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Alix Carmenza Céspedes de Vergel
Jefe de Division de Nuevas Creaciones
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
E. S. ' D.

Referencia: Expediente No. 08.124.345
Solicitud de Patente de Invencién titulada: “Composiciones farmacéuticas

de anticuerpo antagonista anti-cd40”

Solicitante: Novartis AG y Xoma Technologies Ltd.

COMPLEMENTO DE INFORMACION

- ALVARO CORREA ORDONEZ, mayor de edad y vecino de Bogotd D.C., identificado segiin
aparece al pie de mi firma, en mi condicion de apoderado de la sociedad en referencia,

manifiesto lo siguiente:

El dia 21de noviembre de 2008, bajo el ndmero de radicacion 08.124.345--00000, presenté
solicitud de patente Fase Nacional para la solicitud internacional No. PCT/US2007/066757,
para la cual adjunto los siguientes documentos originales: Petitorio, recibo de pago
presentado por valor de $501.000, Poder de Abogado otorgado por Novartis, AG, Cesién de -

Inventores, Copia de Solicitud Internacional, Traduccion de Solicitud Internacional, Extracto

y Tarjetas.

VARO CORREA ORDONEZ
.C.N0.79.143.366 de Usaquén
T.P.20.281
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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la sollcuud

Documento que acredila la exislencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica

Poderes, si fuere el caso

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante

Ej Declaraciones

n Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional ai casieliano. (Resumen descnpcmn reivindicaciones, dibujos)
D Copia del examen prellmmar internacional efectuado por la Autondad Internacional de Examen preliminar {IPEA)
Ej Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

D De ser el caso, copia del contrato de acceso

D De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales de las comunidades
indigenas
De ser el caso, cerlificado de depdsito del material biclogico

D Arte finalt 12 x 12 ‘r

D De ser el caso, informacién sobre otraslsollcnudes de patente o titulos oblenidos en el extranjero por el mismo titular o su
causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esfa soficitud
De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional,

Ofros:  Extractos, Notificacion de presentacidn de documento d prioridad y Reporte de Busqueda y Opinidon Escrita

(1) FIGURA CARATERISTICA \

a de Mondimero en CHIR-12.12
2 253°C mediante SECAUPLC
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Citralo, NaCl, 0. 1%Tw80 -+ Cilrato, Avg, 0.1%TwBD

Amantignaded

Instrucciones para la presentacion de los afiexos, ver reverso de esta pagina

BOGLMS/BOGDMS-138028-V1-P2008_000456-PETITORIO.DOC
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Legalizaciones correspondientes al PODER LEGAL expedido por Novartis AG

CERTIFICACION NOTARIAL

Ei 31 (treinta y uno) de Octubre de 2003, el suscrito Notario certifique .

1.

Que las siguientes personas (“Otorgantes”) Sefior Heinz Mostosi, ciudadano
de Basilea, Suiza, mayor de edad y domiciliado en Hofstetten SO, Suizay
Dr. Philip Grubb, ciudadano britanico, mayor de edad y domici}iado en
inzlingen, Alemania, firmaron el documento anterior.

Que conozco personalmente a los ctorgantes y que tienen capacidad legal

para oforgar el instrumento. _
Que los otorgantes han otorgado el anterior documentc como signatarios

autorizados, con firma conjunta, de la persona juridica. .

Que la persona juridica, Novartis AG, con domicilio en Basilea, Suiza, esta
debidamente organizada, tiene existencia' legal actual y que los objetivos para
los cuales se otorga este poder estén dentro del campo de accion de los

objetivos sociales.

- Que los otorgantes de hecho han hecho referencia a la autorizacion y que su

representacion es legal.

Que he basadc !as afirmaciones 3, 4 y 5 anteriores en los siguientes
documentos auténticos para tal fin que me fueron presentados y que mencione
especificamente, dando sus fechas y el origen de su fuente:

- Fotocopia auténtica (de la cual he tenido a ia vista el original} del extracto del

-'Registro de Comercio de! Cantén de la Ciudad de Basilea de la firma Novartis

AG,; del 28 de Enero de 2003,

Firmado: Dr. M. Staehelin

Notario

Consecutivo No. 869/2003




APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1861)
Pais: Suiza
£! presente documento publico
ha sido firmado por: él Dr. M. Staehelin,
en calidad de: Notario
lleva el sello / estampilla de: Notario
Certificado
en Basilea
el 31 de Octubre de 2003
por el Canciller del Estado del Canton de la Ciudad de Basilea
Bajo el No. 9'288/16'665
Sello 10 Firma:

Heidi Fischer

o L AR
Lo biayg i

2 1NoV 2006
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RAISBECK, LARA, RODRIGUEZ & RUEDA.
MEMBERS OF THE FIRM

 BAKER & MSEKENZIE

ATTORNKYT AT Law

Av 82 No. 10-82, BTH FLOOR
BoacTa, D.C. COLOMBIA
TeLEPKONE (B7-1) 834 | BOO
FACAIMILE (T7-1) Q7022 ] )
NIT 860.068,840-3
OFFICE. BOGOTAD) BAKERNET.COM
WwW. BAKFRNET.COM

POWER OF ATTORNEY

The undarsigned.
Novartis AG

tacated In B
Lichtstrasse 35, 4056 Basel, Switzerland

dacigree that it hereby grants ta

ALVARO CORREA ORDONEZ Y/0
RICARDO METKE MENDEZ

a tull and sufficlant power of ettomey to epply to the
proper national officars end authoritias for the issue of:

Palenis of Ilnvenlion, Patents for Uity Medels,
Industial Deslgn Reglstrations, mergers, changes of
name, Bssignments, fling and prosecufion of
opposflions, changes of eoddmes and annmuiment
sctions. thege Iattar batore the Counci! of State,

ta which end It empowers them fo toke off steps
necessary bafore sald euthoritias for the objscis stated,
to fle petions, p descriptions. maka protests,
dectarations, eppeals and objections, pay Imposts,
apply for certfications, rocelve documents and
sacurtties, ebandan applicetions and collect rafunds.
To the sald mandatorfes sufficlent power 6 grantad
heraby to recelve notificaons for end on behalf of tha
Compeny, o confer powers an thoes who are ta
represont the company judiclafly antl extrajudicially, to
answer In court In the malvr of efl claims and damanda
that may be presented in connection with the patents,
and o do evarything that may be required, before
edministrative or Judiclal officere of eny class ghving
tharn [kewiss power o substitits thesa presents end
revoke such substitutions If necessary.

one and subscrihed in

On tha dayat

2003

| \)Nﬂﬁﬁ%'

Y Fosfos

Novartis AG

PODER

La abaju firmada.

domiciliada an

decigm por el presenta otoigara

ALVARC CORREA ORDOREZ YiO
RICARDO METKE MENDEZ

poder espacial emplio y bastante pare recatar de fas
oficinag y sutoridades naclanales que comespondan, e
cblancidn de: .
Pateniea de Invencién, Patentss de Mcdals de Uthidad,
Reglatro de Disefios Industriales, lusiones, camblos de
nembre, cesiones, presentacidn y tamite de
oposidones, cambios de direcclén, accionas do
mudldad, estos dtimos ants ef Consalo & Estade,
a tuyo efecto los feculla para dar ents diches
sutoridades, todos Jos pasos necesados ef objeto
Indicado, olevar ¢olfcliudes, formuler descripciones |,
protestus, deciaraclones, apslaciones y reclamos, obler
Impuestos, saficitar lestimonles, recidir documentos y
valores, desistir y porcible. G0 oconwede & oo
expresados mandatarlos poder bestante para recibir
notificacionss & nombre Ce la compafils, otorgar
ares a quienes veyan a reprssentar a la compafiia
8] y extrafudiclatmente, responder en Juiclo a todas
Idowm; ¢ o o o %u-parmwo‘ de lag
pa 8 6@ preseniaren y hecer cuanto fuera
nacesario, enla las putoridedes administratives o
judiclales de cualqular orden, déndoles asimismo
fecuttad para sustitulr o preserto y en caso necesara
revocar dichas sustituciones.

Dadas y firnado on

Alas dlas del mes de

——— ——

2003




NOTARIAL CERTIFICATION
i On this 31st (thirty-first) day of October 2003, the undersigned Notar\} certifies

1. That the following persons (“grantors”) being Mr. Heinz Mostosi, citizen of Basel,
Switzerland, of legal age and domiciled in Hofstetten SO, Switzerland

and - : .

Dr. Philip Grubb, British citizen, of legal age and domiciled in Inzlingen, Germany
set their hand on the foregoing document.

2. That the grantors are to me personally known and that they have legal capacity to exe-
cute the instrument.

3. That the grantors have executéd the foregoing document as authorized signatories,
both with joint signature, of the judicial person.

4. That the judicial person, Novartis AG, having its home office in Basel, Switzerland, is
duly organized, has present legal existence and that the purposes for which the power of
attorney is granted are within the scope of its corporate purposes.

5. That the grantors have in fact the referred to authority and that thelr representation is
legal.

\\ . That I have based certifications 3, 4 and 5 above on the following authentic documents
\ for such purpose exhibited to me and which 1 mention specifically, giving their dates and

\ their origin of source:

‘\ True photocopy (of which I have seen the original) of the Extract of the register of
\ commerce of tha Canton Basel-City of the firm Novartis AG, dated January 28, 2003

- S St ado

- - Dr. M. Stachelin

: - — ‘ ™. Notar

‘ J-‘f\‘ N T
A AVA QQU ,e. z“ &:‘S:t M
QTARIA gy ?iaez;-:,vﬂ
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TRADUCCION OFICIAL No. 615/08 de un documento escrito en inglés, el cual

para su identificacion se sella con el sello del Traductor. Esta es una

Traduccién Oficial efectuada el dia 6 de noviembre de 2008 por la Sra. Maria

Teresa Lara, c.c. 41.568.055 de Bogotd, Traductora Oficial segun Resolucién
No. 01016 del 2 de octubre de 1998, expedida por el Ministerio de Justicia.

Cesion de solicitud de patente a NOVARTIS AG. Certificacién notarial suscrita

por Kristin M. Graham, Notario Publico del estado de Carolina del Norte, vy

legalizaciones subsiguientes.

CERTIFICADO

La suscrita, Debra C. Jones, afirmo por el presente que el documento

adjunto es copia fiel y correcta de un documento de cesion por el cual se
traspasan todos los derecho:s e intereses sobre la Solicitud de Patente
Provisional de los E.U. No. 60/794.011, presentada el 21 de abril de 2006, de

los inventores Xiaofeng Lu, Bao-Lu Chen, Kidisti Araya y Augustus Okhamafe a

L

Novartis AG.

Fecha: 9/30/08 (Fdo.) Debra C. Jones

CARCLINA DEL NORTE
CONDADO DE ALAMANCE

Yo, Kristin M. Graham, Notario Publico para los antedichos condado y

estado, certifico por el presente que Debra C. Jones comparecid

personalmente ante mi y reconocié haber suscrito debidamente la declaracion

anterior.
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Traduccidn Oficial No. 615/08 - Pagina 2

En constancia firmo y estampo mi sello a los 30 dias del mes de

septiembre de 2008.

(Fdo.) Kristin M. Graham

(SELLO) Kristin M. Graham Mi comision expira: 4/12/2011
Notario Publico

Mi comisidon expira.
04/12/2011
Condado de Alamance, NC

OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS

SUBSECRETARIO DE COMERCIO PARA PROPIEDAD INTELECTUAL Y
DIRECTOR DE tA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS

Abril 18, 2007
PTAS *500260669A%*

LESLIE T. HENRY

3201 BEECHLEAF COURT, SUITE 600
RALEIGH, NC 27604-1062

OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS
AVISO DE REGISTRO DE DOCUMENTO DE CESION

El documento adjunto ha sido registrado por la Divisién de Cesiones de la
Oficina de Patentes y Marcas de los E.U. Una copia completa en microfilm se

encuentra disponible en la Sala de Busqueda de Cesiones en el Rollo y Nimero
de Cuadro senalados a continuacion.

