178 8222 0.1 10758 +43 1249 119
2162 178 ga22 001t 11322 -B3 4705 60
Donador#2 2544 204 7873 10 16679 -164 2362 103
2216 294 7873 1 14148 147 1202 124
2216 203 7873 0.1 12422 -85 755 133
2216 208 7873 0.01 13870 -112 6606 24
Donador #3 2396 241 11021 10 11641 7 2631 100
2396 241 11021 1 13528 -30 4450 114
2398 244 11021 0.4 12176 -14 ] 120
_ - 2396 244 11021 001 11895 -10 5357 68
Donador#4 4552 133 15301 10 22038 64 3768 109
4552 133 15301 1 16448 -39 2040 125
4552 133 15301 oK 18398 «29 1728 128
4552 133 15301 001 2787 70 9481 55
PEMC-012 1 17 6041 16 a0t <25 2150 76
Keid 17 8041 1 6212 -3 1550 87
777 147 8041 6.1 7006 19 828 101
777 147 6041 0.01 7524 -29 1213 84
EMC-014 1857 73 7889 100 8300 25 3379 76
1857 3 7869 20 8120 -4 3870 67
1857 73 7889 4 8368 -8 2552 80
1857 73 7889 0.8 9564 «28 1725 103
PBMC-015 Donador#1 3203 127 10485 100 15425 69 1497 126
3203 127 10485 20 14497 -14 1611 124
3203 127 10485 4 11841 -18 {356 128
3203 127 10485 0.8 12807 -32 1490 126
Donador #2 3880 175 15145 100 21432 56 1762 118
1680 175 15145 20 15998 -16 1779 118
3680 175 15145 4 17728 23 1985 117
3580 175 15145 04 17245 18 2217 11§
Donador #3 2734 152 16775 100 22967 -18 1664 107
2734 152 19775 b 21224 -9 1848 106
2734 152 19775 4 20558 -5 1534 108
] 2734 1592 19775 0.8 18923 5 1262 110
PBMC-016 1118 38 13531 0.1 10928 21 745 103
1118 36 13531 0.05 14457 17 962 102
1118 36 13531 .01 11642 13 343 85
PBMC-017 062 75 12510 1 13507 9 258 107
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Promedio de % de inhibicién de PBMC humano a 100 pg/ml -42 107
Promedio de % de inhibicién de PBMC humano a 10 pg/ml -69 98
Promedio de % de inhibicién de PBMC humano a 1 ug/ml ~41 107
Promedio de $ de inhibicién de PBMC humano a 0.1 ug/ml -28 117
Promedio de % de inhibicién de PBMC humano a 0.01 pg/ml -44 64
Promedio de % de inhibicién de PBMC humano -35 101

% de inhibicidén:
100-(CPM con Abs-PBMC s0lo-CHO-CD40L solo)/ (CPM de PBMC+CHO-CD40L-PBMC

501lo-CHO-CD40L solo)*100%
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Tabla 4B. Efecto de CHIR-12.12 mAB sobre proliferacion PBMC inducida por CD40L
HulgG1 '{ CHIR-12.12
solo solo P+  [Conc. Abs, % de % de
Evpd » peMc  CHO-CDAOL  guo.cp4ny, |  {geghi) cem_inhibicion | gpw inhibicion fesnjrs]
rovs-02s Donador #1 2064 4z qaann o 3304 23 @y 11
4081 a2 43282 G 571438 iq was 88
4051 az 47087 0% 4371 5 sy 28
81 12 az2e2 0.0001 46 @ gras 13 2422
Donador#2  236i 31 2337 @1 5767 6 s 115
2260 3 44507 o0 17924 A7 &3 65
2260 KE o7 73yl 7 41 18183 -9
295D 11 34907 ey 17847 23 a1y 4 G596
bEw.azs Dohador #1 2008 an 18074 a1 17136 " gz 109
205 a8 18074 ool 16448 15 oass T4
038 35 0TS o0 16165 i7 17833 7
. e 3 aOTY Goo 12167 ] gz T 4§
Donador#2  zp5 4 47834 7 17464 4 oors 00
i3l 4 174 i) 16757 T gL 44
WG & 1734 e 18613 B 1151248 «1
2016 & 47834 a0 1710 4 1gngy 5 B4
resc-nzs Donador #1 4753 48 RE54T 1 16704 24 fom 12
it a5 BIEAT 04 NG in wrr 114
4268 48 22547 8 por i1 4 o5 08
4783 4£ 2347 Gon 23547 -5 ez 1
205 45 23R4T oo TR 42 i B 30,07
Donador # 2 28 5E BA3M 1 agedn 12 s 94
Feds BE 54854 VR AST0R i7 S0 85
2448 nE €4484 oM 59744 3 15890 L]
24 5 ransd. o foviles | b} TCETH T
2148 : 64084 1500 470 0 sl 4 3468
psc-gze Donador # 1 &9 & 36054 0.1 11037 10 «0n 88
204 6% 054 o ey 0 &y 88
B 5% 10054 .00 16223 -2 gym 38
N S . 60001 11267 <3 sz 131 Z8.06
Donador#2  17av 57 S35 VRl 71754 12 235 134
iy 53 sazaz ot 21736 g 1o 04
T 57 2 2.0 Pt 4 s B
75 &7 g 0.0001 DB 4 zatgs D 5535
rewc-gay Donador#1  wug 4¥ w2420 a4 116 “13 #az 10
ww 47 E3405 am 3414 8 {2y TT
ST a7 S%5 0.001 L3167 ~11 sssg 5
o) £ 53275 o] S50 A2 ames 45 3682
4310 5 £aTRt o4 53604 2 oo 102
40 & BTt 2.01 4748 4 wrg 47
Donador#2 a3y & sarat G Bangz 1 53 0
230 50 837y 00001 SIS 9 sdmy o1 C102EB
PEMCD3Y  Donador # 1 s 42 TEO5H ot 16854 =22 e 116 4038
! Loge a2 14058 6.0 15250 45 mew 93
i
2456 42 14058 0.001 19852 <50 630 <57
2458 42 14058 .60 19161 44 18007 42
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Promedio de % de inhibicién de PBMC humano a 0.1 pg/ml 3 107
Promedio de % de inhibicién de PBMC humanc a 0.01 upg/ml -1 74
Promedio de % de inhibicién de PBMC humano a 0.001 pg/ml -7 0
Promedio de % de inhibicidén de PBMC humano a 0.0001 ug/ml -8 -17 49.65

o0

Promedio de de inhibicidén de PBMC humano

o)

% de inhibicién: 100-(CPM con PBMC Abs.-s0lo~-CHO-CD40L) (CPM de PBMC+CHO-CD40L-
solo PB,C-solo CHO-CD40L)*100%

En adicidén a las células B, el PBMC humano también contiene
células asesinas naturales que pueden mediar el anticuerpo
dependiendo de la <citotoxicidad (ADCC). Para clarificar el
mecanismo de la inhibicién mediada por el anticuerpo de
proliferacidén, se desarrollan ensayos con células B purificadas a
partir de PBMC humano. Similar a los resultados obtenidos con el
PBMC, ambos anticuerpos inhiben potencialmente la proliferacién
inducida por ligando CD40 de células B purificadas (Tabla 5,
n=3). Estos datos demuestran que la actividad antagonista de los
anticuerpos candidato, y no el mecanismo de ADCC, es la causa de

inhibicién de proliferacién en estos ensayos.

Tabla 5.Efecto de anticuerpos anti-CD40 en proliferacién

inducida por ligando CD40 de células B humana purificadas
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CrM HuleGl | CHIRES | CHIR-12.12
Células B+ s
:Muslzs! LT CHO.  jlonc Abs, % | % %
i Exp¥ Denador] 8 1 CDAIL codoL 1 (ug'ml  [oppq] inhibicion [eopnyd inhibicién jepag| inhibicisn
%ﬂg@sa 1 L k> 152 1 a3 o 109 32 114
418 £ 3R = 1193 «2 2l wr 2
A i a2 & s <2 T4 114 335 110
218 £ 12 98 gy 422 w3 110 63 11%
2 81 7 T M 2Esi -4 £ e 77 149
i £ ¥y oo 2 W T 9 5] 100 %4 106
%] 7 T2 4 11T B 1. w100 6B 166
e 1 tE 540 . . EYi e 77 100
%i‘;'“g 1 PO 75 243552 1 25910 4 w106 192 10
67 75 24457 9.3 ey 16 By 106 LOR 191
4 75 I Q0F 26ME -8 g RGO 4932 81
Fromedio gle Yo
de inhibicion a3 103 103

% de inhibicién: 100-(CPM con células Abs-B s0lo-CHO-CD40L solo)/{(CPM de

célula B con células CHO-CD40L-B s50l0-CHO-CD40L solo)*100%

Ejemplo 7: CHIR-5.9 'y CHIR-12.12 no Inducen fuerte

Proliferacidén de células B humanas de Sujetos Normales

El ligando CD40 activa células B normales y células de
linfoma de células B para proliferar. La unidén de algunos
anticuerpos anti-CD40 (agonista) pueden suministrar una sefal
estimuladora similar para la proliferacién de células B normales
y de cancer. Anticuerpos con fuerte actividad estimuladora de
célula B no son candidatos adecuados para tratamiento terapéutico
de linfomas de célula B. Se ensayan los dos anticuerpos
candidatos por su capacidad de inducir 1la proliferacién de
células B de . donantes voluntarios normales. Las células B
purificadas por centrifugacidén de gradiente Ficoll-Hypaque Plus
de PBMC donante normal se cultivan en placas de 96 pozos con
concentraciones variantes de anticuerpos candidato (rango de

0.001 a 100 pg/ml) para un total de cuatro dias. En el grupo de

o6

a0

P
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control positivo, se cultiva PBMC con células CHO fijas con
formaldehido que expresan el ligando CD40. La proliferacidén de
células B se mide mediante la incorporacién de timidina marcada
tritiada a 37° C durante 14-18 horas. Mientras el ligando CD40
presente en células CHO induce proliferacidén vigorosa de células
B que resultan en un indice de estimulacién promedio (SI) de 145,
los anticuerpos candidato inducen solo una débil proliferacién
con un indice de estimulacidén de 2.89 y 5.08 para CHIR-12.12 vy

CHIR-5.9 , respectivamente (n=3) (Tabla 6).

Tabla 6. Proliferacién de células B purificadas a partir de

sujetos humanos normales en respuesta a anti-CD40 mAbs candidato

Céliast Células B+CHO-CDAOL | Células BrhulgG1| e U125, BrCHIR Celulas BICHIR
j Conc. Abs.
Exp# [ponadors| CPN | €CPM  IndiceS(t) | {(mp/ml} |CPM indice S(2) |CPM (1) | CPM Indice S(2)
CobiasB L 418 3132 749 Wwe 498 119 401 086 458 110
| Congeladas 41% Rk 20 245 0.59 232 Dse 3 049
418 3132 4 24] 058 3 456 AL 950
418 3132 1.4 376 090 28 DT 2 055
Congelado Z 81 272460 336.30 100 34 042 454 560 122 18
8l 27250 A A8 .59 e 872 235 348
&l 27240 4 41 051 567 700 367 453
» &1 27240 0.8 24 042 736 S49 A8 504
Cé'&')"ss B 3 257 24552 7196 1 91 359 2101 8T 1223 458
257 24552 4.1 685 257 2267 RAR 1357 543
267 24552 a1 308 303 M3 B2y 1RT 385
. 2687 24552 000 367 212 846 317 B2 309
Promedio de Indice de Estimulacion (SI) 145.25 1.20 508 2.88
indice S (1)= CPM (Células B+CHO-CD40L)/CPM {solo células B)
{indice S {2)= CPM (Células B+Abs.)/CPM (solo PBMC)

Adicionalmente a las células B, los tipos de células que

contienen PBMC humano que llevan los receptores Fc (FcR) para las

moléculas IgGl que pueden suministrar retlculacu{})."d’e anticuerpos
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anti-CD40 se unen al CD40 en las células B. Esta reticulacién
puede potencialmente mejorar la actividad estimuladora de los
anticuerpos anti-CD40. Para confirmar la falta de actividad
estimuladora de la célula B de los anticuerpos CHIR-5.9 y CHIR-
12.12 en la presencia de células reticuladoras, los experimentos
de proliferacién se desarrollan con PBMC total que contiene
células B asi como también células FcR+. Los datos de estos
experimentos (Tabla 7A, mAb CHIR-5.9; Tabla 7B, mAb CHIR-12.12),
confirman que estos anticuerpos candidato aun en la presencia de
células que llevan FcR en general no estimulan las células B para
proliferar sobre el fondo de proliferacién inducido por el IgGl
humano de control (n=10). El1 ligando CD40 induce un indice de
estimulacién promedio (SI) SI de 7.41. El1 promedio SI con
anticuerpos candidato fue de 0.55 y 1.05 para CHIR-12.12 y CHIR-
5.9, respectivamente. Solo uno de los 10 donantes PBMC ensayados
mostré alguna respuesta estimulante para anticuerpo CHIR-5.9
(donante # 2 en Tabla 7). La falta de actividad estimuladora por
el mAbs candidato se confirmé adicionalmente al medir la
proliferacién PBMC en respuesta a loé anticuerpos anti-CD40
candidato inmovilizados sobre la superficie pléstica de pozos

cultivados (n=2).



WO 2005/044854 157 PCT/US2004/037152
Colombia 06-54042A

Tabla 7A. Proliferacién de PBMC de sujetos humanos normales

en respuesta a mAb CHIR-5.9.

l PBMC+CHO-CDAOL  |Ane | PBMC+hulgG1 PEMC+GHIR-5.9
PBI (g cp .
Expit i C lopm indice (1) 0 CPH indice (2) #4 indice (2)
PBMC- 5497
o 1417 5279 3.73 1 1218 0.86 3 422
481
1417 5275 0.25 1712 1.21 5 340
0.082 364
1417 5278 5 1449 102 2 257
. 0.015 _ 324
1417 5278 5 114 D4 2 2.29
PHAC- 317
911  Donador #1 2138 8247 3.86 10 3047 143 7 1.49
361
21388247 1 2728 1.28 7 1.69
201
2138 8247 01 2028 695 1 0.94
186
2138 8247 0.01 2424 113 ¢] .87
Donador #2 1156 ’ , 492 ;
2374 1 A4.87 10 4968 209 3 191
1156 244
2374 1 1 2594 107 & 1.03
1188 : 145
234 1 0.1 2471 092 2 0.62
1166 188
, 2374 1 0.0 4672 1.87 5 0.60
Donador #3 214
3229 7956 2.46 )y 5035 1.56 9 .66
109
37297956 1 2825 0.88 g 0.34
105
32297956 0.1 2277 0.7 2 6.33
189
322079506 .41 3078 .95 g 0.59
Donador #4 1431 ) 317
4198 & 3.41 i 5012 119 6 1.23
1431 470
4198 4 1 3592 086 2 112
1431 43t
4i08 4 0.1 5298 126 9 1.03
1431 840
4480 4 0017 5758 1.37 0 128
PEMC- 247
04 2350 8787 374 100 2722 1.16 4 1405
244
2350 6787 20 2318 089 7 1.04
165
2350 8787 4 2150 0.92 9 0.1
' 1867
] 2350 8787 4.8 2328 $.99 1 0.7
PBMC- Donador #1 1283 168
015 3284 5] 394 100 3594 1.10 2 0.5
1293 156
3284 6 20 2751 0.84 2 0.48
1233 110
3284 B 4 3135 0.35 5 0.34
1283 141
— 3284 6 _ 0.8 4027 1.23 9 043
Donador #2 1912 510
6098 1 344 00 2999 049 4 0.84

&

=]

BN
s
ern
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1912 391
6009 1 0 4005 0.66 7 0.54
1912 334
i B 4 4405 074 ¢ ¢.55
1912 413
B9e 1 0.8 3834 063 9 0.68
1982 420
Donador #3 2479 6 8.00 100 3564  1.44 4 0.49
1982
2475 § 20 1874 0.76 782 0.32
1952
2478 B 4 4779 0.72 534 0.26
1982
2479 6 08 2em 0.92 937 0.38
PRAC- 1578 103
015 1148 9 13.75 0.1 1255 1089 6 0.90
1578
1148 @ 005 1284 142 871 0.76
1578
1148 9 0.01 4446 1.26 652 081 |
Promedio S| de PBMC 5.09 1.06 1.03
indice(1): =(PBMC+CHO-CD40L)/PRBMC
indice (2): =(PBMC+Abs)/PBMC

00G!RE
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Tabla 7B. Proliferacién de PBMC de sujetos humanos normales

en respuesta a mAb CHIR-12.12.

N ;o aa e % e ey

| PBMCCHIR.
PBMCHCHOLDMOL | Conc. Abs PBMC+hulgG4 1212

Expit }_ PBMC | cPi indice (1} {rgind) cp indice (2) CPM indice (2)
PIMC-025  Donador#1 4051 42200 044 0.0 W 092 M5 OM
451 4050 0.1 o’ 1T MM 220

4051 12492 0.041 8060 180 818 2N

451 00001 43 07T 442 107

Donador®2 2en 1467 663 )4 B 442 M1 208

260 14987 041 /% 186 091 395

2060 1497 0.001 MW 440 484 198

) | 260 14987 QOOM 2801 124 2833 142 |
P3MC-025  Dorador#1 285 18343 &74 0.1 1386 066 261 132
A85 10313 0.01 W 48 R 1R

ABH 1833 0.001 X0 1B I 155

65 18313 G003 1700 Q&2 766 045

Domador#2  gvg 1854 2871 0.1 660 098 229 3

66 18054 0,01 B 4U W 1B

876 16054 2001 890 183 1%7 223

| 616 18054 0,001 O 146 81 120
PEMC-027  Donador#1 2742 {3008 475 0.1 15 4712 25 Am
242 1308 2.01 815 167 583 135

04213028 8.001 R AT B 18

7 s 00001 517 186 4772 156

Donador#2 438 4181 4,69 0. 1653 192 193 148

1336 1901 2,01 520 144 51 M

1338 1101 0.001 57 183 AT 1

1338 1194 00001 0038 AT 185

POMC-026  Donador® uons  wamry g6 0.1 BB 086 B 059
488 2817 2.0 W3 07 47 048

000187
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4086 2547 0.001 #4508 35 082

4 WHT GODOt 257 05T 4180 098

Domador#2  Jid¢  548M  25.56 01 9127 425 510 258

246 56M 001 466 213 8515 309

245 548M 0401 5186 246 Mo 276

Ty 0000t 6T 211 48 200

PRMG-02  Domador#1 €09 1004 1651 04 B9 05 # 050
€09 10034 BO1 413 0.78 o 1.57

o9 10054 2401 B0 15 190 |
€9 1004 4.0001 RS 103 %5 092 |

Donador#2 77137 1R 294 01 4640 064 349 048

T IR 004 6041 076 34 047

W 20t S8 086 532 048

Ny 0000;  5i35 066 5d1 068

PBUC-030  Donador# 416G §T25 LT 1 213 085 148 0.5
MG 5728 ! w708 0.8

4184 5105 1 4540 140 1512 0.36

418 5705 _0.131 4384 1.0% 2714 065

Donador#2 % 55 1620 1 676 192 41 a2

WU 5 f N 14 s 18T

B4 SIS 01 k4 R R A R 1

32 535 _m W A6 S5 470

pamc-az  Domador#tqane v B4 10 e 130 4 265
1808 15271 f WM B0 248

1308 15271 04 W A6 mR 350

1308 1621 001 8¢ 089 B005 277

‘F‘mmedioSldc-PBMC . 11'32 '&30 o 1'52 indic

e(l): =CPM de (PBMC+CHO-CD40L)/CPM de PBMC

indice(2): =CPM de (PBMC+Abs)/CPM de PBMC

El promedio SI con el ligando CD40, CHIR-12.12 vy
estimulacién CHIR-5.9 fue de 22, 0.67 y 1.2, respectivamente
(Tabla 8). Tomados  juntos estos datos muestran gque 1los
anticuerpos anti-CD40 candidatos no poseen fuertes propiedades

estimuladoras de células B.

R
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Tabla 8. Proliferaciédn de PBMC de sujetos humanos normales

en respuesta a anticuerpos anti-CD40 inmovilizados

PRMC PEMCACHOCoH0L, 1 PBMC+hulgGl | PEMCICHIRSS PIIMCWHII’HL!?
Exph CPM_| CPM Indico § ()] (ugiml) | CPM indice S (23] CPM Indice $ (2) CPM Indice § (2)

FEMCAT2 225 4308 ki1 1 If m | Ief 73 k1 it 488

325 &8 I 175 .78 17 074 161 &1

A5 i) 0 135 449 by 146 %8 141

28 6308 {14 9 1.30 PN 1403 254 L13
:Jr;mov Hlizado 837 1 1363 0 479 1.56 (B3 147 ki34 045
004

57 ) 1 160 M 963 §ig 698 Pl 4.31

bl FHH0 1 447 .57 41 048 62 .31

857 ‘ P70 i 612 1.7 n .43 376 044
fndice de Estimulacién Promedio 21.96 0.81
1.21 0.67

It

S. indice(1l): CPM (PBMC+CHO-CD40L)/CPM (PBMC)

S. indice(2): CPM (PBMC+mAbs)/CPM (PBMC)

Ejemplo 8: Elchib’9 y CHIR-12.12 Son Capaces de Matar las

Células Objetivo que Llevan CD40 por ADCC

Los anticuerpos candidato pueden matar células objetivo que
llevan CD40 (lineas de linfomas) por el mecanismo de ADCC. Ambos
CHIR-5.9 y CHIR~12.12 son anticuerpos completamente humanos del
isotipo IgGl y se espera que tengan la capacidad para inducir la
muerte de células objetivo mediante el mecanismo de ADCC. Ellas
se ensayan por su capacidad para matar lineas de células de
céancer en ensayos 1in vitro. Dos lineas de células del linfoma
humano (Ramos y Daudi) se seleccionan como células objetivo para
estos ensayos. El1 PBMC o las células NK enriquecidas de 8

donantes voluntarios normales se utilizan como células efectoras

U
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en estos ensayos. Una respuesta ADCC mds potente se observa con
CHIR-12.12 comparado con CHIR-5.9 contra ambas células objetivo
de lineas de célula de céancer de linfoma. Las lineas de células
de linfoma también expresan CD20, el antigeno objetivo para
rituximab (Rituxan®), que permite la comparacidén de la actividad
ADCC de estos dos mAbs candidatos con actividad ADCC rituximab.
Para el objetivo de la linea de Eélula de linfoma, se observa una
lisis especifica promedio de 35%, 59%, y 47% para CHIR-5.9, CHIR-
12.12, y rituximab respectivamente cuando se utiliza en
concentracién de 1 pg/ml (Tabla 9). Los dos anticuerpos no
muestras mucha actividad en ensayos de citotoxicidad dependiente

de complemento (CDC).

Tabla 9. Anti-CD40 mAb dependiente de la muerte de lineas de

células de linfoma por ADCC.
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mAB anti-CD40 dependiente de muerte de lineas celulares de linfoma por ADCC

Células objetivo: fingas de célula de linfoma humano (Ramos o Daudil

CHIR-5.9 CHIR1212 |  Rituxan

Propol % %o
. Célula jcion , |Conc Absl % ldelisis™] o |delisis% | |3 delisis-%
Eip lefectoralBT | 81 | gy | de tisis [Nists 19G1 [go fisis | lisis gG1 [de Isis] “gis 1gG1

ADCC05 | hove 17.05 5 | WE | 1370 | 5.2 | 4ay | WD ND
Marmor Blue | hue 4081 5 62 | 1780 T wiE | 406 | HD ND
ADCCO06 | e 309 1 0 | 350 | 649 | 4371 | b8 | @zl 391
Alarmer Bioe ET5) 1 | 4090 | A48 [ 4543 | B35 | 3007 ] 469

A1 01 [-48 | 380 |58 | 6082 | @811 4461
35 001 | 253 | 141 | 5001 | G461 | ZE | Bm

23 ] A

Bix hak% | 5 1 15 0 | 208 | 3089 | 4724 | 45742 | 1D ND

B Y 1 18.01 | 1861 | 3747 | 35002 | HO ND

25 01 | WeT | 247 3763 | BAH | 1D ND

ADCCO00 | nukk | 10 ] 232 5 | 6520 | 6388 | ar70 | 9538 | 862 | 6348
Caleein Al ‘ , 0.48 i 6.20 | 9672 1123001 12282 | 8.2 81,12

ocas,

443 T 02 [ 40 | 7083 | 11600 | RG] B8 0.3
339 1 UG | eddto | 65T [ {0EM0| 10561 | &9 | st
ADCCATT | ok | 8 1 318 1 506 | 1240 | 5159 | 44 | 24| 8@
Caleein AN §56 | 001 | 739 | 280 | 4580 | 42; | 1468  10.10
T 641 | GOOZ | 635 | 094 | 540 | 031 | 958 %
703 ] 000 | TG | 03 B8 | A6 | s®m | 6
ADCCO1Z | hubK |10 11334 | 0 | 79.1 | B9 | 91780 10446 | 50751 3749
Calosin Al B30 [ [ MY | 612 | 666% | 7504 | Gowr | el
1237 | 001 | 5382 | 4625 | 7288 | o081 | 5046 1 3140
1381 | 0005 | B7B0 | 4389 | 6945 | GABd | %8| Bk
1095 | 0007 | B8 | @B | a7 | 62 | Bme | i
MOCCH13 | POWC | 100 | 2% 1 o.03 | 1849 [ ares | a0 | a8 | 904
T e 245 101 ISEF | 1305 | 3043 | 23T | 0481 24T
29| o [ | e | ofE | 10E | 1209 9.87
28] 0007 | 380 [ 142 T EM | 820 | iW 0.35
ADCCOM | PBMC | 100 | 464 10 5154 | d4B80 | AB42 | AiAd | W ND
S i5 P |48 | @0 | 400 | a3 | HO ND
o 4B 0 [ e | 408 [We| BN 0 ND
de6 | 00T |73 | 3 | S| 545 | fo ND
466 1 0001 |RES | 48 08T 67 1MW

: — . _
Promedio de % de lisis 2 ¢ pg/mi de comtemacidn de mab 5.3 - ham : : .1

—

L

S

AN

El grado mayor de uerte 160% se debe a la muerte incompleta por usar detergents para #1 control de muerte de $00%.

Ejemplo 9: E1l CD40 Estd Presente en la Superficie de Células

NHL de Pacientes de Biopsia de Nodo Linfatico

~a
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Se aislaron células NHL de nodos linfaticos de biopsia de
pacientes y se preservan en nitrdégeno liquido hasta su uso. La
viabilidad celular al tiempo del andlisis excede el 90%. Se tifien
las células de dos pacientes resistentes al rituximab y sensibles
al rituximab (cinco pacientes en total) con una marca directa
15B8-FITC o 15B8 mas anti-hIgG,-FITC y analizados por citometria
de flujo. Las células NHL de todos los pacientes se encuentra que
expresan el CD40. La Tabla 10 muestra que un promedio de 76% de

células NHL expresa CD40 (un rango de 60-91%).

Tabla 10.
% positive ©
Paciente ID * Paciente tipo ¥ | ‘Mss1 ¢ 15B8°
B CR | ndf | 91m
J CR nd, 60.36
H NR nd | 85.08
H NR | 72.24 $1.19
K NR nd, 70.69
L NR I nd | 6682

Promedio % positivo

® Pacientes NHL tratados con anti-CD20 mAb

b Respuesta de paciente para anti-CD20 mAb; CR=respuesta completa;

NR=sin respuesta

© & de células en puerta de linfocito que tife positivo
9 MS81, agonista anti-CD40 mAb

€ 15B8, antagonista anti-CD40 mAb

-« R~
f'n.d., no hecho QGD '
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Ejemplo 10: El CHIR-5.9 vy CHIR-12.12 No Estimulan la

Proliferacidén de Células de Céncer de los Nodos Linfdticos de

Pacientes NHL

Se conoce que el ligando CD40 proporciona una sefial
estimuladora para la proliferacién y supervivencia de células de
linfoma de pacientes NHL. La unidén de algunos anticuerpos anti-
CD40 (agonista) puede suministrar una sefial estimuladora similar
para la proliferacién de células cancerigenas de pacientes. Los
anticuerpos con fuerte actividad estimuladora de célula B no son
candidatos adecuados para tratamiento terapéutico de linfomas de
célula B. Se ensayan los dos anticuerpos candidato para su
capacidad de inducir proliferacién de células NHL de tres
pacientes. Las células se aislan de biopsia de nodo linfatico
(LN) cultivadas con concentraciones que varian de anticuerpo de
candidato (rango de 0.01 a 300 pg/ml) para un total de tres dias.
La proliferacién de células se mide por la incorporacién de
timidina tritiada. Ninguno de 1los dos candidatos mAbs induce
alguna proliferacién de células de cancer en ninguna
concentracidén ensayada (Tabla 11). Los anticuerpos aun en la
presencia de IL-4 agregado exdgenamente, un factor de crecimiento
de celula B no induce proliferacidén de células NHL (ensayados en
una de las células de los tres pacientes). Estos resultados
indican que el CHIR-5.9 y CHIR-12.12 no son anticuerpos anti-CD40
agonista y no estimulan la proliferacidén in vitro de células NHL

de pacientes.