Favor revisar toda la informacion contenida en este avisc. La informacion

contenida en este aviso de registro refleja los datos presentes en el Sistema de
Cesiones de Patentes y Marcas. En caso de encontrar cualquier error o de tener
cualquier pregunta en relacién con este aviso, se pueden poner en contacto con
el empleado cuyo nombre aparece en este aviso, en el teléfono 571-272-3350.
Favor enviar cualquier solicitud de correccién a: U.S. PATENT AND TRADEMARK

OFFICE, MAIL STOP: ASSIGNMENT SERVICES BRANCH, P.O. BOX 1450,
ALEXANDRIA, VA 22313. -

FECHA DE REGISTRO: 04/18/2007 ROLLO/CUADRO: 019177/0594
NUMERO DE PAGINAS: 9
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RESUMEN: Cesién del interés del cedente (ver documento para detalles).
NUMERO DE EXPEDIENTE: 035784/308499

CEDENTE:

LU, XTAOFENG FECHA DOC: 04/14/2007

CEDENTE:

CHEN, BAO-LU FECHA DOC: 04/13/2007

CEDENTE:

ARAYA, KIDISTI FECHA DOC: 04/17/2007
CEDENTE:

OKHAMAFE, AUGUSTUS FECHA DOC: 04/13/2007
CESIONARIA:

NOVARTIS AG
LICHTSTRASSE 35

NUMERO DE SERIE: 60794011 FECHA DE PRESENTACION: 04/21/2006

NUMERO DE PATENTE: _ FECHA DE EXPEDICION:
TITULO: COMPOSICIONES FARMACEUTICAS DE ANTICUERPOS ANTI-CD40
ANTAGONISTAS -

SECCION DE SERVICIOS DE CESION
DIVISION DE REGISTROS PUBLICOS

CESION DE PATENTE

Versidén Electrdnica v1.1 04/18/2007
Version en Hoja de Estilo v1.1 500260669
TIPO DE PRESENTACION: NUEVA CESION

NATURALEZA DEL TRASPASO: CESION

DATOS DEL CEDENTE

Nombre Fecha de Otorgamiento
Xiaofeng Lu 04/14/2007
Bao-Lu Chen 04/13/2007
Kidisti Araya 04/17/2007

Augustus Akhamafe 04/13/2007




)

RADUCTORA OISR

‘AARIA TERESA 1ARA R.
DE MINJU

REDOLUGION Moy #%

T

f)f)n T 5
i -
Traduccién Oficial No. 615/08 - Pagina 4 -

DATOS DEL RECEPTOR

Nombre: Novartis AG
Direccion: , Lichstrasse 35
Ciudad: Basilea
Estado/Pals: SUIZA
Codigo Postal: CH-4056

NUMERQS DE PROPIEDADES Total: 1

Tipo de Propiedad Numero

Numero de Solicitud 60794011

DATOS PARA CORRESPONDENCIA
Numero de Fax: - (919) 862-2260

La correspondencia se enviara por Correo de los E.U. cuando no sea posible su
envio por fax.

Teléfono: 9198622229

Email: polly.burton@alston.com

Nombre del Corresponsal: Leslie 7. Henry

Direccién Rengldn 1: 3201 Beechleaf Court, Suite 600

Direccion Renglén 4: Raleigh, CAROLINA DEL NORTE 27604-1062
NUMERO DE EXPEDIENTE: 035784/308499

NOMBRE DEL REMITENTE: Leslie T. Henry

Total Anexos: 7

fuente= 308499Assignment#pagel.tif
fuente= 308499Assignment#page2.tif
fuente= 308499Assignment#page3.tif
fuente= 308499Assignment#page4.tif
fuente= 308499Assignment#page5.tif
fuente= 308499Assignment#page6.tif
fuente= 308499Assignment#page?.tif

VERTICALMENTE, A UN LADO DEL CUADRO: CH $40.00 60794011
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PATENTE
P028228.0001

CESION

ESTA CESION, vigente a partir del 21 de abril de 2006, es efectuada por
nosotros, Xiaofeng Lu, ciudadano de la Republica Popular China, Bac-Lu Chen,
ciudadano de los Estados Unidos de América, Kidisti Araya, ciudadano de los

Estados Unidos de América y Augustus Okhamafe, ciudadano de los Estados

Unidos de América.
CONSIDERANDO:

QUE los suscritos, en adelante denominados los CEDENTES, somos los
inventores conjuntos de ciertas mejoras nuevas y utiles en COMPOSICIONES
FARMACEUTICAS DE ANTICUERPOS ANTI-CD40 ANTAGONISTAS para las
cuales se presenté una solicitud PROVISIONAL de patente de los Estados Unidos
ante la Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos el dia 21 de abril de
2006 y lleva el No. de Solicitud 60/794,011, vy

QUE NOVARTIS AG, sociedad suiza con domicilio principal en Lichstrasse
35, CH-4056 Basilea, Suiza, en adelante denominada la CESIONARIA, desea
adquirir todo derecho, titulo e interés en y sobre diche invento tal como se
describe en dicha salicitud, y en y sobre toda y cualquier Patente que se otorgue
para el mismo en los Estados Unidos de América y todos los paises extranjeros;

AHORA, POR TANTO, a quien corresponda, conste por el presente que por
contraprestaciéon valiosa, el recibo y suficiencia de la cual se reconocen por el
presente, hemos vendido y por la presente vendemos, cedemos, traspasamos y
transferimos a la antedicha CESIONARIA, sus sucesores y cesionarios, todo
derecho, titulo e interés en y sobre el citado invento y solicitud y en y sobre
todas y cada una de las continuaciones, continuaciones en parte, divisiones o
solicitudes no provisionales que reclamen la prioridad de la misma, y en y sobre

todas y cada una de las Patentes de los Estados Unidos de America y todos los
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paises extranjeros o las reexpediciones o prérrogas de las mismas que puedan
otorgarse para o sobre éste, hasta el final del término para el cual puedan
otorgarse dichas Patentes, junto con el derecho a reclamar la pricridad de dicha
solicitud en todos los paises extranjeros de conformidad con el Convenio
Internacional, para ser poseida y disfrutada por dicha CESIONARIA, sus
sucesores y cesionarios, tan plena y totalmente como la misma habria sido
poseida y disfrutada por nosotros de no haberse efectuado esta cesidon y venta.

Los CEDENTES solicitaq por la presente que dicha Patente se expida de
acuerdo con lo sefialado en esta cesién.

Los CEDENTES pactamos y acordamos ademas gue, en el momento de la
formalizacion y entrega del presente, poseemos el titulo pleno sobre el invento y
las solicitudes antes mencionadas, y que poseemos el derecho y autoridad no

restringidos para efectuar esta cesion.

Los CEDENTES acordamos adicionalmente que, sin cargo a dicha
CESIONARIA, pero por cuenta de la CESIONARIA, colaboraremos con la
CESIONARIA en el trémite g;ie dicha solicitud y/o solicitudes, suscribiremos,
verificaremos, reconoceremos Yy entregaremos los demas documentos,
incluyendo solicitudes de Patente y de reexpedicion de las mismas, e
instrumentos de cesion y traspaso de éstas, y realizaremos los demas actos que
la CESIONARIA pueda legaimente solicitar, para obtener o mantener Patentes
para dicho invento y mejoras en todos y cada uno de los paises, y revestir el

titulo sobre las mismas en dicha CESIONARIA, o los sucesores y cesionarios de

la CESIONARIA.

EN CONSTANCIA DE LO CUAL, los CEDENTES hemos colocado nuestras

firmas y sellos en esta cesion en las fechas sefialadas a continuacion.
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FECHA 14 de abril de 2007 (Fdo.) Xiaofeng Lu

Xiaofeng Lu

Estado de California )

) ss.
Condado de Alameda )

El suscrito, Harold L. Hoffman, Notario Publico para los antedichos condado y
estado, certifico por el presente que Xiaofeng Lu comparecié personalmente

ante mi en el dia de hoy y reconocié el debido otorgamiento del instrumento
anterior.

EN CONSTANCIA firmo y estampo mi sello oficial a los 14 dias del mes de abril
de 2007

(Fdo.) Haroid L. Hoffman
Notario Publico

[Sello) HAROLD L. HOFFMAN
COM. # 1509133
NOTARIO PUBLICO - CALIFORNIA
CONDADO DE ALAMEDA
COM. EXPIRA SEPT. 11, 2008

Mi comision expira: 9-11-2008

RECONOCIMIENTO GENERAL - CALIFORNIA

Estado de Califoernia )
) ss.

Condado de Los Angeles )

El dia 13 de abril de 2007, ante mi, Mary E. Moses, Notario Publico,
personalmente comparecid Bao-Lu Chen, quien me demostré mediante
pruebas satisfactorias ser la persona cuyo nombre suscribe el instrumento
adjunto y reconoci6 ante mi haber otorgado el mismo en su caracter
autorizado, y que mediante su firma en el instrumento la persona o entidad a
nombre de la cual ella actud, otorgé el instrumento.

EN CONSTANCIA firmo y estampo mi sello oficial.

(Fdo.) Mary E. Moses
Firma de la Notario Publico
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[Sello] MARY E. MOSES
Comision # 1603788
Notario Publico - California
Condado de Los Angeles
Mi comisién expira el 1 de septiembre de 2009

OPCIONAL

Aunque la siguiente informacion no se requiere por ley, puede resultar valiosa
para las personas que confien en el documento y podria impedir la remocion
fraudulenta y la reutilizaciéon de este formulario en otro documento.

Descripcion del Documento Adjunto

Titulo o Tipo de Documento: Cesidn

Fecha del Documento: Abril 21, 2006 NUmero de Paginas: 6

Signatario(s) Distinto(s) del Anterior: ninguno

Calidad(es) Reclamada(s) por el{los) Signatario(s)

Nombre del Signatério: Bao Lu Chen PULGAR DERECHO

DEL SIGNATARIO
X] Individuo

Funcionaric Social Cargo(s):

Socio [ 1 Comanditarioc [ ] General
Apoderado

Fideicomisario

Tutor o Curador

[
[
{
l
[
[
[ ] Otro:

El Signatario representa a: si mismo

FECHA 17 de abril de 2007 (Fdo.) Kidisti Araya

Kidisti Araya

Estado de California )

} ss.
Condado de Alameda )

El suscrito, Jacob Menough, Notarioc Publico para los antedichos condado vy
estado, certifico por el presente que Kidisti Araya comparecio personalmente

ante mi en el dia de hoy y reconocié el debido otorgamiento del instrumento
anterior.

EN CONSTANCIA firmo y estampo mi sello oficial a los 17 dias del mes de abril
de 2007
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(Fdo.) Jacob Menough
Notario Publico

Mi comision expira: 8/3/08

[Sello] JACOB MENOUGH
COM. # 1505245
NOTARIO PUBLICO - CALIFORNIA
CONDADO DE ALAMEDA
Mi com. expira Agosto 3, 2008

FECHA 13 de abril de 2007 (Fdo.) Augustus Okhamafe

Augustus Okhamafe

Estado de California )

) ss.
Condado de Marin )

La suscrita, Ashley McHuch, Notario Plblico para los antedichos condado y
estado, certifico por el presente que Augustus Okhamafe comparecio

personalmente ante mi en el dia de hoy y reconocid el debido otorgamiento
del instrumento anterior.

EN CONSTANCIA firmo y estampo mi sello oficial a los 13 dias del mes de abril
de 2007.

(Fdo.) Ashley McHugh
Notario Publico

[Sello] ASHLEY BROOKE MCHUGH
Comision # 1693870
Notario Plblico - California
Condado de Marin
Mi Com. Expira Sept. 15, 2010

Mi comision expira: 9-15-2010

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
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2. Este documento publico
ha sido firmado por KRISTIN M. GRAHAM

3. actuando en calidad de NOTARIO PUBLICO
LA COMISION EXPIRA 4/12/2011

4, lleva el sello/timbre de CONDADO DE ALAMANCE, CAROLINA DEL NORTE

CERTIFICADO
5. en Raleigh, Carolina del Norte
6. el dia 3 DE OCTUBRE DE 2008

7. por la Secretario de Estado o el Subsecretario de Estado, Estado de
Carolina del Norte
8. No. 25405

9. Sello/Timbre 10. Firma
(Sello del
Departamento de Estado (Fdo.) Rodney S. Maddox
del Estado de Por: RODNEY S. MADDOX

Carolina del Norte) Subsecretario de Estado Principal

(Fdo.) Elaine F. Marshall
Secretaria de Estado

La anterior es traduccion fiel y completa del documento en referencia, de la
cual se deja copia en este archivo para su confrontacién.