0o6t "3
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Proliferacidén de células de céancer de pacientes LN

CPM M
, | Come |

oo Comsas |chun IR o |G gl

PP 0.01 183G 203 11237 13367 [ 0741 ND ND

0.1 W7.5 15167 1 1.4 136 1.27 wD ND

i 130.67 | 20667 11,581 19733 | 151 179 137

16 132.5 245 (1161 13733 | 080 | 87167 LYH

100 137.67 {33233 1241 15733 | L4 ND ND

100 13767 {25433 11.85] 10067 | 0.73 ND ND

hitd 0.01 163 18033 1 1.09 124 0.75 ND ND

0.l 1505 | 14967 [083] 11133 |06 | D ND

i 62 1967 [ LIT] 467 | L6y ND ND

19 9t.5 9333 | 1.02 100 Lo9 763 834

100 123 173 | 141 10533 | 086 ND ND

100 109 1183671169 157 |144| ND ND

B} {i1-4) 0.01 15915 11623.67[1.02] 1422 1089 ND ND

0.1 1405 1281 [0.91] 131633 | 0.94 ND ND

i 1326 (1352330891 HIG0 ] 076 | 150833 0.99

i 1450 1424 1098 1244 | 0.86 | 4146.67 2.86

100 1406.67 149767 1.06 | 125533 | 0.89 ND ND

300 141033 146667 14| 1233 1 087 ND ND
Ejemplo 11:CHIR-5.9 'y CHIR-12.12 Pueden Bloquear la

Proliferacién Mediada por Ligando CD40 de Células de Cancer de

Pacientes de Linfoma No-Hodgkin

El encaje de CD40 por el ligando CD40 induce la

proliferacién de células de céncer de pacientes NHL. Un

anticuerpo anti-CD40 antagonista se espera que inhiba esta

proliferacién. Los dos anticuerpos anti-CD40 candidato se ensayan

06"
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en concentraciones variantes (0.01 pg/ml a 100 pg/ml) para su

capacidad de inhibir proliferacién inducida por el ligando CD40

de células NHL de pacientes. Las células NHL de pacientes se

cultivan en suspensién sobre alimentador que expresa CD40L en la
presencia de IL-4. La proliferacién de célula NHL se mide por la
incorporacién de *H-timidina. Ambos anticuerpos se encuentra que
son muy efectivos para inhibir la proliferacién inducida por el

ligando CD40 de 1las células NHL (Tabla 12, n=2). Cercano a

completar la inhibicién de la proliferacién inducida por el

ligancdo CD40 se puede alcanzar en concentracién de 1.0 a 10 pg/ml

de anticuerpos.

Tabla 12:

Inhibicidén de proliferacién inducida por ligando

CD40 de células de céncer de pacientes NL o NHL.

-,

CPM CHIR-5.9 CilIR-12.12 Ritaximab
%% % %
Paciente|  (mg/ml) 1¢G1 CPM  |inhibicion CPM inhibicion| CPM | inhibicion
BD 001 295255 § 25369 14 24793 16 29490.3 0
01 29554 120265.33 31 13671 54 298327 -1
i 29486671 67R5.33 77 453 98 263553 i1
10 2970 | 506.33 98 in 99 294273 I
1900 29372331 512.33 98 386.67 5 WD NI
PP 6.01 23572 12322833 1 13666 ¢ 35317.3 -7
01 22520 11909232 15 17197 24 263497 17
I 23535.67] 144233 | 94 802.67 97 | 265157 | 13
10 231005 | o6h8.67 97 221.33 9y 254783 -10
{00 2384733 ND ND 232 29 ND ND
% de dinhibicién: 100-(CPM con ensayo Abs/CPM con control
mAb) *100%

006 ‘0T
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Ejemplo 12: Efecto del CHIR-5.9 sobre un Numero Variable de

Células NHL Cuando se Cultivan con Células que Llevan el Ligando

CD40
Efectos del CHIR-5.9 en los numeros de células NHL variables
cuando se cultivan con células que llevan el ligando CD40 durante
un periodo extendido de tiempo (7, 10, y 14 dias) se investiga.
La sefializacidén mediada por el ligando CD40 a través del CD40 es
importante para la supervivencia de las células B. Este conjunto
de experimentos evalta el efecto de anticuerpos anti-CD40 de
numeros de células NHL en 7, 10, y 14 dias. Las células NHL de
cinco pacientes se cultivan en suspensién sobre células de
alimentador irradiadas que expresan CD40L en la presencia de IL-
4. Los anticuerpos IgG humano de control y CHIR-5.9 se agregan en
concentraciones de 10 ug/ml en el dia 0 y en el dia 7. Las
células viables bajo cada condicién se cuentan en el dia
especifico. Numeros de células en el grupo de control (IgG) se
incrementan con el tiempo segin se espera. Numeros reducidos de
células se recuperan de cultivos tratados con CHIR-5.9 comparado
con el grupo de control. Los niveles mas grandes de reduccidén en
numero de células por el anticuerpoc CHIR-5.9 se observan en el
dia 14 y eran en promedio 80.5% (un rango de 49-94%) comparado
con isotipo de control (n=5). Estos datos se resumen en la Tabla

13.
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Tabla 13: Efecto de anticuerpo anti-CD40 (CHIR-5.9/5.11) en
numeros de células de pacientes NH durante periodo de cultivo

prolongado (7, 10, y 14 dias)

Nameros de células viables
maAb CHIR- ; % de reduccidn
Paciente Dias en Cultivo IpG 5.9/5.11 jcomparado con control IgG
100060
FS 0 0 1000060 0.00
7 935000 447500 5214
127090
10 0 504100 60.34
102910
14 0 525G00 48.98
100000
MT 0 0 1006000 0.00
7 2676450 182500 3180
to 683400 191600 71.96
145000
14 0 225000 8448
BRF 0 250000 250000 0.00
7 145000 $6667 40.23
10 207500 65000 68.67
14 ST0500 33330 94.16
DP ¢ 250000 250000 0.00
7 188330] 136670 2743
10 235000) 128330 4539
14 428330 38330 86.38
PP 0 250000 250000 0.00
7 270000 176670 34.57
10 311670 128330 58.83
14 458330 53330 88.36

* % de reduccidén comparado con ctrl Abs=100-(ensayo Abs/ctrl

Abs)*100

000137
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Ejemplo 13: CHIR-5.9 y CHIR-12.12 Son Capaces de Matar

Células de Céancer de los Nodos Linfaticos de Pacientes NHL por

ADCC
Ambos CHIR-5.9 y CHIR-12.12 son anticuerpos completamente
humanos del isotipo IgG; y se muestran por inducir la muerte de
las lineas de célula de linfoma in vitro por el mecanismo de ADCC
(Tabla 9). Ellas se ensayan por su capacidad de matar células de
cancer de un paciente NHL sencillo en ensayos in vitro. Se
utilizan células NK enriquecidas de donantes voluntarios normales
ya sea frescas después de aislamiento o después de cultivo
durante la noche a 37° C como células efectoras en este ensayo.
Se obtienen resultados similares con células NK aisladas
frescamente y células NK utilizadas después de cultivo durante la
noche. Se observa un nivel mds grande de ADCC con CHIR-12.12
comparado con CHIR-5.9 contra las células NHL del paciente. Las
celulas NHL también expresan CD20, el antigeno objetivo para
rituximab (Rituxan®), que permite la comparacién de la actividad
ADCC de estos dos mAbs candidatos con rituximab. E1 anticuerpo
CHIR-12.12 y rituximab muestran nivel similar de actividad ADCC
con CHIR-5.9 que se clasifica méds adelante en este ensayo. Estos

datos se muestran en la Figura 3A y 3B.

Ejemplo 14: CHIR-5.9 y CHIR-12.12 Pueden Bloquear la

Proliferacién y Supervivencia Mediada por CD40 de Células de

Cédncer de Pacientes CLL

000198
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Los anticuerpos candidatos pueden bloquear la proliferacién
y supervivencia mediada por CD40 de células de cancer de
pacientes CLL. Las células CLL de pacientes se cultivan en
suspensién sobre células CHO fijas con formaldehido que expresan
CD40L bajo dos diferentes condiciones: Adicién de 1IgG de
anticuerpo de isotipo humano (control); y adicién de anticuerpo
monoclonal CHIR-5.9 o CHIR-12.12. Todos los anticuerpos se
agregan en concentraciones de 1, 10, y 100 pg/ml en ausencia de
IL-4. Se desarrollan los conteos de células en 24 y 48 h por
ensayo MTS. Numeros reducidos de células se recuperan de CHIR-5.9
(n=6) y CHIR-12.12 (n=2) cultivos tratados comparadas con el
grupo de control. Las mayores diferencias en los numeros de
células entre cultivos tratados con anticuerpo de control vy
tratados con anti-CD40 mAb se ven en el punto de tiempo 48-h.

Estos datos se resumen en la Tabla 14.

Tabla 14. El1 efecto de anticuerpos candidatos sobre la
proliferacién y supervivencia inducida por CD40 de células de
cancer de pacientes CLL medidos a 48 h después de la iniciacién

de cultivo
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% de reduccion
Ntmero relativo de células en nameros de células®
CHIR- CHIR-
Paciente #Conc. Abc. (pg/mi)| JaGT | 5.9/5.11 1212 CHIR-59/5.11 | CHIR-12,12
2693
1 I { 2527 ND 90.62 ND
1015 _
Hi g 33.07 ND 67.44 | ND
130.7
100 1 40.16 ND 69.28 ND
265.5
2 1 ; 7538 ND 7146 | ND
{2275 |
10 7 128.5 ND 4353 | ND
{2659 |
100 9 64 D 97.59 ND
3 I 5.9 35.3 ND 58.50 ND
10 70.44 39.51 ND 4391 ND
100 77.65 20.95 ND - 73.02 ND
4 I $0.48 15.03 ND 8132 ND
Y 63.01 19.51 ND 69.04 ND
100 |5569)  3.65 ND 93,45 ND
5 i 90.63 91.66 89.59 -1.14 1.15
10 78.13 8228 6041 -531 22.68
100 63.53 86.47 39.59 -36.11 37.68
130.2
& I ] 776 71.8% 4040 | 4480
1317 :
10 7 78.13 73.96 40.71 | 43.87
127.0 3
100 § 7656 | 8229 39.75 3525
* % de reduccién comparado con Abs de control = 100-(Ensayo

Abs/control Abs)*100

Ejemplo 15: E1 CHIR-5.9 y CHIR-12.12 Muestran Actividad

Anti-Tumor en Modelos Animales

00G200

Eficacia de farmacologia/in vivo
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Se espera que mAbs candidato produzca efectos farmacoldgicos
deseados para reducir los limites de tumor por cualquiera/ambos
de dos mecanismos anti-tumor, bloqueamiento de la
proliferacidén/supervivencia de sefial e induccidén de ADCC. Los
modelos de xenoingerto de linfoma humano disponibles actualmente
utilizan lineas de células de linfoma de largo plazo que, en
contraste con las células de céancer primario no dependen de la

estimulacién CD40 para su crecimiento y supervivencia.

Por lo tanto, el componente de esta actividad anti-tumor del
mAbs basado en el blogueamiento de la seflal de
proliferacién/supervivencia del tumor no se espera que contribuya
a la eficacia anti-tumor en estos modelos. La eficacia en estos
modelos es dependiente del ADCC, el segundo mecanismo anti-tumor
asociado con el CHIR-5.9 y el CHIR-12.12 mAbs. Dos modelos de
linfoma humano de xenoingerto basado en lineas de células Namalwa
y Daudi se evallan para actividades anti-tumor de mAbs candidato.
Para demostrar adicionalmente su actividad terapéutica, se
evalian estos mAbs candidatos en un modelo de linfoma humano de
xenoingerto representado y no representado basado en la linea de

célula Daudi.
Resumen de los datos de eficacia in vivo
Cuando se administra intraperitonealmente (i.p.) una vez a

la semana para un total de 3 dosis, CHIR-12.12, uno de los dos

mAbs candidato, inhibe significativamente el chg%pigqto del
4 K T
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linfoma de célula B no representado agresivo (Namalwa) en una
forma dependiente de dosis (Figura 4). Se ensaya el segundo
candidato mAb, CHIR-5.9, solo en una dosis sencilla en este
estudio y fue menos efectiva que el CHIR-12.12 en la misma dosis.
De forma interesante, se encuentra que el CHIR-12.12 es més
eficaz en este modelo que el rituximab. Es posible que la menor
eficacia del rituximab se pueda deber a la baja expresién CD20 en
la linea de célula de linfoma Namalwa. La eficacia observada con
el mAbs candidato tiene mayor importancia en razdédn a que solo uno
de los dos mecanismos de muerte de célula de céncer (ADCC) es
operativo en el modelo del linfoma del xenoingerto actual. Dos
mecanismos de muerte, ADCC y blogueo de sefial de supervivencia,
se espera que contribuyan a las actividades anti-tumor en
pacientes de linfoma humano. Esto es probablemente para
incrementar la oportunidad de alcanzar eficacia en pacientes con
linfoma humano. El anti-CD40 mAbs candidato también muestra una
tendencia hacia la inhibicién de crecimiento de tumor en un
segundo modelo de linfoma de célula B (modelo Daudi no validado,
no se muestran datos). En los estudios que siguen, los dos
anticuerpo candidato se muestran por tener eficacia anti-tumor
dependiente de 1la dosis en ambos modelos de linfoma Daudi
representado y no representado (Figuras 5 y 6, respectivamente).
En el modelo Daudi representado, el CHIR-12.12 mAb fue mas eficaz
en la reduccién del volumen de tumor que tuvo una dosis similar
de Rituxam®.
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Para asegurar el crecimiento consistente del tumor, se
irradian ratones desnudos de células T deficientes a todo el
cuerpo en 3 Gy para suprimir adicionalmente el sistema inmune un
dia antes de la inoculacién del tumor. El tratamiento se inicia
un dia después de la implantacidén del tumor (modelos de linfoma
de célula B humano de xenoingerto subcutdneo no representada,

Namalwa y Daudi) o cuando el volumen de tumor alcanza 200-400 mm®

(modelo Daudi representado, usualmente 15 dias después de
inoculacién de tumor). Los ratones gque llevan el tumor se
inyectan intraperitonealmente con anti-CD40 mAbs (i.p.) una vez

una semana en las dosis indicadas. Se registran los volumenes de
tumor dos veces por semana. Cuando el volumen de tumor en
cualguier grupo alcanza 2500 mm’, se termina el estudio. Nbétese
que en el modelo Daudi representado los datos de volumen de tumor
se analizan hasta el dia 36 debido a la muerte de algunos ratones
después de ese dia. La regresidn completa (CR) se cuenta hasta el
final del estudio. Se analizan los datos utilizando ensayo
Kruskal-Wallist o ANOVA y corresponde al post ensayo para
comparacién multigrupo. En el modelo Namalwa no representado, el
anti-CD40 mAb CHIR-12.12, pero no Rituxan® (rituximab), inhibe
significativamente (p=<0.01) el <crecimiento de los tumores
Namalwa (reduccién de volumen de tumor de 60% versus 25% para
rituxamab, n=10 ratones/grupo) (Figura 4). Asi, en este modelo,
el anti-CD40 mAb CHIR-12.12 fue mas poteﬁte que el rituximab. Es
valioso notar que el segundo candidato mAb, CHIR-5.9, fue al

Fronay
menos tan eficaz como el rituximab en una dosis dé 1/10 que de
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rituximab. Ambos anti-CD40 mAb CHIR-12.12 y el rituxan previenen
significativamente le desarrollo de tumor en el modelo de tumor
Daudi no representado (resistencia al reto de tumor 14/15)

(Figura 5).

Cuando los anticuerpos monoclonales anti-CD40 se compararon
adicionalmente en un modelo Daudi de de xenoingerto representado,
en el que el tratamiento inicia cuando el tumor subcutaneo era
palpable, el anti-CD40 mAb CHIR-12.12 en 1 mg/kg originé
reduccién de tumor significativa (p=0.003) con 60% de regresidn
completa (6/10), mientras que el rituximab en la misma dosis no
inhibié significativamente el crecimiento de tumor ni originé

regresidn completa (0/10). Ver Figura 6.

En resumen, el anti-CD40 mAb CHIR-12.12 inhibe
significativamente el crecimiento de tumor en modelos de linfoma
experimentales. En la misma dosis y régimen, en mAb CHIR-12.12
muestra mejor actividad anticdncer que lo que lo hizo el Rituxan®
(rituximab). Adicionalmente, no se observé signos clinicos de
toxicidad en esta dosis y régimen. Estos datos sugieren que el
anti-CD40 mAb CHIR-12.12 tienen potente actividad de linfoma
antihumano in vitro y en modelo de xenoingerto y puede ser

clinicamente efectivo para el tratamiento del linfoma.

Ejemplo 16: Farmacocinéticas de CHIR-5.9 y CHIR-12.12

U
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Los farmacocinéticas del anti-CD40 mAb en ratones se estudia
después de administracién de dosis IP y sencilla IV. El anti-CD40
mAb exhibe alta biodisponibilidad sistémica después de
administracién IP, y vida media terminal prolongada (>5 dias)
(datos no mostrados). Este estudio piloto se condujo para ayudar
en el disefio de estudios farmacolégicos; sin embargo, es muy
importante para la actividad de desarrollo de este mAb en razén a
que éste mAb completamente humano no reacciona con el CD40 de

ratdédn.

Ejemplo 17: Caracterizacién de Epitopo para Anticuerpos

Monoclonales para CHIR-12.12 y CHIR-5.9

Para determinar la ubicacidén del epitopo en el CD40
reconocido por anticuerpos monoclonales CHIR-12.12 y CHIR-5.9, el
analisis SDS-PAGE y Western blot se ejecutan. Se separa CD40
purificado (0.5 pg) sobre un gel NUPAGE 4-12% bajo condiciones de
reduccidén y no reduccidn, transferidas a las membranas PVDF, 3%
sondeadas con anticuerpo monoclonales en concentracién 10 pg/ml.
Las manchas se sondean con fosfatasa alcalina conjugada IgG
antihumana y desarrollada utilizando el sustrato estabilizado

Western Blue® para la fosfata alcalina (Promega) .

Los resultados indican que el anticuerpo monoclonal anti-
CD40 CHIR-12.12 reconoce los epitopos en ambas formas no
reducidas y reducida del CD40, con la forma no reducida del CD40

que exhibe mayor intensidad que la forma reducida del CD40 (Tabla

Pﬂpm‘r‘
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15; manchas no mostradas). El hecho de que el reconocimiento fue
positivo para ambas formas de CD40 indica que este anticuerpo
interactia con una parte del epitopo conformacional del cual es
una secuencia lineal. El anticuerpo monoclonal CHIR-5.9 reconoce
primeramente la forma no reducida del CD40 que sugiere que este
anticuerpo interactla con un epitopo primeramente conformacional

(Tabla 15; manchas no mostradas).

Tabla 15. Identificacién de dominio.

Dominio 1 Dominio 2 Dominio 3 Oonjinio 4
mAb CHIR-12.12 - 4 . -
mAb CHIR-5.9 - + | - -
mAb 1588 P N ~ o

El mapa de la regidén antigénica en CD40, el cuarto dominio
extracelular se clona y expresa en células de insecto como
proteinas de fusidén GST. La secrecién de los cuatro dominios se
asegura con una sefal de secrecidén GP67. El super nadando de
células de insecto se analiza por anadlisis western blot y SDS-

PAGE para identificar el dominio que contiene el epitopo.

El anticuerpo monoclonal CHIR-12.12 reconoce un epitopo
sobre dominio 2 bajo ambas condiciones de reduccién y no
reduccién (Tabla 16; manchas no mostradas). Por el contrario, el
anticuerpo monoclonal CHIR-5.9 exhibe un reconocimiento muy débil

para el dominio dos (Tabla 16; manchas no mostradas). Ninguno de

gen"""
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estos anticuerpos reconoce los dominios 1, 3, o 4 en este

andlisis.

Tabla 16. Andlisis de dominio 2.

_ Reducido No reducido
mAb CHIR-12.12 | e oo
mAb CHIR-5.9 + +

Para definir mé&s precisamente el epitopo reconocido por
CHIR-12.12, los péptidos se sintetizan del dominio dos
extracelular del Cbh40, que corresponde a la secuencia
PCGESEFLDTWNRETHCHQHKYCDPNLGLRVQQKGTSETDTICT (los residuos 61-104
de la secuencia mostrada en la ID de SEC No.: 10 o ID de SEC No.:
12) las membranas SPOT (Sigma) contienen 35 péptidos 10 mero con
1 aminoédcido-1 se genera. Se ejecuta andlisis Western blot con
mAb CHIR-12.12 y IgG beta-galatoxidasa antihumana como anticuerpo
secundario. La mancha se pela y se resondea con mAb CHIR-5.9 para

determinar la regidn reconocida por este anticuerpo.

Los analisis SPOT que se sondean con anticuerpo monoclonal
anti-CD40 CHIR-12.12 en 10 pg/ml produjo reacciones positivas con
18 a 22 manchas. La regién de secuencia cubierta por estos

péctidos se muestra en la Tabla 17.

Tabla 17. Resultados de anédlisis SPOT sondeado con

anticuerpo monoclonal anti-CD40 CHIR-12.12.

[N aliniRalhen
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Numero Regidén de secuencia
Spot
18 HQHKYCDPNL (residuos 78-87 de la ID de SEC No.: 10 o ID de

SEC No.: 12)

19 QHKYCDPNLG (residucs 79-88 de la ID de SEC No.: 10 o ID de
SEC No.: 12)

20 HKYCDPNLGL (residuos 80~89 de la ID de SEC No.: 10 o ID de
SEC No.: 12)

21 KYCDPNLGLR (residuos 81-90 de la ID de SEC No.: 10 o ID de

SEC No.: 12)
22 YCDPNLGLRV (residuos 82-91 de la ID de SEC No.: 10 o ID de
SEC No.: 12)

Esos resultados corresponden a un epitopo lineal de: YCDPNL
(residuos 82-87 de la secuencia mostrados en la ID de SEC No.: 10
o ID de SEC No.: 12). Este epitopo contiene Y82, D84, y N86, que
se han predicho por estar involucrados en la interaccién de

ligando CD40-CD40.

Los analisis SPOT con mAb CHIR-5.9 muestran un débil
reconocimiento de péptidos representados por las manchas 20-22
mostradas en la Tabla 18. Lo que sugiere involucramiento de la
regién YCDPNLGL (residuos 82-89 de la secuencia mostrada de la ID
de SEC No.: 10 o ID de SEC No.: 12) en su unién al CD40. Se debe
notar que el mAbs CHIR-12.12 y CHIR-5.9 compiten el uno con el

otro para unirse al CD40 en el andlisis BIACORE.

Tabla 18. Resultados de andlisis SPOT que sondean con

anticuerpo monoclonal anti-CD40 CHIR-5.9.

Pﬁ,".‘\’"-"‘
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Namero Regidén de secuencia
Spot
20 HKYCDPNLGL (residuos 80-89 de la ID de SEC No.: 10 o ID de

SEC No.: 12)

21 KYCDPNLGLR (residuos 81~380 de la ID de SEC No.: 10 o ID de
SEC No.: 12)

22 YCDPNLGLRV (residuos 82-91 de la ID de SEC No.: 10 o ID de
SEC No.: 12)

Los epitopos lineales identificados por los analisis SPOT
estadn dentro del mdédulo CD40. La secuencia del médulo CD40 Bl es:
HKYCDPNLGLRVQQKGTSETDTIC (los residuos 80-103 de la ID de SEC

No.: 10 o ID de SEC No.: 12).

Dentro de un epitopo lineal identificado para el CHIR-12.12
es CE3. Se conoce que este residuo de Cisteina forma un enlace
disulfuro con C103. Es probable que el epitopo conformacional del
CHIR-12.12 mAb contenga este enlace de disulfuro (C83-C1l03) y/o

aminodcidos envolventes conformacionalmente cercanos al C103.

Ejemplo 18: Numero de Moléculas CD20 y CD40 en Células

Namalwa y Daudi

El numero de moléculas CD20 y CD40 en células Namalwa vy
Daudi se determina como se resalta en la Figura 7, utilizando
concentraciones de anticuerpo de 0.01, 0.1, 1, 10 y 100 pg/ml.
Como se puede ver en la Figura 7, el numero promedio de moléculas
CD20 (objetivo para rituximab) es mayor en ambas lineas de
células Namalwa y Daudi que es el numero de moléculas CD40

(objetivo para mAb CHIR-12.12).

[l ot o B ]
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Ejemplo 19: ADCC de mAb CHIR-12.12 vy Rituximab contra

Células de Linfoma Daudi

El rituximab y el mAb CHIR-12.12 candidato se ensayan in
vitro para actividad ADCC en concentraciones variables contra
lineas de células de linfoma Daudi como células (T) objetivo y
ceélulas NK purificadas de voluntarios humanos saludables como
células (E) efectoras. Se mezclan células NK humanas aisladas
frescas con células de linfoma Daudi marcadas con calceina en una
proporcién E:T de 10. La mezcla de células se incuba durante
cuatro horas a 37° C en 1la presencia de concentraciones
establecidas de mAb CHIR-12.12 o rituximab. El nivel de calceina
liberado de las células objetivos lisadas en el super nadante se
miden como Unidades Fluorescentes Arbitrarias (AFU) . El
porcentaje especifico de lisis se calcula como: 100 x (ensayo AFU
- liberacién espontédnea de AFU)/(liberacién méaxima de AFU -
liberacién espontédnea de AFU), en donde la liberacién esponténea
de AFU es la liberacidén de calceina mediante las células objetivo
en la ausencia de un anticuerpo o células NK, y la liberacién
maxima AFU es la liberacidén de calceina por las células objetivo

luego de lisis por detergente.

Se observa 1lisis de célula Daudi dependiente de la
concentracién de anticuerpo (Figura 8; Tabla 19 adelante). La
lisis especifica maxima de las células de Llinfoma objetivo

inducidas por anti-CD40 mAb fue mayor comparada con la lisis

000711
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inducida por rituximab (63.6% versus 45.9%, n=6; ensayo ¢t
emparejado de mAb CHIR-12.12 versus rituximab, P=0.0002).
Adicionalmente, el ED50 para el rituximab era de promedioc (n=6)
51.6 pM, 13 veces mayor que el ED50 para el anti-CD40 mAb CHIR-

12.12 para esta actividad.

Tabla 19. ADCC comparativo de mAB CHIR-12.12 y rituximab

contra células de linfoma Daudi.

Muerts maxima (%) ED30 (pM)
mAb CHIR- Rituximab mAb CHIR~ Rituximab
Célula de donador NK 12.12 i 12.12
1 50.2 ‘ 149 32 14.2
p §3.1 68.6 2.2 272
3 . 64.2 36.9 4.1 66.9
7 s 393 24 378
S 74.8 56.6 28 24.1
6 56.2 38.9 7.9 1295
Promedio 636 459 3.8 516

Ejemplo 20: el CHIR-12.12 Bloquea las Trayectori‘as de

Sefializacidén y Supervivencia del CD40 mediado por CD40L en

Células B Humanas Normales

El ligando CD40 soluble (CD40L) activa las células B e
induce varios aspectos de respuestas funcionales, que incluyen el
mejoramiento de la proliferacién y supervivencia, y activacién de
NFxB, ERK/MAPK, PI3K/Akt, y trayectorias de sefializacién p38.
Adicionalmente, la estimulacién CD40 mediada por CD40L suministra

seflales de supervivencia mediante reduccién de PARP clivado e

0o6""*"’
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induccidén de las proteinas anti-apoputéticas, XIAP y Mcl-1, en
células B normales. La estimulacién CD40 mediada por CD40L
también recupera el TRAF2 y TRAF3 para unirse al dominico

citoplasmico CD40.

Los siguientes estudios demuestran que el CHIR-12.12 inhibe
directamente todos estos efectos de estimulacién en células B
humanas normales. Por ejemplo, el tratamiento CHIR-12.12 resulta
en un clivaje incrementado de caspasa-9, caspasa-3, y PARP asi
como también reduccidén de XIAP y Mcl-1 en una forma dependiente
de la dosis y del tiempo, restaurando la apoptosis de célula B.

El tratamiento con CHIR-12.12 también inhibe la fosforilacién de
la quinaza IkB (IKK) a y B (trayectoria NFkB), ERK, Akt, y p38 en
respuesta a la estimulacién CD40 mediada por CD40L.
Adicionalmente se encuentra que el CHIR-12.12 no acciona estos

efectos apoptéticos sin estimulacién CD40 mediada por CD4OL

inicial.

CHIR-12.12 inhibe la supervivencia mediada por ligando CD40

al inducir clivaje de PARP.

En estos experimentos, 0.6 x 10° células B humanas normales
de donantes saludables (porcentaje de pureza entre 85-95%) se
estimulan con 1 png/ml de sCD40L (Alexis Corp., Bingham,
Nottinghamshire, UK). E1 CHIR-12.12 (10 pg/ml) 'y el IgG de
control se agregaron luego. Se recolectan células en 0,20

minutos, 2 horas, 6 horas, 18 horas, y 26 horas. Se detectan

VR



WO 2005/044854 185 PCT/US2004/037152
Colombia 06-54042A

controles de caspasa clivada 9, caspasa clivada 3, PARP clivado,

y P-actina en lisatos de células mediante Western blot.

En resumen, se observa que la estimulacién CD40 mediada por
CD40L suministra sefiales de supervivencia ya que esto no resulta
en un incremente de caspasa clivada 9, caspasa clivada 3, o PARP
clivado durante el tiempo, indicando que las células no
experimentaron apoptosis. Sin embargo, el tratamiento con CHIR-
12.12 resulta en un incremento de estos productos de clivaje, 1lo
que indica que el tratamiento con CHIR-12.12 abroga los efectos
de la unidén CD40L en sefializacidén de supervivencia en células B
normales estimuladas con sCD40L, restaurando la apoptosis de

células B (datos no mostrados).

CHIR-12.12 inhibe la expresidén de ‘“supervivencia” de

proteinas antiapoptdticas.

En estos experimentos, 0.6 x 10° células B humanas normales
de donantes saludables (porcentaje de pureza entre 85-95%) se
estimulan con 1 pg/ml de sCD40L (Alexis Corp., Bingham,
Nottinghamshire, UK). Se agregan CHIR-12.12 (10 pg/ml) e IgG de
control. Las células se recolectan en 0,20 minutos, 2 horas, 6

horas, 18 horas, y 26 horas. Se detectan controles Mcl-1, XIAP,

CD40, y P-actina en lisatos de células mediante Western blot.

En resumen, la estimulacién de sCD40L resulta en la

expresién sostenida de Mcl-1 y XIAP durante el tiempo. Sin

0a6™3 7
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embargo, el tratamiento de células estimuladas con sCD40L con
CHIR-12.12 resulta en una reduccién en la expresién de estas
proteinas durante el tiempo (datos no mostrados). En razén a que
el Mcl-1 y XIAP son sefiales de “supervivencia” capaces de
blogquear la trayectoria apoptdtica, estos resultados demuestran
que el tratamiento de CHIR-12.12 remueve el bloqueo contra la

apoptosis en las células B normales estimuladas con sCD40L.

El tratamiento CHIR-12.12 inhibe la fosforilacidén del IKKa

(Ser 180) y IKKP (ser 181) en células B normales.