[eseaload

Maria Teresa Lara R.

c.c. 41,568.055 de Bogota
Traductora Oficial segun
Resolucion No. 01016 del
2 de octubre de 1998, del
Ministerio de Justicia
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STATE OF
NORTH
CAROLIN

Department of The
Secretary of State

~APOSTILLE
{Convention de La Haye 5 octobre 1961)

1. COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

2.  This Public Document
has been signed by KRISTIN M. GRAHAM

3. acting in the capacity of _NOTARY PUBLIC

COMMISSION EXPIRES 4/12/2011
4. bears the seal/stamp of COUNTY OF ALAMANCE, NORTH CAROLINA

CERTIFIED
5. at Raleigh, North Carolina

6. the_3RD DAY OF OCTOBER, 2008

7. by Secretary of State or Deputy Secretary of State, State of North Carolina

8 No_ 25405

9. SeallStamp 10. Signature

b

By: RODNEY'S. MADDO
Chief Deputy Secretary of State

O fire L Mpadall

Secretary of State
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UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

UNDER SECRETARY OF COMMERCE FOR INTELLECTUAL PROPERTY AND
DireCTOR OF THE UNTED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

LESLIE T. HENRY i | *500260 669A*

3201 BEECHLEAF COURT, SUITE 600 * S00B06E9/
RALEIGH, NC 27604-1062

APRIL 18, 2007

UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE
NCTICE OF RECORDATION OF ASSIGNMENT DOCWMENT

THE ENCLOSED DOCUMENT HAS BEEN RECORDED BY THE ASSIGNMENT DIVISION OF
THE U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE. A COMPLETE MICROFIIM COPY IS
AVAILABLE AT THE ASSIGNMENT SEARCH ROCM ON THE REEL AND FRAME NUMBER
REFERENCED BELOW.

PLEASE REVIEW ALL INFORMATION CONTAINED ON THIS NOTICE. THE

INFORMATION CONTAINED ON THIS RECORDATICON NOTICE REFLECTS THE DATA

PRESENT IN THE PATENT AND TRADEMARK ASSIGNMENT SYSTEM. IF YOU SHOULD '
FIND ANY ERRORS OR HAVE QUESTIONS CONCERNING THIS NOTICE, YOU MAY

CONTACT THE EMPLOYEE WHOSE NAME APPEARS ON THIS NOTICE AT 571-272-3350.
PLEASE SEND REQUEST FOR CORRECTION TO: U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE,
MAIL STOP: ASSIGNMENT SERVICES BRANCH, P.O. BOX 1450, ALEXANDRIA, VA 22313.

RECORDATION DATE: 04/18/2007 REEL/FRAME: 018177/0594
’ NIMBER OF PAGES: 9

BRIEF: ASSIGNMENT OF ASSIGNOR'S INTEREST (SEE DOCUMENT FOR DETAILS) .
DOCKET NUMBER: 035784/308499

ASSIGNOR:
1.U, XIAOFENG DOC DATE: 04/14/2007

ASSIGNOR:
CHEN, BAO-LU DOC DATE: 04/13/2007

ASSIGNOR:
ARAYA, KIDISTI DOC DATE: 04/17/2007

ASSIGNOR:
OKHAMAFE, AUGUSTUS DOC DATE: 04/13/2007

ASSIGNEE:

NOVARTIS AG
LICHTSTRASSE 35

P.O. Box 1450, Alexandrig, Virglinla 22313-1450 - www.uspPTo.G0V
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SERIAL NUMBER: 607954011

PATENT NUMBER:
TITLE: ANTAGONIST ANTI-CD40 ANTIBODY

ASSIGNMENT SERVICES BRANCH
PUBLIC RECORDS DIVISION

FILING DATE: 04/21/2006

ISSUE DATE:
PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS
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]| PATENT ASSIGNMENT

Electronic Version v1.1 04/18/2007
Stylesheet Version v1.1

500260669

SUBMISSION TYPE: NEW ASSIGNMENT

|

l NATURE OF CONVEYANCE: ASSIGNMENT
CONVEYING PARTY DATA
Name Execution Date
Xiaofeng Lu 04/14/2007
Bao-Lu Chen 04/13/2007
Kidisti Araya 04/17/2007
IAugustus Okhamafe 04/13/2007

I RECEIVING PARTY DATA

Name: ]INovartis AG
Street Address: Lichtstrasse 35
|Cily'. Basel
State/Country: [SWITZERLAND
Postal Code: [ch-4056

PROPERTY NUMBERS Total: 1

{ Property Type Number

Application Number: 60794011

CORRESPONDENCE DATA

Fax Number: (919)862-2260

Correspondence will be sent via US Mail when the fax affempt is unsuccessiil.
Phone: 9198622229

Email: polly.burton@alston.com

Correspondent Name: Laslie T. Henry

Address Line 1: 3201 Beechleaf Court, Sulte 600

Address Line 4: Raleigh, NORTH CAROCLINA 27604-1062

ATTORNEY DOCKET NUMBER: || 035784/308499

NAME OF SUBMITTER: " Leslie T. Henry

Total Attachments: 7
source=308499Assignmentitpage1 tf
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ASSIGNMENT

THIS ASSIGNMENT, effective April 21, 2006, made by us, Xiaofeng Lu, citizen of the
People’s Republic of China, Bao-Lu Chen, citizen of the United States of America, Kidisti
Araya, citizen of the United States of America, and Augustus Okhamafe, citizen of the United
States of America,

WITNESSETH: That,

WHEREAS, we, hereinafter referred to as ASSIGNORS, are the joint inventdrs of certain
new and useful improvements in ANTAGONIST ANTI-CD40 ANTIBODY
PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS for which a PROVISIONAL application for United
States Letters Patent has been filed in the United States Patent and Trademark Office on Apri] 21,
- 2006, and bears Application No. 60/794,011, and

WHEREAS NOVARTIS AG, a corporation of Switzerland having a principal place of
business at Lichtstrasse 35, CH-4056 Basel, Switzerland, hereinafter referred to as ASSIGNEE,
is desirous of acquiring the entire right, title and interest in and to said invention as described in
said application, and in and to any and all Letters Patent which shall be granted therefor in the
United States of America and all foreign countries; -

NOW, THEREFORE, To Whom It May Concern, be it known that for good and valuable
consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged, we have sold and by
. these presents do hereby sell, assign, transfer, and convey unto the said ASSIGNEE, its
successors and assigns, the entire right, title, and interest in and to the said invention and
application, and in and to any and all continuations, continuations-in-part, divisions, or non-
provisionals claiming priority thereof, and in and to any and all Letters Patent of the United
States of America and all foreign countries or reissues or extensions thereof which may be
granted therefor or thereon, for the full end of the term for which said Letters Patent may be
granted, together with the right to claim the priority of said application in all foreign countries in
accordaﬁce with the International Convention, the same to be held and enjoyed by said
ASSIGNEE, its successors and assigns, as fully and éntirely as the same would have been held

and enjoyed by us if this assignment and sale had not been made.




1

ASSIGNORS hereby request that said Letters Patent be issued in accordance with this
assignment.

ASSIGNORS further covenant and agree that, at the time of the execution and delivery of
these presents, we possess full title to the invention and the subject applications above-
mentioned, and that we have the unencumbered right and authority to make this assignmert.

ASSIGNORS further agree that we will, without charge to said ASSIGNEE, but at
ASSIGNEE’S expense, cooperate with ASSIGNEE in the prosecution of said application and/or
applications, execute, verify, acknowledge and deliver all such further papers, including
applications for Letters Patent and for the reissue thereof, and instruments of assignment and
transfer thereof, and will perform such other acts as ASSIGNEE lawfully may request, to obtain
or maintain Letters Patent for said invention and improvement in any and all countries, and to

vest title thereto in said ASSIGNVEE, or ASSIGNEE’S successors and assigns.

IN WITNESS WHEREQF, ASSIGNORS have hereunto set our hands and seals to

this assignment on the dates indicated below.
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Xiaofeng Lu

STATE OF C‘q\i‘&\bv Wi )
)
COUNTY OF _Aka wadq )

I, Harold L. Hoftman , a Notary Public for said County and State, do hereby

certify that Xiaofeng Lu personally appeared before me this day and acknowledged the due
execution of the foregoing instrument.

Witness my hand and official seal, this the I a :lh day of 5&{\71—5 ’ . 2007.
(OffioR S HAROID L HOman
Qe o ol LW
. - ¥
p: {'Fu‘ V. SAAMEDACOUNTY ) \' Notary Rublic

EXP SEP 2
/ T_112008 5 Wuﬁdblﬂmm

My cofnmission expires: C‘\ li. Q‘QB%
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DATE 13 APR 200 7~ M

Bao-Lu Chen
. STATE OF , )
)
COUNTY OF )
I , 2 Notary Public for said County and State, do hereby

ccertify that Bao-Lu Chen personally appeared before me this day and acknowledged the due
execution of the foregoing instrument.

Witness my hand and official seal, this the day of , 2007.

(Official Seal)

Notary Public

My commission expires:

See ATTrchaAd (0, Foiin /%L%Z,wse
Ao AN a) L&/ng A
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State of California
County of Lo S AN AELe S
n ZfZ{fg‘Z 45 ME before me, ﬂ/fz&y E %5? S /w 7.#15)/ /ﬂ é/ C_q

Date / Name and Title of Omcer(e,g “Jane Doe, Notary Public™)

personally appeared _R no LU a/'/ en/

Name(s) of Signer({s)

[ personally known to me
jzﬁor proved to me on the basis of satisfactory evidence)

to be the person(gf whose name(g) is!aré subscribed to the
within_ instrumient and acknowledged to me that
he/;sfl(eahéy executed the same in his/hef/thelr authorized
capacity(is$), and that by hisﬂaé/tpe'l’r signaturgfe] on the
instrument the person(sy”or the entity upon behalf of
which the person{sy“acted, executed the instrument.

WITNESS my hand and official seal.

Place Netary Seal Above W %@W

™~ Sig eomo:ary Public
OPTIONAL - Zy

Though the information below is not required by law, it may prove valuable to persons relying on the document
and could prevent fraudulent rernoval and reattachment of this form to another document. .

Description of Attached Document

Title or Type of Document: ASS/ @//VM&?/VT

- Document Date: /?’ﬁf/L 02/ ﬁﬂﬂé Number of Pages: é
Signer(s) Other Than Named Above: // WZ/Z f /Wg

Capacity(ies) Claimed b Slgne#é
Y

Signer's Name: Bf? Signer’'s Name:
%ﬂleldual [ Individuat

1 Corporate Officer — Title(s): [C] Corporate Officer — Title(s): :
0 Partner — O Limited [ General prasgrmmymereey O Partner — (J Limited 0 General RIGHT THUMBPRINT
O Attorney in Fact Top ere O Attorney in Fact
O Trustee O Trustee

3 Guardian or Conservator ' O Guardian or Conservator

O Other:

Signer Is Representing:f:é/i‘i

1 Other:

Signer Is Representing:

> NEL WA R 5 SN, 2z A 5
@ 2006 National Notary Assocuauon 9350 De Soto Ave., PO. Box 2402 - Chatsworth, CA 91 313 2402 Itermn No 5807 Reorder Call Tolk- Free 1- BOO 876-6827
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DATE_[gAPEG-F— i —m,ﬂ/&k,

Kidisti Araya

STATE OF (\Aluﬂwmm )

Alaweds. )
COUNTY OF lawre )
,Bamt) AA&AOOQ/L\ » @ Notary Public for said County and State, do hereby

certlfy fy that Kidisti Araya personally appeared before me this day and acknow]edged the due
execution of the foregoing instrument.

‘_(“Tgf Al
Witness my hand and official seal, this the Zq day of A'ﬁf J I , 207.

ye
(Official Seal)

My commission expires: % /?) /OQ

%% JACOB MENOUGH
A COMM. # 1505245 =
SR NOTARY PUBLIC - CALIFORNIA ‘

ALAMEDA COUNTY -

My Comm. Exp. Aug. 3, 2008
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DATE |3 MK’L 2007 %{W Mﬂvﬂm//Q_

Augustus Okhamafe

STATEOF { wawvu A )
’ )
COUNTY OF Hon )

I, /ﬂ( < \Lﬂa/] M C/HH L"~ , a Notary Public for said County and State, do hereby
certify {hat Aug\Jstus Okhathafe personally appeared before me this day and acknowledged the
due execution of the foregoing instrument.

s the |5 day of A;(\Qm. , 2007.

; PETIRN | Commission # 1693870
SIRSPRA ) Notory Public - Calitornia £
ag/] Marin County T —

My Comm. Expires Sep 15, 2010

My commission expires: Ct L/(SH I//Z/m D

#30323091
(035784/308499)



JARIA TERESA LARA R,
TRADUCTORA oS¢TR:

TRADUCCION OFICIAL No. 614/08 de un documento escrito en inglés, el cual
para su identificacién se sella con el sello del Traductor. Esta es una
Traduccion Oficial efectuada el dia 6 de noviembre de 2008 por la Sra. Maria
Teresa Lara, c.c. 41.568.055 de Bogota, Traductora Oficial segin Resolucién
No. 01016 del 2 de octubre de'1998, expedida por el Ministerio de Justicia.