En estos experimentos, 1.0 x 10° células B humanas normales
de donantes saludables (porcentaje de pureza entre 85-95%) se
estimulan con 1 pg/ml de sCD40L (Alexis Corp., Bingham,
Nottinghamshire, UK). Se agrega CHIR-12.12 (10 pg/ml) e IgG de
control. Las células se recolectan en 0 y 20 minutos. Se detectan
IKKa fosforilado (Ser 180) y IKKB (Ser 181) y controles IKKB en

lisatos de células mediante Western blot.

En resumen, la estimulacién por sCD40L resulta en la
fosforilacidén de IKKo (Ser 180) y IKKB (ser 181) durante el
tiempo; sin embargo, el tratamiento CHIR-12.12 abroga esta

respuesta para estimulacidén sCD40L en células B normales (datos

no mostrados),

El tratamiento CHIR-12.12 inhibe la supervivencia mediada

por el ligando CD40 en una forma dependiente de dosis.

Of"’” ",:
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En estos experimentos, 0.6 x 10° células B humanas normales
de donantes saludables (porcentaje de pureza entre 85-95%) se
estimulan con 1 pg/ml de sCD40L (Alexis Corp., Bingham,
Nottinghamshire, UK). Se agrega CHIR-12.12 (0.01, 0.1, 0.2, 0.5,

1.0 pg/ml) y IgG de control. Las células se recolectan en 24

horas. El1 PARP clivado, y los controles B-actina se detectan en

lisatos de células mediante Western blot.

En resumen, el tratamiento <con CHIR-12.12 resulta en
incremento de clivaje PARP en células estimuladas con sCD40L en
una forma dependiente de la dosis y por lo tanto abroga 1la
supervivencia de la trayectoria de sefalizacidén en células B

normales estimuladas con sCD40L (datos no mostrados).

El CHIR-12.12 inhibe 1la expresién de ‘“supervivencia” de

proteinas antiapoptdticas en una forma dependiente de dosis.

En estos experimentos, 0.6 x 10° células B humanas normales
de donantes saludables (porcentaje de pureza entre 85-95%) se
estimulan con 1 pg/ml de sCD40L (Alexis Corp., Bingham,
Nottinghamshire, UK). El1 CHIR-12.12 (0.5, 2, y 10 pg/ml) y IgG de
control se agregan entonces. Las células se recolectan en 22
horas. Se detecta Mcl-1, XIAP, PARP clivado, y controles B-actina

en lisatos de células mediante Western blot.
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En resumen, el tratamiento con CHIR-12.12 reduce la
expresién Mcl-1 y XIAP e incrementa la expresién PARP clivada en
células sCD40L estimuladas en una forma dependiente de la dosis,
y abroga asi estos bloqueos a la trayectoria apoptética en

células B normales estimuladas sCD40L (datos no mostrados).

CHIR-12.12 no afecta la expresion de proteinas
antiapoptdéticas, PARP clivado, y XIAP, en la ausencia de

seflalizacidn CD40 soluble.

En estos experimentos, 1.0 x 10° células B humanas normales
de donantes saludables (porcentaje de pureza entre 85-95%) se
tratan con CHIR-12.12 (10 pg/ml) y IgG de control solo (es decir,
las células no se preestimularon con sCD40L antes de agregar
anticuerpos). Se recolectan células en 0, 4, 14, y 16 horas. El
XIAP, el PARP clivado y los controles de P-actina se detectan en

lisatos de células mediante Western blot.

En resumen, los resultados muestran que sin la estimulacién
CD40L, 1las células expresaron concentraciones incrementadas de
PARP clivado, mientras que la expresién de XIAP mantenida
constante en las células de control tratadas IgG y células CHIR-
12.12 (datos no mostrados). Estos datos indican que el CHIR-12.12
no acciona la apoptosis en células B humanas normales sin

estimulacidén CD40L.
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El CHIR-12.12 inhibe la fosforilacidén del IKKa (Ser 180) vy

IKKB (ser 181), Akt, ERK, y p38 en células B normales.

En estos experimentos, 1.0 x 10° células B humanas normales
de donantes saludables (porcentaje de pureza entre 85-95%) se
privaron de suero en 1% de medio que contiene FBS y se estimulan
con 1 ng/ml de sCD40L (Alexis Corp., Bingham, Nottinghamshire,
UK). Los cultivos se tratan con CHIR-12.12 (10 pg/ml) e IgG de
control. Las células se recolectan en 0 y 20 minutos. El1 fosfo-
IKKa, fosfo-IKKB, IKKB total, fosfo-ERK, ERK total, fosfo-Akt,
Akt total, fosfo-p38, p38 total se detectan en lisatos de células

mediante Western blot.

En resumen, la estimulacién sCD40L resulta en incrementos en
la fosforilacién IKKa/f, la fosforilacidén ERK, la fosforilacidn
Akt, y la fosforilacién p38, conducen asi a la supervivencia o
proliferacidén de las células. El tratamiento de las CHIR-12.12
abroga los efectos de 1la estimulacién sCD40L de estas

trayectorias de sefializacién en células B normales (datos no

mostrados) .

El CHIR-12.12 1inhibe las trayectorias de sefalizacidn
multiples tales como P13K y MEK/ERK en la cascada de séﬁalizacién
CD40.

naG-e "
En estos experimentos, 1.0 x 10° células B humanas normales

de donantes saludables (porcentaje de pureza entre 85-95%) se
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privan de suero en 1% de medio que contiene FBS y se estimulan
con 1 pg/ml de sCD40L (Alexis Corp., Bingham, Nottinghamshire,
UK). Los cultivos también se tratan con CHIR-12.12 (1 y 10
png/ml), Wortmanin, (un inhibidor PI3K/Akt; 1 y 10 pM), LY 294002
(un inhibidor PI3K/Akt; 10 y 30 uM), y PD 98095 (un inhibidor
MEK; 10 y 30 pg/ml). Las células se recolectan en 0 y 20 minutos.
Fosfo-ERK, fosfo-Akt, Akt total, fosfo- IKKa/f, y el total se

detectan en lisatos de células mediante Western blot.

En resumen, los resultados muestran que el CHIR-12.12 abroga
la fosforilacién de todas estas moléculas de transduccién de
sefial, mientras que los inhibidores de transduccién de sefal solo
mostraron abrogacidén especifica de sefializacién, lo gque indica
que CHIR-12.12 inhibe probablemente corriente arriba de estas
moléculas de transduccién de sefial mediadas por estimulacién

Cb40L (datos no mostrados).

El CHIR-12.12 inhibe las uniones de moléculas de
sefializacion TRAF2 y TRAF3 al dominio citopldsmico de CD40 en

células B normales.

En estos experimentos, 4.0 x 10° células B humanas normales
de donantes saludables (porcentaje de pureza entre 85-95%) se
privan de suero durante cuatro horas en 1% de medio que contiene
FBS y se estimulan con 1 pg/ml de sCD40L (Alexis Corp., Bingham,
Nottinghamshire, UK) , durante 20 minutos. Las células se

recolectan en 0 y 20 minutos. El CD40 se inmunopresipita
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utilizando anti-CD40 poliglonal (Santa Cruz Biotechnology, CA), vy
se sondea en un Western blot con anti-TRAF2 mAb (Santa Cruz
Biotechnology, CA), anti-TRAF3 mAb (Santa Cruz Biotechnology,

CA), y anti-CD40 mAb (Santa Cruz Biotechnology, CA).

En resumen, los resultados muestran que el TRAF2 y el TRAF3
se coprecipitan con el CD40 después de estimulacién sCD40L. En
contraste, el tratamiento con CHIR-12.12 abroga la formacién del
complejo de sefializacién CD40-TRAF2/3 en células B normales
estimuladas con sCD40L. No hubo cambios en la expresién CD40

(datos no mostrados).

Sin estar ligado por la teoria, los resultados de estos
experimentos, y los resultados en 1los ejemplos resaltados
anteriormente, indican que el anticuerpo CHIR-12.12 es un
anticuerpo monoclonal anti-CD40 antagonista de accién dual que
tiene una Unica combinacién de atributos. Este anticuerpo
monoclonal completamente humano bloquea las trayectorias de
seflalizacidén CD40 mediada por CD40L para la supervivencia vy
proliferacién de las células B; este antagonismo conduce a la
muerte de la célula. El CHIR-12.12 también media el
reconocimiento y la unién por células efectoras, que inician la
citotoxicidad de la célula dependiente de anticuerpo (ADCC). Una
vez se une el CHIR-12.12 a las células efectoras, las encimas
citoliticas se liberan, conduciendo a la apoptosis de célula B vy

a la lisis. El1 CHIR-12.12 es un anticuerpo anti-tumor mas potente
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de lo que es el rituximab cuando se compara en modelos de tumor

preclinicos.

Ejemplo 21: Actividad Agonista y Antagonista Contra Células

de Cancer Primarjio de Pacientes NHL, CLL y NM

En colaboracién con investigadores clinicos,

los candidatos
mAbs se

ensayan para una variedad de actividades (listadas

adelante) contra células de céancer primario de pacientes de

mieloma maltiple, NHL y CLL.

e efecto agonista en ensayo de proliferacién (8 pacientes

NHL, 8 pacientes CLL y 8 pacientes MM)

e Efecto antagonista en ensayo de proliferacién (8

pacientes NHL, 8 pacientes CLL y 8 pacientes MM)

e Efecto apoptdtico por ensayo de Anexina V
pacientes NHL, 4 pacientes CLL y 4 pacientes MM)

e Reversar serfial de

supervivencia mediante ensayo de

Anexina V (3 pacientes NHL, 3 pacientes CLL y 3 pacientes MM)

s Complemento de citotoxicidad dependiente del
complemento (4 pacientes NHL, 4 pacientes CLL y 4 pacientes
MM)

* Citotoxicidad dependiente del anticuerpo (6 pacientes
NHL, 6 pacientes CLL y 6 pacientes MM)
Ejemplo 22:

Identificacién de Especies Animales Importantes
para Estudios de Toxicidad

[aR ol altalla Rat
Ll e
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En razdén a que estos dos anticuerpos candidato no reaccionan
con roedores CD40, se debe identificar otras especies para

ensayar efectos toxicoldgicos.

La capacidad de los dos anticuerpos anti-CD40 candidatos
para reaccionar con animales CD40 se ensaya mediante ensayos
citométricos de flujo. La rata, conejo, perro, monos cinomélogos,

y monos titis se ensayan para este estudio.

Los anticuerpos candidatos muestran actividad antagonista
luego de la unidén al CD40 en células B humanas. Para identificar
una especie animal que tiene respuesta similar para los
anticuerpos candidatos, 1los linfocitos de 1las especies que
muestran unién a los anticuerpos candidatos se prueban en ensayos
de proliferacién para actividad antagonista. Los linfocitos de
las especies seleccionadas para unién antagonistica de
anticuerpos candidato se ensayan adicionalmente por su capacidad
vara servir como células efectoras para matar lineas de células
de linfoma que expresan CD40 a través del mecanismo de ADCC.
Finalmente, las especies animales seleccionadas se ensayan en un
estudio IHC para el patrén de unidén de tejido de anticuerpo
candidato. Las especies animales que responden a los anticuerpos
candidato en estos ensayos en una forma similar a aquella
observada para células humanas se escogen para estudios

toxicoldgicos.

ang-"*
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Estudios iniciales indican que el anti-CD40 mAbs candidato

reacciona con monos cindémologos CD40.

Ejemplo 23: Perfil de Tratamiento de Tumor de CHIR-5.9 y

CHIR-12.12

Para determinar el perfil objetivo de tumor relativo de los
anticuerpos CHIR-12.12 y CHIR-5.9 mAbs, mAbs candidato marcado
fluorescente e isotipo de control se administran en ratones que
tienen tumores. Los especimenes de tumor y los &érganos normales
se cosechan en diferentes ©puntos de tiempo después de
dosificacién. La acumulacién de anticuerpo marcado en los tumores

y 6érganos normales se analiza.

Ejemplo 24: Mecanismo de Accién de CHIR-5.9 y CHIR-12.12

Para elucidar los mecanismos que median la inhibicién de

crecimiento de tumor por el CHIR-5.9 y CHIR-12.12 mAbs, se toman

en cuenta los siguientes estudios:

Modelo de bloqueo o transgénico de receptor Fc: ELl ADCC se
media por la wunién de las células efectoras tales como NK,
macrofagos, y monocitos para la porcién Fc de anticuerpo a través
del receptor Fc. Ratones deficientes en la activacién de
receptores Fc asi como también anticuerpos construidos por
ingenieria para interrumpir la unién Fc a aquellos receptores

bloguearan la inhibicién de crecimiento de tumor mediada por

~t
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ADCC. La perdida o inhibicién de tumor significativamente
reducida en este modelo sugerird que la inhibicién de crecimiento
de tumor mediante estos dos mAbs candidatos se media

principalmente por el mecanismo ADCC.

Ejemplo 25: Formulacidn Farmacéutica Liquida para

Anticuerpos Anti-CD40 Antagonistas

El objetivo de este estudio es investigar los efectos de la
solucién de pH en 1la estabilidad del anticuerpo anti-CD40
antagonista CHIR-12.12 por métodos biofisicos y bioquimicos con
el fin de seleccionar el medio ambiente oéptimo de solucidn para
este anticuerpo. Los resultados de la calorimetria de exploracidn
diferencial muestran que la conformacién de la estabilidad del
CHIR-12.12 es o¢ptima en formulaciones que tienen pH_ 5.5-6.5.
Basado en una combinacién de andlisis SDS-PAGE, HPLC de exclusidén
de tamafio (SEC-HPLC), y HPLC de intercambio de Cation (CEX-HPLC),
la estabilidad fisico quimica del CHIR-12.12 es éptima en
aproximadamente pH 5.0-5.5. En vista de estos resultados, una
formulacidén farmacéutica liquida recomendada que comprende este
anticuerpo es una formulacién que comprende CHIR-12.12 en
aproximadamente 20 mg/ml formulado en aproximadamente 10 mM de
succinato de sodio, aproximadamente 150 mM de cloruro de sodio, y

tiene un pH de aproximadamente 5.5.

Materiales y Métodos

000727
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El anticuerpo CHIR-12.12 utiliza en estudios de formulacién
es un anticuerpo monoclonal humano producido por los procesos de
cultivo de células CHO. Este MAb tiene un peso molecular de 150
kDa y consiste de dos cadenas livianas y dos cadenas pesadas
ligadas juntas mediante bandas de disulfuro. Esto se objetiva
contra el receptor de superficie celular CD40 en las células que
expresan CD40, que incluyen células B malignas y normales, para
tratamientote varios canceres % enfermedades

autcinmunes/inflamatorias.

Las sustancia de droga anti-CD40 utilizada para este estudio
era un lote de masa anti-CD40 (CHIR-12.12) purificado derivado de
CHO. La composicién de la sustancia de droga era de 9.7 mg/ml de
anticuerpo CHIR-12.12 in 10 mM de citrato de sodio, 150 mM de
cloruro de sodio, en pH 6.5.La muestra de control en el estudio
fue la sustancia de droga recibida, seguida por congelamiento a <
- 60° C descongelamiento a TA y ensayo junto con muestras de
estabilidad en puntos de tiempo predeterminado. Las muestras de
estabilidad se preparan mediante didlisis de la sustancia de
droga contra soluciones de diferentes pH y la concentracién CHIR-
12.12 en cada muestra se determina mediante UV 280 como se
presenta en la Tabla 20.

U

Tabla 20. Formulacién CHIR-12.12.

Concentracién
Composicién Amortiguadora pH de
CHIR-12.12

Citrato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 150 4.5 9.0
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M
Succinato de sodio 10 mM, cloruro de sodio
5.0 9.3
150 mM
Succinato de sodio 10 mM, cloruro de sodio
5.5 9.3
150 mM
Citrato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 150
6.0 9.7
mM
Citrato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 150
6.5 9.4
M
Fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 150 0 9
7. 4
mM
Fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 150
7.5 9.5
mM
Glicina 10 mM, cloruro de sodio 150 mM 9.0 9.5

Estabilidad fisico quimica del anticuerpo CHIR-12.12 en las
varias formulaciones que se ensayan utilizando los siguientes

protocolos.

Calorimetria de Exploracidén Diferencial (DSC)

Estabilidad conformacional de muestras de diferente
formulacidén se monitorean utilizando un MicroCal VP-DSC luego de

calentar a 15° C a 90 ° C en 1° C/min.

SDS-PAGE

Se estima la fragmentacién y agregacidn utilizando 4-20% de
gel Tris-Glicino bajo condiciones de reduccidén y no reduccidn. Se
detecta proteina mediante tefiido azul Coomassie.

ang-o”
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También se mide la fragmentacidén y agregacién de la proteina
mediante un HPLC Water Alliance con una columna Tosohass TSK-GEL
3000SWXL, 100 mM de fosfato de socio, pH 7.0 como fase mévil en

un indice de flujo de 0.7 ml/min.

Cromatografia de Intercambio de Cation (CEX-HPLC)

Se mide el cambio de carga relacionada con la degradacién
utilizando el sistema Water 600s HPLC con una columna Dionex
Propac WCX-10, 50 mM HEPEs, pH 7.3 como fase mévil A y 50 mM
HEPES que contiene 500 mM de NaCl, pH 7.3 como la fase mévil B en

una proporcién de 0.5° C/min.

Resultados y Discusién

Estudio de estabilidad conformacional.

El desdoblamiento térmico del CHIR-12.12 revela al menos dos

transiciones térmicas, probablemente representando el
desdoblamiento de fusidn de los dominios Fab y Fc,
respectivamente, a mayores temperaturas, la proteina
presumiblemente agregada, resulta en pérdida de sefial DSC. Para
los propdsitos de seleccién de formulacién, la temperatura de
transmisidén térmica més baja se define como la temperatura de
fusién, Tm, en este estudio. La Figura 13 muestra la temperatura

de fusién térmica como una funcién de formulaciones pHs. Las
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formulaciones en pH 5.5-6.5 suministran un anti-CD40 con mayor
estabilidad conformacional segun se demuestra por las

temperaturas de fusidn térmica mayores.

Analisis SDS-PAGE.

Las muestras de formulacién CHIR-12.12 en pH 4.5-9.0 se
incuban a 40° C durante dos meses y se someten a andlisis SDS-
PAGE (datos no mostrados). Bajo condiciones de no reduccién, las
especies con peso molecular (PM) de 23 kDa y 27 kDa se observan
en formulaciones sobre el pH 5.5, y especies con PM de 51 kDa se
observan en todas las formulaciones, pero aparecen menos en pH
5.0-5.5. Una especie con PM de 100 kDa se puede ver en pH 7.5 vy

pH 9.0.

Bajo condiciones de reduccién, se reduce el CHIR-12.12 en
cadenas pesadas libres y cadenas livianas con PM de 50 kDa y 24
kDa, respectivamente. Las especies de 100 kDa parecen no
completamente reducibles y se incrementan al aumentar el pH de la
solucidn, sugiriendo que puede ocurrir asociacién covalente de no
disulfuro en las moléculas. En razén a que existen otras especies
con identidades desconocidas en el SDS-PAGE, la comparacién de
estabilidad para cada formulacién se basa en la pureza restante
del CHIR-12.12. Formulaciones en pH 5.0-6.0 suministran un
ambiente mas estable para el CHIR-12.12. Se detectan pocos

agregados para el SDS-PAGE (datos no mostrados).

x we L
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Andlisis SEC-HPLC.

El anédlisis SEC-HPLC detecta el CHIR-12.12 intacto como la
especie de pico principal, una aglomeracién de especies como
especies de pico frontal separadas de las especies de pico
principal, unas especies de fragmento grande como un pico de
hombro en la parte trasera de las especies de pico principal, y
especies de fragmento pequefio se detectan en especies de pico
post-principal. Después es incubacién a 5° C y 25° C durante 3
meses, cantidades insignificantes de fragmentos de proteina vy
aglomerados (<1.0%) se detectan en las anteriores formulaciones y
las especies de pico principal CHIR-12.12 mantienen mas del 99%
de pureza (datos no mostrados). Sin embargo, los fragmentos de
proteina desarrollados gradualmente luego de almacenamiento a 40°
C y mas fragmentos formados en pH 4.5 y pH 6.5-9.0, segun se
muestra en la Tabla 21. Después de incubar la formulacién CHIR-
12.12 'a 40° C durante 3 meses, aproximadamente 2-3% de
aglomerados se detectan en pH 7.5 y pH 9.0, mientras que menos de
1% de aglomerados se detecta en otras formulaciones de pH (datos
no mostrados). Los resultados del SEC-HPLC indican que el CHIR-

12.12 es mads estable en aproximadamente pH 5.0-6.0.

Tabla 21: Resultados del SEC-HPLC de muestras de estabilidad
de CHIR-12.12 bajo condiciones de almacenamiento en tiempo real y

aceleradas.
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% de pico pfincipal b % de Fragmento
Ty |4°C [40°C [40°C | o, |40°C [40°C [40°C
' I m 2m Im ' Im 2m Im

[Control  [994 992 1999 1995 (<10 |<L0 [<10 |<I10
pH45 1994 1932 (860 813 [<1.0 | 64 1132 | 181

pHS0 1998 1987 1913 [892 [<1.0 <10 |78 10.2
pH55 1998 1989 1914 1906 |<10 |<l.0 |76 8.8
pH60 1996 [977 1904 {873 [<«10 | 19 |82 1.7
pH6.5 1993 1934 189.0 1869 |<10 | 56 |99 12.4
pH7.0 1992 1939 874 1851 1<10 | 55 1Ll | 135
pH75 1991 [928 844 (819 (<10 | 64 [129 | 162
pH9.0 1993 [824 (616 [506 [<1.0 1154 |362 | 476

Andlisis CEX-HPLC.

El analisis CEX-HPLC detecta el CHIR-12.12 impacto como las
especies de pico principal, variantes acidicas eluidas antes que
las especies de pico principal, y las variantes de adicién de
lysina C-terminal eltdan las especies de pico post-principal. La
Tabla 22 muestra 1la dependencia de los porcentajes de las
especies CHIR-12.12 de pico principal restante y las variantes
acidicas en el pH de la solucién. Las muestras de control vya
contienen un alto grado de especies acidicas (~33%),
probablemente debido a la fermentacién temprana de la etapa y los
procesos de purificacién. La susceptibilidad del CHIR-12.12 a

soluciones de pH mayores de alcanza mediante dos hechos: Primero,
la muestra de formulacién inicial en pH 9.0 (t=0) ya genera 12%
mas de especies acidicas que el control. El porcentaje de
especies acidicas se incrementa brillantemente con el pH
incrementado. La degradacién relacionada con el cambio de carga

se debe probablemente a la desamidacién. Los datos anteriores

Iale RatalF N
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indican que este tipo de degradacién de CHIR-12.12 se minimiza en

aproximadamente pH 5.0-5.5.

Tabla 22: Porcentaje de area de pico por CEX-HPLC para CHIR-
12.12 en formulaciones de pH diferentes bajo condiciones de

almacenamiento acelerado y en tiempo real.

% de pico princi ba; T % variantes acidicas
Hemele o | 3°C [25°C [40°C | 40°C | o [$°C [ 25°C | 40°C | 40°C
3m {3m | 1lm |[2m | 3m | 3m |lm |2m
Control 492 1498 1498 1492 1503 320 337 {337 1320 |336
pH43 | 485 1497 |43.7 1397 |30.0 | 32.5 | 326 | 38.0 442 | 564
pHS0 [49.6 | 498 | 483 |40.6 |31.4 | 327 | 318 |35.0 |443 | 57.1
pH 5.5 507 1503 [48.1 [40.0 1302 (326 [ 318 |37.8 [489 |63.3
pH 6.0 502 1499 1479 1374 1239 {331 |33.6 |385 |549 | 727
pH 6.5 404 1499 1423 1297 | 146 1333 |33.6 [ 477 [652 |84.6

pH 7.0 497 1499 1219 |- - 344 1364 |64.4 |- =

pH75 1493 1483 |127 |- - 355 1401 1792 -}~

pH 9.0 41.3 1318 |- - - 447 1399 |- - -
Conclusiédn

El pH tiene un efecto significativo sobre la estabilidad
conformacional y fisico quimica del CHIR-12.12. La degradacién
relacionada con el cambio de carga se determina por ser la
trayectoria de degradacién principal para el CHIR-12.12, que se
minimiza en pH 5.0-5.5. Basados en datos de estabilidad
generales, una formulacién farmacéutica liquida recomendada gque
comprende este anticuerpo es una formulacidén que comprende CHIR-
12.12 en aproximadamente 20 mg/ml formulado en aproximadamente 10
mM de succinato de sodio, aproximadamente 150 mM de cloruro de

sodio y gue tiene un pH de aproximadamente 5.5.
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Ejemplo 26: Estudios clinicos con CHIR-5.9 y CHIR-12.12

Objetivos Clinicos

El objetivo general es proporcionar una terapia efectiva
para tumores de células B al tratarlos con un IgGl anti-CD40.
Estos tumores incluyen linfomas de célula B, Linfoma Linfocitico
Crénico (CLL), Leucemia Linfobléastica Aguda (ALL), Mieloma
Maltiple (MM), Macroglolubilemia de Waldenstrom, y enfermedad
Sistémica de Castleman. La seflal para estas enfermedades se
determina en la fase II aunque alguna medicidén de la actividad se
pueda obtener en la fase I. Inicialmente el agente se estudia
como un agente sencillo, pero se combinard con otros agentes,

quimioterapias, y otros anticuerpos, segln proceda al desarrollo.

Fase I

¢ Evaluacidén de seguridad y progresién de dosis de
farmacocinéticas en sujetos con malignidades de célula B.

® Escoge dosis basado en la seguridad, tolerabilidad vy
cambio en los marcadores de suero de CD40. En general se busca
un MTD pero otras indicaciones de eficacia (eliminacidén de

células B CD40+, etc.) se pueden adecuar para hallar la dosis.

¢ Consideracién de mds de una dosis especialmente para

diferentes indicaciones, por ejemplo, la dosis CLL puede ser

non~a
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diferente de la NHL. Asi, hallar algunas dosis puede ser

necesario en la fase TII.

¢ Los pacientes se dosifican semanalmente con muestras
farmacocinéticas en tiempo real (Pk). Inicialmente un ciclo de
cuatro semanas es la dosificacidén médxima permitida. El1 Pk
puede ser altamente variable en el estudio de la enfermedad,

densidad de CD40 etc.

e Este ensayo se abre a los sujetos con linfoma de célula

B, CLL y potencialmente otras malignidades de célula B.

e La decisidn para descontinuar o continuar los estudios
se basa en la seguridad, dosis, y evidencia preliminar de
actividad anti-tumor.

® Actividad de las drogas segun se determina por el

indice de respuesta se establece en la Fase II.

¢ TIdentifica la dosis para la Fase II.

Fase II

Se inicilaran varios ensayos en los tipos de tumor
mencionados anteriormente con concentracién en el linfoma de
célula B, CLL, y Mieloma Multiple (MM). Se pueden requerir
ensayos separados en bajo grado y grado intermedio/alto NHL segun
el CD40 pueda tener una funcién diferente dependiendo del grado
de linfoma. En enfermedades de bajo grado el CD40 actta mas como
un factor de supervivencia, evitando la apoptosis. En
enfermedades de grado mds alto, la interrupéién de 1la

sefializacién CD40 puede conducir a la muerte celular. Mas de una
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dosis, y mds de un calendario se ©pueden ensayar en una

configuracidén de fase II aleatorizada.

En cada enfermedad, una poblacién objetivo que tiene un

estandar actual fallido de cuidados:

e CLL: Pacientes quienes son resistentes al Campath® vy
quimioterapia.

¢ Bajo grado NHL: Fallas de Rituxan® o CHOP-R.

¢ NHL intermedio: Fallas CHOP-R.

e Mieloma Multiple: Fallas de guimioterapia.

v Decisiébn para continuar o discontinuar con el
estudio se basa en la prueba del concepto terapéutico en la
Fase I1.

v Determinar si el marcador subrogado se puede
utilizar como indicacién anterior de eficacia clinica.

v Identifica la dosis para la Fase III.

Fase III

La fase III de si la seflal se detecta en la fase II, y que
las terapias que competen se consideren son las estéandar. Si la
sefial esta en la etapa de enfermedad en donde no hay estandar de
terapia entonces un brazo sencillo, estudio bien controlado puede

servir como un ensayo pivotante. Si existen agentes de
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competencia que se consideren estandar, entonces se conducen

estudios cabeza a cabeza.

Muchas modificaciones y otras modalidades de esta invencién
establecidas aqui llegardn a la mente de un experto en la técnica
al cual estas invenciones pertenecen tienen el beneficio de las
ensefianzas presentadas en las anteriores descripciones y los
dibujos asociados. Por lo tanto, se entenderd que las invenciones
no se limitan a las modalidades especificas descritas y que
modificaciones y otras modalidades se destinan a estar incluidas
dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas y la lista de
las modalidades descritas aqui. Aunque se emplean términos
especificos aqui, ellos se utilizan aqui solo en un sentido

descriptivo y genérico y no para propésito de limitacién.