Cesion de solicitud de patente de Novartis AG a XOMA Technology Ltd.
Certificacion notarial suscrita por Kristin M. Graham, Notario Publico del

estado de Carolina del Norte, y legalizaciones subsiguientes.

CERTIFICADO

La suscrita, Debra C. Jones, afirmo por el presente qué el documento

adjunto es copia fiel y correcta de un documento de cesién por el cual se
traspasa el 50% de los derechos e intereses sobre la Solicitud de Patente
Provisional de los E.U. No. 60/794.011, presentada el 21 de abril de 2006 de

Novartis AG a XOMA Technology Ltd.

Fecha: 9/30/08 (Fdo.) Debra C. Jones

CAROLINA DEL NORTE
CONDADO DE ALAMANCE'

Yo, Kristin M. Graham, Not_ario Publico para los antedichos condado vy

estado, certifico por el presente que Debra C. Jones comparecid

personalmente ante mi y reconocié haber suscrito debidamente la declaracion

anterior.



=02

OE MIDYRGL

MARIA TERESA LABA R.

TRADUCTORA OB
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En constancia firmo y estampo mi sello a los 30 dias del mes de

septiembre de 2008.

(Fdo.) Kristin M. Graham

(SELLO) Kristin M. Graham Mi comision expira: 4/12/2011
Notario Publico
Mi comisién expira.-
04/12/2011
Condado de Alamance, NC

e e e e A e e Y e e e e e A e e e T e e e  w  ————

OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS

SUBSECRETARIO DE COMERCIO PARA PROPIEDAD INTELECTUAL Y
DIRECTOR DE LA QFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS

Mayo 09, 2007
PTAS *500273946A%*

LESLIE T. HENRY
3201 BEECHLEAF COURT, SUITE 600
RALEIGH, NC 27604-1062

OFICINA DE PATENTES Y MARCAS DE LOS ESTADOS UNIDOS
AVISO DE REGISTROC DE DOCUMENTO DE CESION

El documento adjunto ha sido registrado por la Division de Cesiones de la
Oficina de Patentes y Marcas de los E.U. Una copia completa en microfilm se
encuentra disponible en la Sala de Busqueda de Cesiones en el Rollo y Numera

de Cuadro sefialados a continuacion.

Favor revisar toda la informacion contenida en este aviso. La informacion
contenida en este aviso de registro refleja los datos presentes en el Sistema de
Cesiones de Patentes y Marcas. En caso de encontrar cualquier error o de tener
cualguier pregunta en relacion con este aviso, se pueden poner en contacto con
el empleado cuyo nombre aparece en este aviso, en el teléfono 571-272-3350.
Favor enviar cualquier solicitud de correccién a: U.S. PATENT AND TRADEMARK
OFFICE, MAIL STOP: ASSIGNMENT SERVICES BRANCH, P.O. BOX 1450,
ALEXANDRIA, VA 22313.

FECHA DE REGISTRO: 05/09/2007 ROLLO/CUADRO: 019270/0645
NUMERO DE PAGINAS: 5
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MARTA TERESA LARA R.

TRADUCTORA SRS

RESCLUCION Ray 03

DR

Traduccién Oficial No. 614708 - Pégina:3 n”n,?
i/
RESUMEN: Cesién del interés del cedente (ver documento para detalles).
NUMERO DE EXPEDIENTE: 035784/308499
CEDENTE: -
NOVARTIS AG FECHA DOC: 05/09/2007
CESIONARIO:
XOMA TECHNOLOGY LTD.
2910 SEVENTH STREET
BERKELEY, CALIFORNIA 94710
NUMERO DE SERIE: 60794011 FECHA DE PRESENTACION: 04/21/2006

NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EXPEDICION:

TITULO: COMPOSICIONES FARMACEUTICAS DE ANTICUERPOS ANTI-CD40
ANTAGONISTAS

SECCION DE SERVICIOS DE CESION
DIVISION DE REGISTROS PUBLICOS

CESION DE PATENTE

Version Electrdonica v1.1 05/09/2007
Version en Hoja de Estilo v1.1 . 500273946
TIPO DE PRESENTACION: NUEVA CESION

NATURALEZA DEL TRASPASO: CESION

DATOS DEL CEDENTE

Nombre Fecha de Otorgamiento

Novartis AG 05/09/2007

DATOS DEL RECEPTOR

Nombre: XOMA Technology Ltd.
Direccion: 2910 Seventh Street
Ciudad: Berkeley

Estado/Pais: CALIFORNIA

Cdédige Postal: 94710

NUMEROS DE PROPIEDADES Total: 1
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Nnp

Tipo de Propiedad Numero

Numero de Solicitud 60794011

DATOS PARA CORRESPONDENCIA

Numero de Fax: : (919) 862-2260

La correspondencia se enviara por Correo de los E.U. cuando no sea posible su
envio por fax.

Teléfono: 9198622229

Email: polly.burton@alston.com

Nombre del Corresponsal: Leslie 7. Henry

Direccion Renglon 1: 3201 Beechteaf Court, Suite 600

Direccion Rengion 4: ‘Raleigh, CAROLINA DEL NORTE 27604-1062
NUMERO DE EXPEDIENTE: 035784/308499%

NOMBRE DEL REMITENTE: Leslie T. Henry

MARIA TERESA LARA R.
TRADUCTORA OBCRE

RESOLUCION Xey NS
DE HMINJUSTIXA

Total Anexos: 4

fuente= 308499NovartisAGtoXomaAssignment#pagel.tif
fuente= 308499NovartisAGtoXomaAssighment#page?2.tif
fuente= 308499NovartisAGtoXomaAssignment#page3.tif
fuente= 308499NovartisAGtoXomaAssignment#page4.tif

VERTICALMENTE, A UN LADO DEL CUADRO: CH $40.00 60794011

e e o e A R R i v T = = = = = = 8 = = = e = T R = e AR R Ak o o e = = — - —

PP028228.0001

CESION

ESTA CESION, vigente a partir del 22 de abril de 2006, es efectuada por

NOVARTIS AG, sociedad suiza, con domicilio principal en Lichstrasse 35, CH-

4056, Basilea, Suiza,

CONSIDERANDO:

<y



MARIA TERESA LARA R.

TRADUCTORA OMERL
RESOLUGION Rer 1S
DE BINJVSTISIA

Traduccién Oficial No. 614/08 - Pagina 5

QUE NOVARTIS AG, en adelante denominada |la CEDENTE, adquirid
previamente todo derechos, titulo e interés en y sobre ciertas mejoras nuevas y
utiles en COMPOSICIONES FARMACEUTICAS DE ANTICUERPOS ANTI-
CD40 ANTAGONISTAS para las cuales se presentd una solicitud PROVISIONAL
ante la Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos el dia 21 de abril de
2006 y lleva el No. de Solicitud 60/794,011, vy

QUE XOMA TECHNOLOGY LTD., sociedad de Bermuda, con domicilio
principal en 2910 Seventh Street, Berkeley, CA 94710, en adelante denominada
la CESIONARIA, desea adquirir el cincuenta por ciento (50%) de los derechos,
titulo e interés en y sobre dicho invento tal como se describe en dicha solicitud,
y en y sobre toda y cualquier Patente que se otorgue para el mismo en los
Estados Unidos de América y todos los paises extranjeros; y

QUE las partes han acordado la cesion sefialada a continuacion;

AHORA, POR TANTO, a quien corresponda, conste por el presente que por
contraprestacion valiosa, el recibo y suficiencia de la cual se reconocen por el
presente, la antedicha CEDENTE ha vendido y por la presente vende, cede,
traspasa y transfiere a la antedicha CESIONARIA, sus sucesores y cesionarios,
un derecho, titulo e interés indivisos del cincuenta por ciento (50%) en y sobre
la citada solicitud y dichas Patentes, y los inventos representados por la misma,
y todas y cada una de las continuaciones, continuaciones en parte, divisiones o
solicitudes no provisionales que reclamen la prioridad de las mismas, y todas y
cada una de las Patentes o reexpediciones, reexamenes o prorrogas de las
mismas que puedan otorgarse para o sobre éstas, hasta el final del término para
el cual puedan otorgarse dichas Patentes, junto con el derecho a reclamar
prioridad en todos los paises extranjeros de conformidad con el Convenio
Internacional; un interés indiviso del cincuenta por ciento (50%) en los derechos
que corresponden a tales Patentes en paises extranjeros en todo el mundo; y un

interés indiviso del cincuenta por ciento (50%) en los derechos a demandar por
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‘\ARIA TERESA LARA R.

TRADUCTORA 6M6T8.

s

RESOLLCION ey

DE
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pasadas violaciones de tales Patentes a nivel mundial, junto con todas las
reclamaciones por dafios en razéon de pasadas violaciones de tales Patentes, con
el derecho a demandar, y cobrar las mismas para el uso y goce propios de la
CESIONARIA; y para ser poseidas y disfrutadas por dicha CESIONARIA, sus
sucesores y cesionarios, tan plena y totalmente como las mismas habrian sido
poseidas y disfrutadas por la CEDENTE de no haberse efectuado esta cesidn y
venta.

De tiempo en tiempo después de la fecha del presente, a solicitud de
cualquiera de las partes, y por cuenta de la parte que asi lo solicite, cada una de
las partes del presente otorgara y entregard a dicha parte solicitante los
documentos, y tomara las demas medidas que dicha parte solicitante pueda
razonablemente solicitar a fin de consumar mas eficazmente las transacciones
aqui previstas.

La CEDENTE pacta y. acuerda ademas que, en el momento de la
formalizaciéon y entrega del presente, posee el titulo pleno sobre los inventos y
las Patentes para los mismos identificadas previamente, y que posee un derecho

y autoridad no restringidos para efectuar esta cesidn.

EN CONSTANCIA DE LO CUAL, la CEDENTE y |la CESIONARIA han

firmado esta cesién en las fechas sefialadas a continuacion.

NOVARTIS AG

Por: (Fdo.) Amy Hessler/Susan Abrahamson
Representantes Autorizadas

XOMA TECHNOLOGY LTD.

Por: (Fdo.) Anne Dollard
Su: Secretaria Asistente
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RECONOCIMIENTO GENERAL - CALIFORNIA

Estado de California )
) ss.

Condado de Alameda )}

El dia 9 de mayo de 2007, ante mi, Elissa M. Nash, personalmente
comparecieron Amy Hessler y Susan Abrahamson, a quienes conozco
personalmente como las personas cuyos nombre suscriben el instrumento
adjunto y reconocieron ante mi haber otorgado el mismo en su cardcter
autorizado, y que mediante su firma en el instrumento la persona o entidad a

nombre de la cual ellas actuaron, otorgé el instrumento.
EN CONSTANCIA firmo y estampo mi sello oficial.

(Fdo.) Elissa M, Nash
Firma de la Notario Publico

[Sello] ELISSA M. NASH
Comision # 1553873
Notario Publico - California
Condado de Alameda
Mi comision expira el 19 de febrero de 2009

OPCIONAL

Aunque la siguiente informacion no se requiere por ley, puede resultar valiosa
para las personas que confien en el documento y podria impedir la remocién
fraudulenta y la reutilizacién de este formulario en otro documento.

Descripcion del Documento Adjunto

Titulo o Tipo de Documento: Cesion
Fecha del Documento: Abril 22, 2006

Signatario(s) Distinto(s) del Anterior:

Numero de Paginas:

Calidad(es) Reclamada(s) por el(los) Signatario(s)

Nombre del Signatario: Amy Hessler y Susan Abrahamson PULGAR DERECHO
DEL SIGNATARIO

[ ] Individuo A _

[X] Funcionario Social Cargo(s): Representantes Autorizadas
Socio [ ] Comanditario [ ] General
Apoderado

Fideicomisario
Tutor o Curador
Otro:

L I o I s ¥ e W e |
d bd b e )

El Signatario representa a: Novartis AG
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RECONOCIMIENTO GENERAL - CALIFORNIA

Estado de California )
) ss.

Condado de Alameda )

El dia 9 de mayoc de 2007, ante mi, Lisa M. Peterson, Notario Publico,
personalmente comparecié Anne Dollard, a quien conozco personalmente
como la persona cuyo nombre suscribe el instrumento adjunto y reconocié
ante mi haber otorgado el mismo en su caracter autorizado, y que mediante
su firma en el instrumento |la persona o entidad a nombre de la cual ella

actud, otorgd el instrumento.

EN CONSTANCIA firmo y estampo mi sello oficial.

(Fdo.) Lisa M. Peterson
Firma de la Notario Publico

[Sello] LISA M. PETERSON
COM, # 1449044
NOTARIO PUBLICO - CALIFORNIA
CONDADO DE SAN FRANCISCO
Mi comisién expira el 3 de noviembre de 2007

OPCIONAL

Aunque la siguiente informacion no se requiere por ley, puede resultar valiosa
para las personas que confien en el documento y podria impedir la remocién
fraudulenta y la reutilizacién de este formulario en otro documento.

Descripcion del Documento ‘Adjunto

Titulo o Tipo de Documento: Cesion

Fecha del Documento: Mayo 9, 2007 NUmero de Paginas: dos

Signatario(s) Distinto(s) del Anterior:

Calidad(es) Reclamada(s) por el(los) Signatario(s)

Nombre del Signatario: PULGAR DERECHO
: DEL SIGNATARIO

[ 1T Individuo

[X] Funcionario Social Cargo(s): Secretaria Asistente

[ ] Socio [ ] Comanditario [ ] General

[ 1 Apoderado

[ ] Fideicomisario

[ 1 Tutor o Curador

[ ] Otro:

El Signatario representa a: Xoma Technology Ltd.
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
2. Este documento publico
ha sido firmado por KRISTIN M. GRAHAM
3. actuando en calidad de NOTARIO PUBLICO
LA COMISION EXPIRA 4/12/2011
4, lleva el sello/timbre de CONDADO DE ALAMANCE, CAROLINA DEL NORTE
CERTIFICADO
5. en Raleigh, Carolina del Norte
6. el dia 3 DE OCTUBRE DE 2008
7. por la Secretario de Estado o el Subsecretario de Estado, Estado de
q Carolina del Norte
8. No. 25404
9, Sello/Timbre 10. Firma
(Sello del _
Departamento de Estado (Fdo.) Rodney S. Maddox
del Estado de Por: RODNEY S. MADDOX
Carolina del Norte) Subsecretario de Estado Principal

(Fdo.) Elaine F. Marshall
Secretaria de Estado

La anterior es traduccion fiel y completa del documento en referencia, de la
cual se deja copia en este archivo para su confrontacion.

‘-Q:uéa.olam@ ‘

Maria Teresa Lara R.

c.c. 41.568.055 de Bogota
Traductora Oficial segin
Resolucién No. 01016 del
2 de octubre de 1998, del
Ministerio de Justicia
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CAROLINA 5°ee= of State

APOSTILLE
(Convention de La Haye 5 octobre 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

This Public Document
has been signed by KRISTIN M. GRAHAM

acting in the capacity of _NOTARY PUBLIC

COMMISSION EXPIRES 4/12/2011
bears the seal/stamp of _COUNTY OF ALAMANCE, NORTH CAROLINA

CERTIFIED
at Raleigh, North Carolina

the 3RD DAY OF OCTOBER, 2068

by Secretary of State or Deputy Secretary of State, State of North Carolina

No__ 25404

Seal/Stamp 10. Signature

By: RODNEY/S. MADDOX
Chief Deputy Secretary of State

Ol F Mpadatl

Secretary of State
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UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE
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: THE ENCLOSED DOCUMENT HAS BEEN RECORDED BY THE ASSIGNMENT DIVISTION OF
THE U.S5. PATENT AND TRADEMARK OFFICE. A CCMPLETE MICROFIIM COPY IS

AVAILABLE AT THE ASSIGNMENT SEARCH ROOM ON THE REEL AND FRAME NUMBER
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PRESENT IN THE PATENT AND TRADEMARK ASSIGNMENT SYSTEM. IF YOU SHOULD

FIND ANY ERRORS OR HAVE QUESTIONS CONCERNING THIS NOTICE, YOU MAY

CONTACT THE EMPLOYEE WHOSE NAME APPEARS ON THIS NOTICE AT 571-272-3350.
PLEASE SEND REQUEST FOR CORRECTION TO: U.S5. PATENT AND TRADEMARK OFFICE,
MAIL STOP: ASSIGNMENT SERVICES BRANCH, P.O. BOX 1450, ALEXANDRIA, VA 22313.
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PATENT NUMBER: ISSUE DATE:

TITLE: ANTAGONIST ANTI-CD40 ANTIBODY PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS

P.Q. Box 1450, Alexandria, Virginla 223131450 - www.uspro.00v
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ASSIGNMENT

THIS ASSIGNMENT, effective April 22, 2006, made by NOVARTIS AG, a

corporatioﬁ of Switzerland, having a principal place of business at Lichtstrasse 35, CH-4056
Basel, Switzerland,

WITNESSETH: That,

WHEREAS, NOVARTIS AG, hercfnaﬁer referred to as ASSTGINOR, has previously
) acquired all right, title, and interest in and to certain new and useful improvements in
ANTAGONIST ANTI-CD40 ANTIBODY PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS for
Which a PROVISIONAL application has becn filed in the United States Patent and
Trademark Office on April 21, 2006, and bears Application No. 60/794,011, and

WHEREAS, XOMA TECHNOLOGY LTD., a corporation of Bermuda, having its
principal place of business at 2910 Seventh Street, Berkeley, CA 94710, hereinafter referred
to as ASSI GNEE, is desirous of acquiring fifty bercent (50%) of the rights, title, and interest
in and to said invention as described in said application, and in and to any and all Letters
Patent which shall be grantéd therefor in the United States of America and all foreign
countries; and
- WHEREAS, the parties have agreed to the Assignment hercinafter set forth;

NOW, THEREFORE, To All Whom‘It May Concern, be it known that for goed and
valuable consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged, the
above ASSIGNOR has sold and by these presénts does Heréby sell, ass.ign, transfer, and
convey unto the said ASSIGNEE, ifs successors and assigns, a fifty percent (50%) right, title,
and undivided interest in and to said subject application and said Patents, and the inventions
represented thereby, and any and all continuations, continuations-in-part, divisions, or non-
provisionals claiming priority thereof, and any and all Letters Patent or reissues,
reexaminations, or extensions thereof which may be granted therefor or thereon, for the full
end of the term for which said Letters Patent may be granted, together with the right to claim
priority in all foreign countries in accordance with the International Convention; a fifty
percent (50%) undivided interest in rights corresponding to said Patents in foreign countries
- throughout the world; and a fifty percent (50%) undivfded interest in rights to sue for past
infringement of said Patents worldwide, togethér with-all claims for damage by reason of past

infringement of said Patents, with the right to sue for, and collect the same for ASSIGNEE’S
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own usc and enjoyment; all to be held and enjoyed by said ASSIGNEE, its successors and
assigns, as fully and entirely as the same would have been held and enjoyed by ASSIGNOR if
this assignment and sale had not been made.

From time to time afier the date hereof, at the request of either party hereto, and at the
expense of the party so requesting, each of the parties hereto shall execute and deliver to such
requesting party such documents and take such other action as such requesting party may
reasonably request in order to consummate more effectively the transactions contemplated
hereby. .

ASSIGNOR further covenants and agrees that, at the time of the execution and
delivery of these presents, it possesses full title to the inventions and Patents thereon as earlier

icientiﬁed, and that it bas the unencumbered right and authority to make this assignment,

IN WITNESS WHEREOF, ASSIGNOR and ASSIGNVEE have hereunto signed this
assignment on the dates indicated below,

By:

Authorized Representatives

XOMA TECHNOLOGY LTD.

By: é[&/é/o/

Anne Dollard

(Print Name of Person Signing)

Assistant Secretary

(Print Title of Person Signing)

AttyDktNo. PP028228.0001 (035784/308499)
#2168961

Zew

-~ &
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State of California
Alameda : SS.

County of

L NA NN

On May 9, 2007 before me, Elissa M. Nash )
Dote Name end Tils of Officer {e.g.. “Janc Doe, MNotary Public?)
personally appeared Amy Hessler and Susan Abrahamson
Namelg/61 Sgnarts)
personally known to me
[ proved 10 me on the basis of satistactory
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.

AN AN A

0
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NN

to be the person(s) whose name(s) ié@
subscribed to the within instument and
acknowiedged to me that tge/sh @execu!ed
the same in highddhel) authorized
capacity(ies), and that by NIHEAEED)
signature(s) on the instrument the person(s), or
the entity upon behalf of which the personi(s)
acted, executed the instrument.

Y
X

Xy

NN

Pubkic

OPTIONAL

Though the information beiow is not required by law, it may prove valuable to persons relying on the document and coukd prevent
fraudulent removal and reattachment of this form to another document.

Description of Attached Document

NN TSN FNE SN NN A S AN NN 2

Title or Type of Document; Assignment

Document Date: Nepoeeope0y  April 22, 2006 \vorof Pages:

Signer(s) Other Than Named Above:

RN 23

XN,

Capapity(ies) Claimed by Signer

Signer's Name: Amy Hesslier and Susan Abrahamscn

: ' OF SIGNER
O Individual Top of thunb here
KK Corporate Officer — Title(s): __ Authorized Representatives
0 Partner — [ Limited D General
3 Attormey-in-Fact
O Trustee
0O Guardian or Conservator
O Other:

R T SIS

Signer Is Representing: Novartis AG
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ut 25°C hy SEC-HPLC -

% Mubvmer

Cilrate, HaCt, 0.1%Tw8D

Hufteon

Cilrale, Arg, 0.1%Twa0

(57) Abstract: Siable liquid pharmaceutical compositions comprising an antagonist anti- CD40 antibody as a therapeuticalty or
prophylactically active component and methods useful in their preparation are provided. These compositions comprise the antago-
nist anti-CD40 antibody, a buffering agent to maintain the pH of the composmon between about pH 5.0 and about pH 7.0, and an
amount of arginine-HCI sufficient.to render the liquid composition near isotonic. The stable liquid antagonist anti-CD40 antibody
-containing pharmaceutical compositions of the invention find use in methods for treating proliferative diseases and diseases having

an autoimmune and/or inflammatory component.
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ANTAGONIST ANTI-CD40 ANTIBODY PHAP_“_{MACEUTICAL COMPOSITIONS

FIELD OF THE INVENTION
The present invention is directed to the field of pharmaceutical formulations,
more particularly to stable liquid pharmaceutical compositions comprising antagonist
anti-CD40 antibodies for use in treating proliferative diseases and diseases having an

autoimmune or inflammatory component.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Recent advances in the development of genetic engineering technology have
provided a variety of biologically active polypeptides in sufficiently large quantities
for use as drugs. Polypeptides, however, can lose biological activity as a result of
physical instabilities, including denaturation and formation of soluble and insoluble
aggregates, and a variety of chemica! instabilities, such as hydrolysis, oxidation, and
deamidation. Stability of polypeptides in liquid pharmaceutical formulations can be
affected, for example, by factors such as pH, ionic strength, temperature, repeated
cycles of freeze-tha.w, and exposure to mechanicgl shear forces such as occur during
processing. Aggregate formation and loss of biological activity can also occur as a
result of physical agitation and interactions of polypeptide molecules in solution and
at the liquid-air interfaces within storage vials. Further conformational changes may
occur in polypeptides adsorbed to air-liquid and solid-liquid interfaces during
compression-extension of the interfaces resulting from agitation during transportation
or otherwise. Such agitation can cause the protein to entangle, aggregate, form
particles, and ultimately precipitate with other adsorbed proteins. For a general review
of stability of protein pharmaceuticals, see, for example, Manning ef a/. (1989)
Pharm. Res. 6:903-918, and Wang and Hanson (1988) J. Parenteral Sci. Tech.
42:S14, |

Py
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Instability of polypeptide-containing liquid pharmaceutical formulations has
prompted packaging of these formulations in the lyophilized form along with a
suitable liquid medium for reconstitution. Although lyophilization improves storage
stability of the composition, many polypeptides exhibit decreased activity, either
during storage in the dried state (Pikal (1990) Biopharm. 27:26-30) or as a result of
aggregate formation or loss of catalytic activity uf;on reconstitution as a liquid
formulation (see, for example, Carpenter ef al. (1991) Develop. Biol. Standard
74:225-239; Broadhead er al. (1992) Drug Devel. ind. Pharm. 18:1169-1206;
Mumenthaler et al. (1994) Pharm. Res. 11:12-20; Carpenter and Crowe (1988)
Cryobiology 25:459-470; and Roser (1991) Biopharm. 4:47-53). While the use of
additives has improxmfed the stability of dried proteins, many rehydrated formulations
continue to have unacceptable or undesirable amounts of inactive, aggregated protein
(see, for example, Townsend and DeLuca (1983)}.J. Pharm. Sci. 80:63-66; Hora et al.
(1992) Pharm. Res. 9:33-36; Yoshiaka et al. (1993) Pharm. Res, 10.687-691). Also,
the need for reconstitution is an inconvenience and introduces the possibility of
incorrect dosing., ! '