Todas las publicaciones y solicitudes de patentes
mencionadas en la especificacidén son indicadoras del nivel de
aquellos expertos en la técnica al cual esta invencién pertenece.
Todas las publicaciones y solicitudes de patentes se incorporan
aqui como referencia para el mismo alcance como si cada
publicacién individual o solicitud de patente se indicara

especifica e individualmente para ser incorporada como

referencia.
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Archivo de referencia del Solicitud
agente o solicitante PP20107.004 | internacional No. PCT/US2004/

INDICACIONES RELACIONADAS CON MICROORGANISMOS DEPOSITADOS U
OTRO MATERIAL BIOLOGICO

(Regla 13 bis PCT)

A, Las indicaciones hechas adelante se relacionan con los microorganismos

depositados u otros material bioldgico relacionado con la pagina 18, linea 25

B. IDENTIFICACION DE Se identifican depdsitos adicionales en una

DEPOSITO hoja adicional (X

Nombre de la Institucién depositaria

American Type Culture Collection

Direccidén de Institucién depositaria (que incluye cddigo postal y pais)

10801 University Blvd..
Manassas, VA 20110-2209 USA

Fecha de depédésito Septiembre 17 2003 Numero de Acceso PTA-5542

C. INDICACIONES ADICIONALES (dejar en | Esta informacién se continta en una

blanco si no aplica) hoja adicional O

Pédgina 22, linea 20; pagina 75, linea 11; pagina 142, linea 9;

D. ESTADOS DESIGNADOS PARA LOS CUALES SE HACEN INDICACIONES (si los

indicadores no son para todos los Estados designados)

E. PRESENTACION POR SEPARADO DE LAS INDICACIONES (dejar en blanco si no

aplica)

Las indicaciones listadas adelante se presentaran a la Oficina Internacional
después (especifique la naturaleza general de las indicaciones por ejemplo,

“"Nimero de Acceso de Depdésito”

Solo para uso de la Oficina
Seclo para uso de la Oficina receptora
Internacional
%} Estd hoja se recibe con la O Estd hoja se recibe con la
solicitud internacional Oficina Internacional en:
Funcionado autorizado Funcionado autorizado
(Firma ilegible)
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Archivo de referencia del Solicitud

agente o solicitante PP20107.004 internacional No. PCT/US2004/

INDICACIONES RELACIONADAS CON MICROORGANISMOS DEPOSITADOS U OTRO
MATERIAL BIOLOGICO

(Regla 13 bis PCT)

- Las indicaciones hechas adelante se relacionan con los microorganismos

depositados u otros material bioldgico relacionado con la pagina 18, linea 25

B. IDENTIFICACION DE Se identifican depdsitos adicionales en una

DEPOSITO hoja adicional [J

Nombre de la Institucién depositaria

American Type Culture Collection

Direccién de Institucién depositaria (que incluye cdédigo postal y pais)
10801 University Blvd..
Manassas, VA 20110-2209 UsA

Fecha de depésito Septiembre 17 2003 Numero de Acceso PTA-5543

C. INDICACIONES ADICIONALES (dejar en | Esta informacién se continta en una

blancc si no aplica) hoja adicional [

Pagina 22, linea 20; pégina 75, linea 11; p&gina 127, linea 15; pagina 142,
linea 10

D. ESTADOS DESIGNADOS PARA LOS CUALES SE HACEN INDICACIONES (si los

indicadores no son para todos los Estados designados)

E. PRESENTACION POR SEPARADO DE LAS INDICACIONES (dejar en blanco si no
aplica)

Las indicaciones listadas adelante se presentaran a la Oficina Internacional
después (especifique la naturaleza general de las indicaciones por ejemplo,

“"Numero de Acceso de Depdsito”

Solo para uso de la Oficina
Solo para uso de la Oficina receptora
Internacional
M Esta hoja se recibe <con la O Estd hoja se recibe con 1la
solicitud internacional Oficina Internacional en:
Funcionado autorizado Funcionado autorizado
(Firma ilegible)
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ATCC

1081 University Bulevar ° Manassas, VA 20110-2209-Teléfono 703-365-2700 * FAX: 703-365-2745

TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE
MICROORGANISMOS PARA LOS PROPOSITOS DE PROCEDIMIENTOS DE PATENTE

FORMA INTERNACIONAL

RECIBIDO EN EL CASO DE UN DEPOSITO ORIGINAL EMITIDO CONFORME A LAS REGLAS 7.3
Y LA DECLARACION DE VIABILIDAD EMITIDA CONFORME A LA REGLA 10

A: (Nombre y direccién del Depositante o Abogado)
Chiron Corporation
Attn: Karen Van Note
4560 Horfot Street
Emeryville, CA 94608

Depositado en nombre de: Chiron Corporation

Referencia de Identificacidén por el Depositante: Designacién de Depédsito
de Patente

Hibridoma de raténm 131.2F8.5.9: CMCC#12047 PTA-5542
HIBRIDOMA DE RATON 153.8E2D10D6.12.12:CMCC#12056 PTA-5543
Los depdsitos se acompaian por: una descripecién cientifica  una

descripcién taxondémica propuesta indicada anteriormente. Los depdésitos se
reciben en Septiembre 17, 2003 por esta Autoridad Depositaria Internacional
Y se han aceptado.

CONFORME A INSPECCION: X Le informaremos de las solicitudes para las
cepas durante 30 afios.

Las cepas estaran disponibles si una oficina de patentes signataria del
Tratado de Budapest certifica unos derechos para recibir, © si una Patente
Estadounidense se publica citando las cepas, y el ATCC se instruye por la
Oficina de Marcas y Patentes de los Estados Unidos o el depositante para
liberar dichas cepas.

Si los cultivos deben morir o se destruyen durante el término efectivo del

depdésito, serd su responsabilidad reemplazarlos con cultivos vivos de los
mismos.

Las cepas se mantendran durante un periodo de al menos 30 afios a partir de la
fecha de depésito, o 5 afios después de que la mayoria de solicitudes recientes
para una muestra, cualquiera que sea es mas grande. Los Estados Unidos y
muchos otros paises son signatarios del Tratado de Budapest.

La viabilidad de los cultivos citados anteriormente se ensayan en Septiembre
23, 2003._En esa fecha, los cultivos fueron viables.

Autoridad Depositaria Internacional: American Type Culture Collection,
Manassas, VA 20110-~2209 USA.

Firma de la persona que tiene la autoridad para representar al ATCC:

(Aparece firma ilegible) Fecha Octubre 2, 2003

Maria Harris, Especialista en Patentes, Depositario de Patentes ATCC

cc: Lisa Alexander
Ref: Registro o Caso No: P20107.001
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuefpo monoclonal humano que es capaz de

unirse especificamente a wun antigeno CD40 humano
expresado en la superficie de una célula que expresa
el CD40 humano, dicho anticuerpo monoclonal siendo
libre de actividad agonista significativa, de tal
suerte que cuando dicho anticuerpo monoclonal se une
al anticuerpo CD40 expresado sobre la superficie de
dicha célula, el crecimiento o diferenciacidén de
dicha célula se inhibe, en donde dicho anticuerpo se
encuentra caracterizado porque se selecciona a partir

del grupo que consiste de:

un anticuerpo monoclonal que se une a un epitopo
capaz de unirse al anticuerpo monoclonal CHIR-5.9
obtenilbe a partir de la linea de célula de hibridoma
depositada con el ATCC como Depdsito de Patente No.
PTA-5542 & el anticuerpo monoclonal CHIR-12.12
obtenible a partir de la linea de célula de hibridoma
depositada con el ATCC como Depdsito de Patente No.

PTA-5543;

un anticuerpo monoclonal que se une a un epitopo que
comprende los residuos 82-87 de la secuencia CD40
humana mostrada en la ID de SEC No.: 10 o la ID de

SEC No.: 12;
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c)

un anticuerpo monoclonal que se une a un epitopo que

comprende los residuos 82-89 de la secuencia CD40

humana mostrada en la ID de SEC No.: 10 o ID de SEC

S No.: 12; vy
d) un anticuerpo monoclonal que compite con el
anticuerpo monoclonal CHIR-5.9 obtenible a partir de
la linea de célula de hibridoma depositada con el
10 ATCC como Depdsito de Patente No. PTA-5542 & el
anticuerpo monoclonal CHIR-12.12 obtenido a partir de
la linea de célula de hibridoma depositada con el
ATCC como Depdsito de Patente No. PTA-5543 en un
ensayo de unién competitivo.
15
2. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicacidn
1, caracterizado porque dicho anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal seleccionado del grupo que consiste de:
i. Un anticuerpo monoclonal que comprende un dominio
20 variable de cadena ligera que contiene los residuos 44-
54, 70-76 y 109-117 de la SEQ ID No. 2;
ii. Un anticuerpo monoclonal gque comprende un dominio
variable de cadena pesada que contienen los residuos 50-
54, 69-84 y 114-121 de la SEQ ID No. 4;
25 iii. Un anticuerpo monoclonal que comprende un dominio

variable de cadena pesada que contiene los residuos 50-

54, 69-84 y 114-121 de la SEQ ID No. 5;
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iv. Un anticuerpo monoclonal que comprende un dominio
variable de cadena ligera que contiene los residuos 44-
54, 70-76 y 109-117 de la SEQ ID No. 6;
V. Un anticuerpo monoclonal que comprende un dominio
5 variable de cadena pesada que contiene los residuos 50-
54, 69-84 y 114-121 de la SEQ ID No. 7; y
vi. Un anticuerpo monoclonal que comprende un dominio
variable de cadena pesada que contiene los residuos 50-
54, 69-84 y 114-121 de la SEQ ID No. 8;
10 6 es un anticuerpo monoclonal seleccionado del grupo que
consiste de:
i. Un anticuerpo monoclonal que comprende un dominio
variable de cadena ligera que contiene los residuos 46-
52, 70-72 y 111-116 de la SEQ ID No. 2;
15 ii. Un anticuerpo monoclonal que comprende un dominio
variable de cadena pesada que contiene los residuos 45-
51, 72-74 y 115-120 de la SEQ ID No. 4;
iii. Un anticuerpo monoclonal que comprende un dominio
variable de cadena pesada gque contiene los residuos 45-
20 51, 72-74 y 115-120 de la SEQ ID No. 5;
iv. Un anticuerpo monoclonal que comprende un dominio
variable de cadena ligera que contiene los residuos 46-
52, 70-72 y 111-116 de la SEQ ID No. 6;
v. Un anticuerpo monoclonal que comprende un dominio
25 variable de cadena pesada que contiene los residuos 45-

51, 72-74 y 115-120 de la SEQ ID No. 7; y

006747



213
06-54042 A
Rvs modificadas
MAYO 7, 2012

vi. Un anticuerpo monoclonal que comprende un dominio
variable de cadena pesada que contiene los residuos 45-

51, 72-74 y 115-120 de la SEQ ID No. 8.

5 3. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la
reivindicacién 1, caracterizado porque dicho
anticuerpo comprende una secuencia de aminoicidos
seleccionado del grupo que consiste de:

i.Residuos 21-132 de la SEQ ID No. 2;

10 ii.Residuos 21-239 de la SEQ ID No. 2;

iii.SEQ ID No. 2;
iv.Residuos 20-139 de la SEQ ID No. 4;
v.Residuos 20-469 de la SEQ ID No. 4;

vi.SEQ ID No. 4;
15 vii.Residuos 20-469 de la SEQ ID No. 5;

viii.SEQ ID No. 5;

4. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la
reivindicacién 1, caracterizado porque dicho
20 anticuerpo comprende una secuencia de aminodcido
seleccionada del grupo gue consiste de:
i. Residuos 21-132 de la SEQ ID No. 6;
ii. Residuos 21-239 de la SEQ ID No. 6;
iii. SEQ ID No. 6;
25 iv. Residuos 20-144 de la SEQ ID No. 7;
v. Residuos 20-474 de la SEQ ID No. 7;

vi. SEQ ID No. 7;
rer R
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vii. Residuos 20-474 de la SEQ ID No. 8;

viii. SEQ ID No. 8;

5. El anticuerpo monoclonal de acuerdo con cualquiera de
5 las anteriores reivindicaciones, caracterizado porgue
dicho anticuerpo monoclonal se une a dicho antigeno

CD40 humano con una afinidad (Kp) de al menos 1078 M.

6. El anticuerpo monoclonal de acuerdo con la
10 reivindicacién 5, caracterizado porque dicho
anticuerpo monoclonal se une a dicho antigeno CD40

humano con una afinidad (Kp) de al menos 107% M.

7. El anticuerpo monoclonal de acuerdo con cualquiera de

15 las reivindicaciones precedentes, en donde dicho
anticuerpo monoclonal es un fragmento enlazante de

antigeno de un anticuerpo monoclonal, en donde dicho

fragmento conserva la capacidad de unirse

especificamente a dicho antigeno CD40 humano

2 8. El fragmento enlazante de antigeno de acuerdo con
cualquiera de la reivindicacidén 7, caracterizado
porque dicho fragmento se selecciona del grupo que
consiste de un fragmento Fab, un fragmento F(ab’),, un

25 fragmento Fv y un fragmento Fv de cadena sencilla.

el ol |
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10.

11.

12.

13.

porgue dicho anticuerpo monoclonal es producido en

una linea de célula CHO.

Una molécula de 4&cido nucleico recombinante que
comprende un polinucledétido que codifica un
anticuerpo monoclonal de cualquier reivindicacidén

precedente.

La linea de célula de hibridoma capaz de producir el
anticuerpo monoclonal de cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 6.

Un método in vitro para inhibir el crecimiento o
diferenciacién de una célula B humana normal, que
comprende poner en contacto dicha célula B con una
cantidad efectiva de un anticuerpo monoclonal de

acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

Un método in vitro para inhibir la proliferacidén de
células B humanas normales, en donde dicha
proliferacién se aumenta por la interaccién de un
ligando CD40 con un antigeno CD40 expresado en la
superficie de dicha célula B, dicho método comprende
poner en contacto dicha célula B con una cantidad
efectiva de un anticuerpo monoclonal anti-CD40 de

acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.
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14,

15.

l6.

17.

Un método in vitro para inhibir crecimiento de
células de B de linaje de células B, que comprende
poner en contacto dichas células de cancer con una
cantidad efectiva de un anticuerpo monoclonal anti-
CD40 de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 9.

Un método in vitro para inhibir una trayectoria de
seflalizacidén de CD40 mediada por ligando CD40 en una
célula que expresa CD40 humano, en donde dicho método
comprende poner en contacto diéha célula con una
cantidad efectiva de un anticuerpo monoclonal anti-
CDh490 de acuerdo con cualqguiera de las

reivindicaciones 1 a 9.

El método de acuerdo con la reivindicacidén 15, en
donde dicha célula que expresa CD40 humano es una
célula B humana normal o una célula B humana maligna
y dicha trayectoria de seflalizacidén de CD40 es de

supervivencia de célula B.

Un método in vitro para identificar un anticuerpo que
tiene una actividad antagonista hacia las células que
expresan CD40, que comprende desarrollar un ensayo de
unién competitivo con un anticuerpo monoclonal de

acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.
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18.

19.

20.

21.

Una composicidn farmacéutica que comprende un
anticuerpo monoclonal anti-CD40 de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 vy un

portador farmacéuticamente aceptable.

La composicién farmacéutica de la reivindicacidn 18,
en donde dicha composicién es una formulacién
farmacéutica liquida que tiene un pH de 5.0 a 7.0, vy
dicha formulacién comprende un amortiguador a una
concentracién de 1mM a 50 mM, en donde dicho
amortiguador es un Aacido o una sal del mismo
seleccionado del grupo que <consiste de &cido
succlnico o succinato, acido citrico o citrato, éacido
acético o acetato, é&cido tartarico o tartrato, &cido
fosférico o fosfato, &cido glucdnico o gloconato,
acido glutédmico o glutamato, 4&cido aspértico o
aspartato, &cido maléico o maleato y &cido malico o

malato.

La composicién farmacéutica de la reivindicacidédn 19,
en donde dicha formulacién comprende cloruro de sodio

a una concentracién de 50 mM a 300 mM.

La composicidén farmacéutica de la reivindicacidén 20,
en donde dicho cloruro de sodio estd presente es
dicha formulacién en una concentracién de 150 mM.
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22.

23.

24.

25.

La composicién farmacéutica de una cualquiera de las
reivindicaciones 19 a 21, en donde dicho amortiguador
se selecciona del grupo que consiste de

amortiguadores de succinato, citrato, y de fosfato.