Included in the pharmaceutically useful polypeptides are recombinantly
produced monoclonal antibodies. Among this class of therapeutic agents, the
antagonist anti-CD40 antibodies targeting the TNF family receptor member CD40
hold great promise for the treatment of B-cell related malignancies and non-
hematological malignancies, as well as diseases haying an autoimmune and/or
inflammatory component. The CD40 receptor is ei}‘SO-SS kDa cell-surface antigen
present on the surface of both normal and neoplastic human B cells, dendritic cells,
monocytes, macrophages, CD8" T cells, endothelial cells, monocytic and epithelial
cells, some epithelial carcinomas, and many solid tumors, including lung, breast,
ovary, urinary bladder, and colon cancers. ‘The CD40 antigen is also expressed on
activated T cells, activated platelets, inflamed vascular smooth muscle cells,
eosinophils, synovial membranes in rheumatoid arthritis, dermal fibroblasts, and other
non-lymphoid cell types. Depending on the type of cell expressing CD40, ligation
can induce intercellular adhesion, differentiation, activation, and proliferation,

For example, binding of CD40 to its cognate ligand, CD40L (also designated
CD154), stimulates é-cell proliferation and differé';ltiation into plasma cells, antibody

production, isotype switching, and B-cell memory generation. During B-cell
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differentiation, CD40 is expressed on pre-B cells i)ut lost upon differentiation into
plasma cells. CD40 expression on APCs plays an important co-stimulatory role in the
activation of these cells. For example, agonistic anti-CD40 monoclonal antibodies
(mAbs) have been shown to mimic the effects of T helper cells in B-cell activation.
When presented on adherent cells expressing FcyRI4, these antibodies induce B-cell
proliferation (Banchereau et al. (1989) Science 25}_:‘1 :70). Moreover, agonistic anti-
CD40 mAbs can replace the T helper signal for se{‘éretion of IgM, IgG, and IgE in the
presence of [L-4 (Gascan ef al. (1991} J. Immunol. 147.8). Furthermore, agonistic
anti-CD40 mAbs can prevent programmed cell death (apoptosis) of B cells isolated
from lymph nodes.

These and other observations support the current theory that the interaction of
CD40 and CD40L plays a pivotal role in regulating both humoral and cell-mediated
immune responses. More recent studies have revealed a much broader role of
CD40/CD40L interaction in diverse physiological and pathological processes.

Thus, CD40 engagement by CD40L and subsequent activation of CD40
signaling are necessary steps for normal immune responses; however, dysregulation
of CD40 signaling can lead to disease. The CD40 signaling pathway has been shown
to be involved in autoimmune disease (Ichikawa ef al. (2002) J. Immunol. 169:2781-
2787 and Moore ef al. (2002) J. Autoimmun. 19:139-145). Additionally, the
CD40/CD40L interaction plays an important role in inflammatory processes. For
example, both CD40 and CD40L are overexpressed in human and experimental
atherosclerosis lesions. CD40 stirmnulation inducesh‘expression of matrix-degrading
enzymes and tissue factor expression in atheroma-associated cell types, such as
endothelial celis, smooth muscle cells, and macrophages. Further, CD40 stimulation
induces production of proinflammatory cytokines éuch as [L-1, IL-6, and IL-8, and
adhesion molecules such as ICAM-1, E-selectin, and VCAM. Inhibition of
CD40/CD40L interaction prevents atherogenesis in animal models. [n transplant
models, blocking CD40/CD40L interaction prevents inflammation. It has been shown
that CD40/CD40L binding acts synergistically with the Alzheimer amyloid-beta
peptide to promote microglial activation, thus leading to neurotoxicity. In patients
with rheumatoid arthritis (RA), CD40 expression is increased on articular

chondrocytes, thus, CD40 signaling likely contributes to production of damaging
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cytokines and matrix metalloproteinases. See, Go.toh et al. (2004) J. Rheumatol.
31:1506-1512.

Similarly, malignant B cells from tumor types of B-cell lineage express CD40
and appear to depend on CD40 signaling for survival and proliferation. Transformed
cells from patients with low- and high-grade B-cell lymphomas, B-cell acute
lymphoblastic leukemia, multiple myeloma, chronic lymphocytic leukemié,
Walsdenstrom’s Macroglobulinemia, and Hod'gkir;"’s disease express CD40. CD40
expression is also detected in two-thirds of acute myeloblastic leukemia cases and
50% of AIDS-related lymphomas.

A number of carcinomas and sarcomas also exhibit high levels of CD40
expression, though the role of CD40 signaling in relation to CD40 expression on these
cancer cells is less well understood. CD40-expressing carcinomas include urinary
bladder carcinoma (Paulie et al. (1989) J. Immunol. 142:590-595; Bracsch-Andersen
et al. (1989) J. Immunol. 142:562-567), breast carcinoma (Hirano et al. (1999) Blood
93:2999-3007; Wingett et al. (1998) Breast Cancer Res. Treat. 50:27-36); prostate

-cancer (Rokhlin et al. (1997) Cancer Res. 57:1758-1768), renal cell carcinoma (Kluth

et al. (1997) Cancer Res. 57:891-899), undifferentiated nasopharyngeal carcinoma
(UNPC) (Agathanggelou et al. (1995) Am. J. Pathol. 147:1152-1160), squamous cell
carcinoma (SCC) (Amo et al. (2000} Eur. J. Dermatol. 10:438-442; Posner et al.
(1999) Clin. Cancer Res. 5:2261-2270), thyroid papillary carcinoma (Smith ez al,
(1999) Thyroid 9:749-755), cutaneous malignant melanoma (van den Oord et al.
(1996) Am. J. Pathol. 149:1953-1961), gastric carcinoma (Yamaguchi et al. (2003)
Int. J. Oncol. 23(6):1697-702), and liver carcinom; (see, for example, Sugimoto ef al.
(1999) Hepatology 30(4):920-26, discussing human hepatocellular carcinoma). For
CD40-expressing sarcomas, see, for example, Lollini et al. (1998} Clin. Cancer Res.
4(8):1843-849, discussing human osteosarcoma and Ewing's sarcoma.

Given the potential therapeutic benefits of antagonist anti-CD40 antibodies in
regulating CD40L-mediated CD40 signaling in various cancer and
autoimmune/inflammatory diseases, and the challenges of formulating these
polypeptides, stable pharmaceutical compositions comprising these antibodies are

needed.
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'BRIEF SUMMARY OF THé INVENTION
Stable liquid pharmaceutical compositions comprising an antagonist anti-
CD40 antibody as a therapeutically or prophylactically active component and methods
useful in their preparation are provided. These compositions comprise the antagonist
anti-CD40 antibody, a buffering agent to maintain the pH of the composition between
about pH 5.0 and about pH 7.0, and an amount of arginine-HCI sufficient to render
the liquid composition near isotonic., In some eml;z)diments, the buffering agent is a
citrate/citric acid buffer, the antagonist anti-CD40 antibody is the CHIR-12.12 or
CHIR-5.9 antagonist anti-CD40 antibody or antigen-binding fragment thereof, the
" composition comprises arginine-HCI as the isotonizing agent, and the composition
further comprises a nonionic surfactant and/or L-methionine as further stabilizing
agents. The stable liquid antagonist anti-CD40 antibody-containing pharmaceutical
compositions of the invention find use in methods for treating proliferative diseases

and diseases having an autoimmune and/or inflammatory component.

BRIEF DESCRIPTION OF THE SEVERAL VIEWS OF THE DRAWING(S)

Figure 1 shO\&"s the effect of buffer species gn purity of mAb CHIR-12,12
formulations stored at 25°C for 3 months or 5 months as measured by SEC-HPLC
analysis.

Figure 2 shows the effect of buffer species on aggregate formation of mAb
CHIR-12.12 within the various antibody formulations stored at 25°C for 3 months or
5 months, as measured by SEC-HPLC analysis.

Figure 3 shows the effect of buffer species 'éjn fragmentation of mAb CHIR-
12.12 within the various antibody formulations stored at 25°C for 3 months or §
months, as measured by SEC-HPLC analysis.

Figure 4 shows the effect of buffer species on purity of mAb CHIR-12.12
formulations stored at 40°C for 3 months or 5 months as measured by SEC-HPLC
analysis. A

Figure 5 shows the effect of buffer species on aggregate formation of mAb
CHIR-12.12 within the various antibody formulations stored at 40°C for 3 months or

5 months, as measured by SEC-HPLC analysis.
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Figure 6 ShO\;Vs the effect of buffer species!’:bn fraémentation of mAb CHIR-
12.12 within the various antibody formulations stored at 40°C for 3 months or 5
months, as measured by SEC-HPLC analysis.

Figure 7 shows differential scanning calorimetry thermograms for mAb
CHIR-12.12 in the formulations containing either NaCl or L-arginine-HCI as the ‘
isotonizing agent.

Figure 8 shows % monomer form of mAb ¢HIR-12. 12 remaining in
formulations containing either NaCl or L—arginineiHCl as the isotonizing agent when
stored at 25°C for 2, 4, or 6 months, as measured by SEC-HPLC.

Figure 9 shows % aggregates of mAb CHIR-12,12 in formulations containing
either NaCl or L-arginine-HCl as the isctonizing agent when stored at 25°C for 2, 4,
or 6 menths, as measured by SEC-HPLC.

Figure 10 shows % fragments of mAb CHIR-12.12 in formulations containing
either NaCl or L-arginine-HCl as the isotonizing agent when stored at 25°C for 2, 4,
or 6 months, as measured by SEC-HPLC.

Figure 11 shows % monomer form of mAb CHIR-12.12 remaining in
formulations containing either NaCl or L-arginine-HCI as the isotonizing agent when
stored at 40°C for 2 or 4 months, as measured by SEC-HPLC.

Figure 12 shows % aggregates of mAb CHIR-12.12 in formulations
containing either NaCl or L-arginine-HCI as the isotonizing agent when stored at
40°C for 2 or 4 months, as measured by SEC-HPLC.

Figure 13 shows % fragments of mAb CHIR-12.12 in formulations containing
either NaCl or L-arginine-HCl as the isotonizing agent when stored at 40°C for 2 or 4
months, as measured by SEC-HPLC.

Figure 14 shows % purity of mAb CHIR-12.12 in formulations containing
gither NaCl or L-arginine-HC1 as the isotonizing agent when stored at 25°C for 2, 4,
or 6 months, as measured by CIEX-HPLC.

Figure 15 shoWs % acidic variants of mAb CHIR-12.12 in formulations
containing either NaCl or L-arginine-HCI as the isotonizing agent when stored at
25°C for 2, 4, or 6 months, as measured by CIEX-HPLC.

Figure 16 shows % basic variants of mAb CHIR-12.12 in formulations
containing either NaCl or L-arginine-HCI as the isotonizing agent when stored at

25°C for 2, 4, or 6 months, as measured by CIEX-HPLC.

-6 -
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DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The present inventions now will be described more fully hereinafter with
reference to the accompanying drawings, in which some, but not all embodiments of
the inventions are shown. Indeed, these inventions may be embodied in many
different forms and should not be construed as limited to the embodiments set forth
herein; rather, these embodiments are provided so}‘f‘that this disclosure will satisfy
applicable legal requirements, '

Many modifications and other embodiments of the inventions set forth herein
will come to mind to one skilled in the art to which these inventions pertain having
the benefit of the teachings presented in the foregoing descriptions and the associated
drawings. Therefore, it is to be understood that the inventions are not to be limited to
the specific embodiments disclosed and that modifications and other embodiments are
intended to be included within the scope of the appended claims. Although specific
terms are employed herein, they are used in a generic and descriptive sense only and
not for purposes of limitation,

The present invention is directed to stable liquid pharmaceutical compositions
comprising at least one antagonist anti-CD40 antibody or antigen-binding fragment
thereof as a therapeutically or prophylactically active component, and to methods
useful in their preparation. For purposes of the present invention, the term “liquid”
with regard to pharmaceutical compositions or formulations is intended to include the
term “aqueous.” By “therapeutically or prophylactically active component” is
intended the antagonist anti-CD40 antibody or antigen-binding fragment thereof is
specifically incorporated into the composition to b;ng about a desired therapeutic or
prophylactic response with regard to treatment, prevention, or diagnosis of a disease
or condition within a subject when the pharmaceutical composition is administered to
that subject.

By “stable” is intended the pharmaceutical compositions of the invention
provide for the physical and/or chemical stability of the antagonist anti-CD40
antibody or antigen-binding fragment thereof. That is, the antagonist anti-CD40
antibody or antigen-binding fragment thereof essentially retains its physical and/or
chemical stability and has the desired biological activity, t.e., one or more of the

antagonist activities defined elsewhere herein, incliiding, but not limited to: inhibition
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of immunoglobulin secretion by normal human peripheral B cells stimulated by T
cells; inhibition of survival and/or proliferation of ;wrmal human peripheral B cells
stimulated by Jurkat T cells; inhibition of survival and/or proliferation of normal
human peripheral B cells stimulated by CD40L-expressing cells or soluble CD40
ligand (sCD40L); inhibition of "survival" anti-apoptotic intracellular signals in any
cell stimulated by sCD40L or solid-phase CD40L; inhibition of CD40 signal
transduction in any celI upon ligation with sCD4OL or solid-phase CD40L; inhibition
of proliferation of human malignant B cells; deletlon anergy and/or tolerance
induction of CD40-bearing target cells or cells bearing cognate ligands to CD40
including, but not ]im:ited to, T cells and B cells; induction of expansion or activation
of CD4"CD25" regulatory T cells (see for example, donor alloantigen-specific tissue
rejection via CD40-CD40L interference, van Maurik ef al. (2002) J. Immurnol.
169:5401-5404); cytetoxicity via any mechanism (including, but not limited 'to,
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC), complement-dependent
cytotoxicity (CDC), down-regulation of proliferation, and/or apoptosis in target cells);
~modulation of target cell cytokine secretion and/or cell surface molecule expression;
and combinations thereof. A
Methods for rﬁonitoring protein stability are well known in the art. See, for
example, Jones (1993) Adv. Drug Delivery Rev. 10:29-90; Lee, ed. (1991) Peptide and
Protein Drug Delivery (Marcel Dekker, Inc., New York, New York); and the stability
assays disclosed herein below. Generally, protein stability is measured at a chosen
temperature for a specified period of time. In preferred embodiments, a stable
antibody pharmaceutlcal composition provides for stablhty of the antagonist anti-
CD40 antibody or antigen-binding fragment thereof when stored at room temperature
(about 25°C) for at least | month, at least 3 months, or at least 6 months, and/or 18
stable at about 2-8°C for at least 6 months, at least 9 mon'ths, at least 12 months, at
least 18 months, at least 24 months. |
A protein such as an antibody, when formulated in a pharmaceutical
composition, is consi&ered to retain its physical stability at a given point in time if it
shows no visual signs (i.e., discoloration or loss of clarity) or measurable signs (for
example, using size-exclusion chromatography (SEC) or UV light scattering) of
precipitation, aggregation, and/or denaturation in that pharmaceutical composition.

With respect to chemical stability, a protein such as,an antibody, when formulated in a

-8 -
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pharmaceutical composition, is considered to retain its chemical stability at a given

point in time if measurements of chemical stabilit§ are indicative that the protein (i.e.,

antibody) retains the biological activity of interest in that pharmaceutical composition.

Methods for monitoring changes in chemical stability are well known in the art and

include, but are not limited to, methods to detect chemically altered forms of the

protein such as result from clipping, using, for example, SDS-PAGE, SEC, and/or

matrix-assisted laser desorption ionization/time of flight mass spectrometry; and

degradation associated with changes in molecular‘lgharge (for example, associated

with deamidation), using, for example, ion-exchange chromatography. See, for

example, the methods disclosed herein below.

An antagonist anti-CD40 antibody or antigen-binding fragment thereof, when

formulated in a pharmaceutical composition, is considered to retain a desired

biological activity at a given point in time if the desired biclogical activity at that time

is within about 30%, preferably within about 20% of the desired biological activity

exhibited at the time the pharmaceutical composition was prepared as determined in a

suitable assay for the desired biological activity. Assays for measuring the desired

biological activity of the antagonist anti-CD40 antibodies disclosed herein, and

antigen-binding fragfnents thereof, can be perform%d as described in provisional

applications entitled “Antagonist Anti-CD40 Monoclonal Antibodies and Methods for
Their Use,” filed November 4, 2003, November 26, 2003, and April 27, 2004, and
assigned U.S. Patent Application Nos. 60/517,337 (Attorney Docket No.
PP20107.001 (035784/258442)), 60/525,579 (Attorney Docket No. PP20107.002
(035784/271525)), and 60/565,710 (Attorney Docket No. PP2G107.003
(035784/277214)), respectively; and International i’atent Application No.
PCT/US2004/037152 (Attorney Docket No. PP20107.004 (035784/282916)), also
entitled “Antagonist Anti-CD40 Monoclanal Antibodies and Methods for Their Use,”
filed November 4, 2004, and published as WO 2005/044854; the contents of each of

which are herein incorporated by reference in their entirety. See also the assays

described in provisiotnal application entitled “Methods for Diagnosis and Treatment of
Proliferative Disorders Mediated by CD4 O‘Signali:ng,” filed December 9, 2005, and
assigned U.S, Patent Application No. 60/749,285 (Attorney Docket No.
PP(28035.0002 (035784/304312)), and corresponding International Patent
Application No. PCT/US2006/0194 14 (Attorney Docket No. PP028035.0003"

-9.
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(035784/311611)), filed May 18, 2006, and published as WO 2006/125143; and
provisional application entitled “Methods for Diag';rosis and Treatment of Diseases
Having an Autoimmune and/or Inflammatory Component,” filed December 9, 2003,
and assigned U.S. Patent Application No. 60/749,336 (Attorney Docket No.
PP028062.0002 (035784/304311)), and corresponding International Patent
Application No. PCT/US2006/019325 (Attorney Docket No. PP028062.0003
(035784/311608)), filed May 18, 2006, and published as WO 2006/125117; the
contents of each of which are herein incorporated by reference in their entirety. Also
see the assays described 1n Schultze et al. (1998) 1;roc. Natl. Acad. Sci. USA 92.8200-
8204; Denton et al. (1998) Pediatr. Transplant, 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 er al. (1993) Immunology 79:439-444; and U.S.
Patent Nos. 5,674,492 and 5,847,082; herein incorporated by reference.

The antagonist anti-CD40 antibody or antigen-binding fragment thereof that is
to be formulated in accordance with the methods of the present invention can be
prepared using any method known in the art, inclucjing those methods disclosed
elsewhere herein. In one embodiment, the antagonist anti-CD40 antibody, for
example, the CHIR-12.12 or CHIR-5.9 monoclonal antibody, or antigen-binding
fragment thereof is recombinantly produced in a CHO cell line as described herein
below.

Following its preparation and purification, the antagonist anti-CD40 antibody
or antigen-binding fragment thereof can be formulated as a liquid pharmaceutical
composition in the manner set forth herein. Where:the antagonist anti-CD40 antibody
or antigen-binding fragment thereof is to be stored\:vprior to its formulation, it can be
frozen, for example, at < -20°C, and then thawed at room temperature for further
formuilation.

The liquid pharmaceutical compositions of the invention comprise a
therapeutically or prophylatically effective amount of the antagonist anti-CD40
antibody or antigen-binding fragment thereof. The amount of antibody or antigen-
binding fragment thereof present in the formulation takes into consideration the route

of administration and desired dose volume.
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In this manner, the liquid pharmaceutical compositions of the present
invention comprise the antagonist anti-CD40 antibody, for example, the CHIR-12.12
or CHIR-5.9 antibody, or antigen-binding fragment thereof at a concentration of about
0.1 mg/ml to about 50.0 mg/mt, about 0.5 mg/ml to about 40.0 mg/ml, about 1.0
mg/ml to about 35.0 mg/ml, about 1.0 mg/ml to about 30.0 mg/ml, about 5.0 mg/ml to
about 25.0 mg/ml, about 5.0 mg/m] to about 20.0 mg/ml, about 10.0 mg/ml to about
35.0 mg/ml, or about 15.0 mg/ml to about 25.0 mg/ml. In some embodiments, the
liquid pharmaceutical composition comprises the qhtagonist anti-CDA40 antibody or
antigen-binding fragment thereof at a concentratioi;{ of about 0.1 mg/ml to about 5.0
mg/ml, about 5.0 mg/ml to about 10.0 mg/ml, about 10.0 mg/ml to about 15.0 mg/ml,
about 15.0 mg/ml to about 20.0 mg/ml, about 20.0 mg/ml to about 25.0 mg/ml, about
25.0 mg/ml to about 30.0 mg/ml, about 30.0 mg/ml to about 35.0 mg/ml, about 35.0
mg/ml to about 40.0 mg/ml, about 40.0 mg/ml to about 45.0 mg/ml, or about 45.0
mg/ml to about 50.0 mg/ml. In other embodiments, the liquid pharmaceutical
composition comprises the antagonist anti-CD40 antibody or antigen-binding
fragment thereof at a concentration of about 15.0 mg/ml, about 16.0 mg/ml, about
17.0 mg/ml, about 18.0 mg/ml, about 19.0 mg/ml, about 20.0 mg/ml, about 21.0
mg/ml, about 22.0 mg/ml, about 23.0 mg/m], about.24.0 mg/ml, about 25.0 mg/ml,
about 26.0 mg/ml, about 27.0 mg/ml, about 28.0 mg/ml, about 29.0 mg/m!, about 30.0
mg/ml, about 31.0 mg/ml, about 32.0 mg/ml, about 33.0 mg/mi, about 34.0 mg/ml, or
about 35.0 mg/ml.

In accordance with the present invention, the antagonist anti-CD40 antibody,
for example, the monoclonal antibody CHIR-12.12 or CHIR-5.9 descnbed herein
below, or antigen-binding fragment thereof, is fong_ulated with a buffer that maintains
the pH of the pharmaceutical composition in the rz:ihge'of about pH 5.0 to about pH
7.0, and an amount of arginine in its acidic form, referred to herein as arginine-HCI,
sufficient to render the composition near isotonic. By “near isotonic™ is intended the
aqueous formulation has an osmolality of about 240 mmol/kg to about 360 mmol/kg,
preferably about 240 -to about 340 mmol/kg, more preferably about 250 to about 330
mmol/kg, even more preferably about 260 to about 320 mmol/kg, still more
preferably about 270 to about 310 mmol/kg. In some embodiments, the liquid

pharmaceutical composition has an osmolality of about 295 mmol/kg. Methods of
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determining the isotonicity of a solution are known to those skilled in the art. See, for
example, Setnikar e al. (1959) J. Am. Pharm. Assoc. 48:628.

The arginine-HCI not only serves as an isotonizing agent; but also serves to
stabilize the antibody against conformational changes, aggregate formation,
fragmentation, and/or deamidation during storage of the liquid pharmaceutical
compositions of the invention. By “during storage” is intended a liquid
pharmaceutical composition or formulation once prepared, is not immediately
administered to a subject. Rather, following preparation, it is packaged for storage,
either in a liquid form, in a frozen state, or in a dried form for later reconstitution into
a liquid form or other form suitable for administration to a subject. By “dried form”
is intended the liquid pharmaceutical composition of formulation 1s dried either by

freeze drying (i.e., lyophilization; see, for example, Williams and Polli (1984) J.

- Parenteral Sci. Technol. 38:48-59), spray drying (see Masters (1991) in Spray-Drying

Handbook (5th ed; Longman Scientific and Technical, Essez, UK.}, pp. 491-676;
Broadhead et al. (1992) Drug Devel. Ind. Pharm. 18:1169-1206; and Mumenthaler e/
él, (1994) Pharm. Res. 11:12-20), or air drying (Carpenter and Crowe (1988)
Cryobiclogy 25:459-470; and Roser (1991) Biopharm. 4:47-53). Conformational
changes, aggregate formation, fragmentation, and/or deamidation of an antibody
during storage of a liquid pharmaceutical composition can adversely affect biological
activity of the antibody, resulting in loss of therapeutic efficacy of the pharmaceutical
composition. Furthermore, aggregate formation may cause other problems such as
blockage of tubing, membranes, or pumps when the antibody-containing
pharmaceutical composition is administered using an infusion system.