La composicién farmacéutica de la reivindicacién 22,
en donde dicho amortiguador es succinato de sodio o
citrato de sodio en una concentracidén de desde 5 mM

hasta 15 mM.

La composicién farmacéutica de cualquiera de las
reivindicaciones 11 a 15, en donde dicha formulacidn
comprende adicionalmente un tensocactivo en una
cantidad de desde 0.001% hasta 1.0% y en donde dicho

tensocactivo es polisorbato 80 & polisorbato 20.

La composicién farmacéutica de la reivindicacidén 24,
en donde dicho tensoactivo es polisorbato 80 y el
cual estd presente en dicha formulacidén en una

cantidad de desde 0.001% hasta 0.5%.
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FIGURA 1A
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Himero de moléculas de €CD20 y CD40 en Células Namalwa y Daudii

Macodos:

1. cosechar v lawar células una ves con PSS wie Cati/Mgtt mas 0,53 B3& y 0.18 Asida

2. Blogu=ar <élulas le§ con 192 huSerum en PBI wia Catt / Mg#+ mas 0,1/ Asida de =cdio =g hielo durante 30

minutos.

3. Tedir las células con anbicwerpos conjugados TIAC {12.18-FI1C o Ritusiman-FITCi en hizlo duranse 40
minutos. Las célmlas también se vifien can hwlgGl-FITC para contral de unidm no especifico. las
canzentraciones de anticuerpos fueron de 0.01, 0.1, 10 y 100 Ug poz ml.

4. Determina fluorescencia de medic canal {media Geometzial por citometro de fluio gus ubilisa amplificader
log. 3= agrega un IP para encluir células muertas

§. Determina fluorescencia de medic canal {media Geometria} de Cuantum TMZ4FITC {3,000 a 5, OOOMESE®),
QuantwmTH2S FITC {50,000 a 2,000,000 MESF) y Qumantum TM26FITC {19,900 a 500,000 MESTlen la misma
configuracidn de instrumento como para anilisis de puestra. MESF: Moléculas d= flucrocroms solubies

squivalentemante

§. Cusva de calibracibp de construccidn al graficax MESE (ej= y) ws. 1a mediz geomittica feje ).

7. E1 ntmero de moléculas por célula fus determinado wsando 1a siguiense ecuzcidn ¥= ax’bt donde ¥ ms igual

a ME3T y x == igual a fluorescencia de medio camal para la =stra=. La fiu ia de medio canal wasado
paxa cada muestIa era por medio de Geo en la concentracién de la saturaciém (1Z2.1ZFTIC) o la coscentracidn

mis alta (risumimsbFITC) .

8. Dividizr =1 MSSf de ia wuestra por =l mwmero de moléculas FIAC conjugadas para cada amol oroT
(F:F) para determimar la capacidad d= unidn de anticuerpos (AEC). ABC para hulgGFITC de muestra respectiva
se corrige pars cbveser =l anticuerps final de capacidad de unidn.

DRUDII RAMATHE
Exp. Coeo . <Dz D40 D2
EQ90403 14403.9 33476.5 3298&. 4 §5290.1
EJ9LI003 132i¢. 9 108438.5 30638L.35 4738.2
ED91183 1370Z.¢8 100S09.1 A165.7 3988.3
E091253 13278.9 128158.3 3164.8 4£18.90
promedio 13,629.9 107,695.6 3,173.1 4.395.7
Sedev 54£.7 14515.9 B5.3 933.4

FIGURA 7
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FIGURA 9A

Cadena liviana CHIR 12.12:

Lider:
MALPAQLLGLLMLWVSGSSG
variable:

DIVMTQSPLSLTVTPGEPASISCRSSQSLLYBNGYNYLDWYLQKPGQSPQVLISLGSNRASG
VPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQARQTPFTFGPGTKVDIR

Constante:

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

FIGURA 9B
Cadena pesada CHIR-12.12:

Lider:
MEFGLSWVFLVAILRGVQC
variable:

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVISYEESNRYHAD
SVKGRFTISRDNSKITLYLQMNSLRTEDTAVYYCARDGGIAAPGPDYWGQGTLVTVSS

Constante:

ASTKGPSVFPLAPASKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTPPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVF
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVXFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVBNRALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREENTKNQVSL

TCLVKGPYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGR

Regién constante alternativa:

ASTKGPSVFPLAP8SKSTSGGTAA&GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPRVLQSSGL
YSLSSVVTV?SSSLGTQTYICNVNRRPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVF
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWEBNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGR

anana”
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FIGURA 10A

Secuencia de ADN de cadena liviana de CHIR-12,12:

5'atggcgctccctgctca.gctcctggggctgctaatgctctgggtctctggatocagtggggatattgtgatgactcagtctccactctc
cctgaocgtcacccctgga.gagccggcctccatctcctgcaggtccagtcagagcctcctgtatagtaatggatacaactatt!ggattg
gtacctgeagaageea gggcagtctccacaggtcctgatctctttgggttctaatcgggcctccggggtocctgacaggttcagtggca
glggatea ggcacagattttacan’cgaaaatoagcagagtggaggctgaggatgﬂggggtttattactgcatgcaagctcgacaaact
ccattcactttc gacocigggaccasagiggatatcagacgaactgtagetgcaccatet gteticatottccogecatetgatgageagt
tgazatctgganctgectetgttgtgtacctpctgantaactiota gagaggcocaaagtacaglggaaggtgeataacgecctee
aaicgggtaactcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagoctcagcagcaocctgacgctgagcaa
agcagactacgagaaacacaaagtcmcgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcacaaagagcttcaacaggg
gagagtgttag3’

FIGURA 10B

Secuencia de ADN de cadena pesada de CHIR-12.12(que inclulle intrones)

5‘atggastttgggctgagc?gggttttccttgttgctatﬁtaagaggtgtocagfgtcaggtgcasffsstggagtctgssggaggcgt
geiccageet gggaggtccctgagactctcctgtgcagcctctggartcaccttcagtagctatggcatgcactgggtccgccaggctc
caggcaaggggctggagtgggtggcagttatatcatatgaggaaagtaatagataccatgcagactocgtgaagggccgattcaoca
tctecagagacaattccaagatcacgotgtatet gcaaatgaacagcctcagaactgaggacacggctgtgtattactgtgcgagagat
gggggta'tagcagcacctgggcctgactactggggccagggaaccctggwaccgtctcctcagcaagtaccaagggcccatccgt
cttccccctggcgcccgctagcaagagcacctctgggggcacagcggccctgggctgcctggtcaaggactacttccccgaaccgg
tgacggtgtcgtggaact.caggcgocctgaccagcggcgtgcacaccttcccggctgtcctacagtcctcaggactctactccctcag
cagcgtggtgaccgtgccctocagcagcttgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaocaaggtgg
acaagagagttggtgagaggccagcacagggagggagggtgtctgctggaagccaggctcagcgctcctgcctggacgcatcccg
gC tatgcagtcccagtccagggcagcaaggcaggccccgtctgcctcttcacccggaggcctctgcccgccccactcatgctcagg

gagagggtcttctggctttttccccaggctctgggcaggcacaggctaggtgcccctaacccaggccctgcacacaaaggggcaggt
gctgggthagacctgccaagagccatatccgggaggaccctgcocctgacctaagcccaccccaaaggcc&aactctccactccc
tcagctcggacaccttctctcctcccagattccagtaactcccaatnttctctctgcagagcccaaatcttgtgacaaaactcacacatgc

ceace gtgcccaggmagccagcccaggcctcgccctccagctcaaggcgggacaggtgccctagagtagcctgcatccagggac
aggccccagccgggtgctgacacgtccacctccatctcttcctcagcacctgaactcctggggggacc gteagtcticctettceccee
aaaaccc aaggacaccctcatgatctwcggacccctgaggtcacatgogtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtca
agticaactggtacgtggacggegts gaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgt

ggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaa gtgeaaggtetccaacaaageectoccagece
ccatcgagaaaaccatctccaaagccaaaggtgggacccgtggggtgcgagggocacatggacagaggccggctcggcccaccc
tctgccctgagagtgaccgctgtaccaacctctgtccctacagggcagcccc gagaaccacaggtigtacaceetgeccecateecgg
gaggagatgaccaagaaccaggtcagcctgacct.gcctggtcaaaggcttctazcccagcgacatcgccgtggagtgggagagcaa
tgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccglgctggactccgacggctccttcttoctctatagcaagctcaccgtggac
aagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacgcagaagagcctctcc
ctgteteegggtanatpal'
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FIGURA 11A

Cadena liviana CHIR-5.9:

Lider:
MALLAQLLGLLMLWVPGSSG

variable:

AIVMTQPPLESPVILEQPASISCRISQSLVASDGNT YLNWLQQRPGQPPRLLIYKFFRRLSG
VPDRF SGSGAGTDFTLKISRVEAEDVGVY YCMQVTQFPHTFGQGTRLEIR

Constante:

RTVAAPSVFL¥ PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKEKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

FIGURA 11B

Cadena pesada CHIR-5.9:
Lider:
MGSTAILALLLAVLQGVCA

variable:

EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGY SFTSYWIGWVRQMPGRGLEWMGI IYPGDSDTRYSP

SFQGQVIISADKSISTAYLOWSSLKASDTAMYYCARGTAAGRDYYYYYGMDVKGQGTTVTVS
S

Constante:

ASTRGPSVFPLAPASKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVETFPAVLOSSGL
Y8LSSVVTVPS SSLGTQTYICNVNHRKPSNTRVDKRVEPRSCDRTHTCPPCPAPELLGGPSVF
LFPPKPKDTLMISRTPRVTCVVVDVSHEDPEVRFNWYVDGVEVENAKTKPREEQYNSTYRVY
SVLTVLHQDWLNGREYKCRVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVEL

TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYRTTPPVLDSDGSFFLYBKLTVDRSRWOQGNYPSCEY
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Regién constante alternativa:

ABTKGPSVFPLAPESSKSTEGGTAALGCLVKDY FPEPVTVIWNGGALTSGVETFPAVLOSSEGY
YSLBEVVIVPSSELGTQTYICNVNHK PSNTRVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVE
LFPPRPROTLEISRTPEVICVVVDVSHEDPEVRPNWYVDGVEVENAKTKPREEQYNSTYRVV
SVLTVLQQDWLNGKEYKCKVSNKALPA?IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSKEEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSPFLYSKLTVDRSRNQOGNVPICSY
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

ANfoRa
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FIGURA 12A

Secuencia de codificacién para isoforma
corta CD40 para humano:

1 atggttegte tgectetgea gigegtecte tggggcetect tgetgacege tgtecateea

61 gaaccaccoa ctgcatgcag agaaaaacag tacctaataa acagtcagtg ctgttetitg
121 tgecagecag gacagaaact ggtgagtgac tgcacagagt tcactgaaac ggaatgectt
181 ccttgeggtg asagogaatt cctagacace tggaacagag agacacactg ccaccageac
241 asatactgeg accecaacct agggcitcgg gtecageaga agggeacclc agaancagac
301 accatctgea cetgtgaaga aggetggeac tgtacgagtg aggectgtga gagetgtgtic
361 ctgeaccget catgetegee cggettigeg gtcaageaga tgetacagg gatttetgat
421 accatetgeg ageoctgeee agteggettc ttctcoaatyg tgteatotpe titcgaaaas
481 tgtcaccett ggacaaggtc cocaggateg geigagagec ctggtegtes tecocateat
541 ettegggate ctgtitgeoa toctcttggt gotggtetit atcaaaaagp tggecaagaa
601 gecaaccaat aa ‘

FIGURA 12B

Isoforma corta codificada CD40 para humano:

1 mvrlplqev] wgclltavhp epptacrekq ylinsqees! eqpgqklvsd cteftetecl
61 pogesefldt wnrethchgh kycdpnlglr vagkgtsetd tictceegwh ctseacescv
121 Ihrscspgfe vkgiatgvsd ticepepvef fsnvssafek chpwirspgs aespggdphh

181 Irdpvchplg aglygkggage anq

0aG &N



WO 2005/044854 PCT/US2004/037152

15/16

FIGURA 12C

Secuencia de codificacién para isoforma larga
Cd40 para humanos:
1 atggftegte tgectetgea gtgegtecte tgggpctgct tgctgacege tatecateca

61 gaaccaccea ctgeatgeag agaasaacag tacctaataa acagtcagtg ctgttcttg
121 tgecagecag gacagaaact ggtgagtgac tgcacagagt fcactgaaac ggaatgectt
181 cottgegety aaagegaatt cotagacace tggaacagag agacacactg ccaccageac
241 azatactgeg accecaacct agggcticgg gtocageaga agggeacctc agaaacagac
301 accatctgea cotgtgaaga aggetggeac tgtacgagty aggcotgtga gagetgtgte
361 ctgeaccget catgetegee cggetitggg gtoaageaga ttgetacagg ggtitctgat
421 accatetgeg agooctgoce agteggette totceaatg tgteatotge tteganaasa
481 tgleacectt ggacaagetg tgagaccaaa gaceiggtly tgcaacagge aggoavaaac
541 aagactgatg ttgictglgg teccoaggat cgpetgagag cootgglgat gatecccate
601 ateticggga tectgitige catoctettg gtgetgatet ttatcaaana ggtepocaag
661 aagccaacca ataaggecee ceaccecaag caggasccee aggagateaa ttttcocgac
721 gatcticetg getecaacac tgetgeteca gigcaggaga ctttacatgg atgccaaccg

781 gteacceagg aggatggoan agagagtcge ateteagtge aggagagaca giga

FIGURA 12D

Isoforma larga codificada de DC40 para humano:

1 mvrlplqevl wgclltavhp epptacrekq ylinsqees! cqpggklvsd ctefetec]
61 pegesefldt wnrethchgh kycdpnlglr vqgkgtsetd tictceegwh ciseacescv
121 Ihrscspgfg vkqiatgvsd ticepepvef fsnvssafek chpwiscetk divvqgagtn
181 ktdvvegpad riralvvipi ifgilfaill viviikkvak kptnkaphpk qepqeinfpd
241 dipgsntaap vqetlhgeqp vtgedgkesr isvqerq
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FIGURA 13
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ANTICUERPOS ANTAGONISTAS ANTI-CD40 MONOCLONALES Y

METODOS PARA SU USO

RESUMEN

La invencidén se relaciona anticuerpos humanos capaces de
unirse a CD40, métodos de uso de los anticuerpos y métodos
para el tratamiento de enfermedades mediadas por la
estimulacidén de 1la seﬁalizacién CD40 sobre células que
expresan CD40.' Especificamente <con las composiciones vy
métodos para el tratamiento de enfermedades mediadas por 1la
estimulacidén de sefializacién CD40 sobre células que expresan
CD40. Las composiciones incluyen anticuerpos monoclonales
capaces de unirse al antigeno CD40 humano localizado sobre 1la
superficie de una'célula que expresa CD40 humaho, en donde la
unién evita el crecimiento o la‘diferenciacién de la célula.
Las composiciones también incluyen anticuerpos monoclonales
capaces de unirse especificamente al antigeno CD40 humano
expresado sobre la superficie de una célula que expresa CD40
humano, dicho anticuerpo monoclonal estd libre de actividad
agonista significativa, en donde la édministracién de dicho

anticuerpo monoclonal da como resultado significativamente

menos volumen tumoral.

0002783
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