Any stereoisomer (i.e., L, D, or DL isomer) .pf arginine, or combinations of
these stereoisomers, rr;ay be present in the pharmaééutical compositions of the
invention so long as the arginine is present in its acidic form, i.e., arginine-HCI.
Preferably the L—sterec‘)isomer is used. Compositions of the invention may also be
formulated with analogues of this amino acid. By “amino acid analogue” is intended
a derivative of the naturally occurring amino acid that brings about the desired effect
of rendering the compbsition near isotonic as well as decreasing aggregate formation,
fragmentation, and/or deamidation of the polypeptide during storage of the liquid

pharmaceutical compositions of the invention. Suitable arginine analogues include,
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for example, aminoguanidine and N-monoethyl L-arginine. As with the arginine, the
amino acid analoguesl are incorporated into the compositions in their acidic form.

The concentrﬁtion of arginine-HCl in the pl;armaceutical composition will
depend upon the contribution of other components to tonicity. In some embodiments,
the concentration of arginine-HCI is about 50 mM to about 300 mM, about 50 mM to
about 250 mM, about 50 mM to about 200 mM, about 50 mM to about 175 mM,
about 50 mM to about 150 mM, about 75 mM to about 175 mM, about 75 mM to
about 150 mM, about 100 mM to about |75 mM, about 100 mM to about 200 mM,
about 100 mM to about 150 mM, about 125 mM to.about 175 mM, about 125 mM to
about 150 mM, about 130 mM to about 170 mM, ai)out 130 mM to about 160 mM,
about 135 mM to about 155 mM, about 140 mM to about 155 mM, or about 145 mM
to about 155 mM. In one such embodiment, the concentration of arginine-HCl is
about 125 mM, about 150 mM, or about 175 mM.

The pH of a liquid antibody-containing pharmaceutical composition affects
the stability of the antibody contained therein, primarily through its affect on
polypeptide aggregate formation. Thus the amount of buffering agent present in the
pharmaceutical compositions of the invention will vary depending upon the pH
optimum for stability of a particular antagonist anti-CD4( antibody of interest.
Determination of this pH optimum can be achieved using methods generally available
in the art, including, for example, Differential Scanning Calorimetry (DSC), which
assesses conformational stability; SDS-PAGE and size—exclusi;an chromatography
(SEC-HPLC), which assess aggregation and fragmentation; and Cation-Exchange
HPLC (CIEX-HPLC) analysis, which assesses charge change-related degradation.
Preferred pH for the liquid pharmaceutical compositions of the invention is about pH
5.0,5.1,52,53,54,5.5,5.6,5.7,5.8,5.9, 6.0, 6.1,;}'6.2, 6.3, 6.4,6.5, 6.6, 6.7, 6.8,
6.9, 7.0, and other such values within the range of ébout pH 5.0 to about pH 7.0. In
some embodiments, the buffering agent maintains the pH of the pharmaceutical
composition in the range of about pH 5.0 to about pH 6.5, about pH 5.0 to about pH
6.0, about pH 5.0 to about pH 5.5, about pH 5.5 to about 7.0, about pH 5.5 to about
pH 6.5, or about pH 5.5 to about pH 6.0.

Any suitable buffering agent that maintains the pH of the liquid antagonist
anti-CD4( antibody pharmaceutical composition in the range of about pH 5.0 to about

pH 7.0 can be used in the formulation, so long as the physicochemical stability and
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desired biological activity of the antibody are retained as noted herein above. Suitable
buffering agents include, but are not limited to, conventional acids and salts thercof,
where the counter ion can be, for example, sodium,;potassium, ammonium, calcium,
or magnesium. Examples of conventional acids and salts thereof that can be used to
buffer the liquid pharmaceutical composition include, but are not limited to, citric acid
or citrate, succinic acid or succinate, acetic acid or acetate, tartaric acid or tartarate,
phosphoric acid or phosphate, gluconic acid or gluconate, glutamic acid or glutamate,
aspartic acid or aspartate, maleic acid or maleate, and malic acid or malate buffers. It
is recognized that the buffering agent can be a mixtg}rc of the acid and the salt form of
the acid, for example, a mixture of citric acid and ci}rate (referred to herein as a
citrate/citric acid buffer), a mixture of succinic acid and succinate (referred to herein
as a succinate/succinic acid buffer), a mixture of acetic acid and acetate (referred to
herein as an acetate/acetic acid buffer), and the like for each of the foregoing acid/acid
salt pairs. The concentration of the buffering agent can be from about | mM to about
50 mM, including about | mM, 2 mM, 5 mM, 8 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25
mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM, 45 mM, 50 mM, or other such values within the range
of about 1 mM to about 50 mM. In some embodiments, the concentration of the
buffering agent is from about S mM to about 15 mM, including about 5 mM, 6 mM, 7
mM, 8 mM, @ mM, IO mM, 11 mM, 12 mM, 13 mM, 14 mM, 15 mM, or other such
values within the range of about 5 mM to about 15 mM.

In some embodiments of the invention, the liquid pharmaceutical composition
comprises the desired concentration (i.e., about 0.1 mg/ml to about 50.0 mg/m! as
noted above) of an antagonist anti-CD40 antibody described elsewhere herein, for
gxample, the monoclonal antibody CHIR-12,12 or CHIR-5.9, or antigen-binding
fragment thereof, an amount of arginine-HC! to rcn(‘jer the composition near isotonic,
and a buffering agent that is a citrate/citric acid buffer, where the concentration of the
buffering agent is such that the buffering agent maintains the pH of the
pharmaceutical composition in the range of about pH 5.0 to about pH 7.0, preferably
about pH 5.0 to about pH 6.5, including about pH 5.0, 5.5, 6.0, and 6.5. By “citrate”
is intended a buffer comprising a salt of citric acid. In a preferred embodiment, the
citrate counterion is the sodium cation, and thus the citrate buffer component is
sodium citrate. However, any cation is expected to be effective. Other possible

citrate cations include, but are not limited to, potassium, ammonium, calcium, and
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magnesium. As noted above, a citrate/citric acid buffer comprises a mixture of the
acid (i.e., citric acid) and the salt form of the acid (i.e., citrate), where the counterion
in the salt form of the acid can be any suitable cation. In one such embodiment, the
counter ion for the salt form of the acid is the sodium cation, and hence the buffering
agent comprises a mixture of citric acid and sodium citrate. As noted above, the
concentration of the citrate/citric acid buffer can be from about 1 mM to about 50
mM, including about 1 mM, 2 mM, 5 mM, 8 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM,
30 mM, 35 mM, 40 mM, 45 mM, 50 mM, or other such values within the range of
about 1 mM to about 50 mM. In some embodiments, the citrate/citric acid buffer
concentration is from about 5 mM to about 15 mM,'.:kinCluding about 5 mM, 6 mM, 7
mM, 8 mM, 9 mM, 10 mM, 11 mM, 12 mM, 13 mM, 14 mM, or about 15 mM.

In other embodiments, the liquid pharmaceutical composition comprises an
antagonist anti-CD40 antibody such as the monoclonal antibody CHIR-12.12 or
CHIR-5.9, or antigen-binding fragment thereof, at a concentration of about 0.1 mg/m!
to about 50.0 mg/ml, about 5.0 mg/ml to about 35.0 mg/ml, about 10.0 mg/ml to
about 35.0 mg/ml, or about 10.0 mg/m! to about 20.0 mg/ml; an amount of arginine-
HCI to render the composition near isotonic; and the buffering agent is a citrate/citric
acid buffer at a2 concentration of about 1 mM to about 20 mM, about 5 mM to about
15 mM, preferably about 10 mM. In yet other embodiments, the liquid
pharmaceutical composition comprises an antagonisf anti-CD40 antibody such as the
monoclonal antibody CHIR-12.12 or CHIR-5.9, or antigen-binding fragment thereof,
at a concentration of about 0.1 mg/mi to about 50.0 mg/ml, about 5.0 mg/m! to about
35.0 mg/ml, about 10.0 mg/m! to about 35.0 mg/ml, or about 10.0 mg/ml to about
20.0 mg/ml; an amount of arginine-HCI to render the compaosition near isotonic; and
the buffering agent is sodium citrate/citric acid buff?r at a concentration of about |
mM to about 20 mM, about 5 mM to about 15 mM,Ebreferably about 10 mM.

In some preferred embodiments, the liquid pharmaceutical composition
comprises the antagonist anti-CD40 antibody, for example, the monoclonal antibody
CHIR-12.12 or CHIR-5.9, or antigen-binding fragment thereof; a buffering agent to
maintain the pH of the pharmaceutical composition within the range of about pH 5.0
to about pH 7.0; and the concentration of arginine-HCI is about 100 mM to about 200
mM. In some of these embodiments, the buffering agent is sodium citrate/citric acid

buffer at a concentration of about 5 mM to about 15 mM, the liquid pharmaceutical
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compositioh comprises the antagonist anti-CD40 antibody, for example, the
monoclonal antibody CHIR-12.12 or CHIR-5.9, or antigen-binding fragment thereof,
and the pharmaceutical composition has a pH of about pH 5.0 to about pH 7.0, about
pH 5.0 to about pH 6.5, or about pH 5.5 to about pH 6.0. In other embodiments, the
liquid pharmaceutical composition comprises the antagonist anti-CD40 antibody, for
example, the monoclonal antibody CHIR-12.12 or CHIR-5.9, or antigen-binding
fragment thereof, at a concentration of about 0.1 mg/m} to about 50.0 ﬁg/ml, about
5.0 mg/ml to about 35.0 mg/ml, or about 10.0 mg/m! to about 35.0 mg/ml, including
about 10.0 mg/ml, about 15.0 mg/ml, about 20.0 mg/ml, about 25.0 mg/ml, about 30.0
mg/ml, or about 35.0 mg/ml; about 150 mM arginiric-HCL; and the buffering agent is
about 10 mM sodium citrate/citric acid buffer; where the formulation has a pH of
about pH 5.5. l

Protein degradation due to freeze thawing or mechanical shearing during
processing of liquid pharmaceutical formulations of the present invention can be
inhibited by incorporation of surfactants into the formulation in order to lower the
surface tension at the solution-air interface. Thus, in some embodiments, the liquid
pharmaceutical composition comprises an antagonist anti-CD40 antibody, for
example, the monoclonal antibody CHIR-12.12 or CHIR-5.9, or antigen-binding
fragment thereof; a buffering agent to maintain the pH of the pharmaceutical
composition within the range of about pH 5.0 to abc;ut pH 7.0; an amount of arginine-
HClI to render the liquid pharmaceutical composition near isotonic; and further
comprises a surfactant. In other embodiments, the liquid pharmaceutical composition
comprises an antagonist anti-CD40 antibody, for example, the monoclonal antibody
CHIR-12.12 or CHIR-5.9, or antigen-binding fragment thereof; a buffering agent to
maintain the pH of the pharmaceutical composition within the range of about pH 5.0
to about pH 7.0; arginine-HCI at a concentration ofiélbout 50 mM to about 300 mM, or
about 100 mM to about 200 mM,; and further comprises a surfactant.

Typical surfactants employed are nonionic surfactants, including
polyoxyethylene sorbitol esters such as polysorbate 80 (Tween 80) and polysorbate 20
(Tween 20); polyoxypropylene-polyoxyethylene esters such as Pluronic F68;
polyoxyethylene alcol;ols such as Brij 35; simethicone; polyethylene glycol such as
PEG400; lysophosphatidylcholine; and polyoxyethylene-p-t-octylphenol such as

Triton X-100. Classic stabilization of pharmaceuticals by surfactants or emulsifiers is
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described, for example, in Levine et al. (1991) J. Pa}enteral Sci. Technol. 45(3):160-
165, herein incorporated by reference. A preferred surfactant employed in the
practice of the present invention is polysorbate 20 or polysorbate 80. Where a
surfactant is included, it is typically added in an amount from about 0.001 % to about
1.0%, about 0.001% to about 0.5%, about 0.001% to about 0.4%, about 0.001% to
about 0.3%, about 0.001% to about 0.2%, about 0.005% to about 0.5%, about 0.005%
to about 0.2%, about 0.01% to about 0.5%, about 0.01% to about 0.2%, about 0.03%
to about 0.5%, about 0.03% to about 0.3%, about 0.05% to about 0.5%, or about
0.05% to about 0.2%, where percentages are on a weight/volume (w/v) basis.

Thus, in some embodiments, the liquid pharmaceutical composition comprises
an antagonist anti-CD40 antibody, for example, the ;nonoclonal antibody CHIR-12.12
or CHIR-5.9, or antigen-binding fragment thereof; the buffering agent is a
citrate/citric acid buffer, for example, sodium citrate/citric acid buffer, at a
concentration of about | mM to about 50 mM, about 5 mM to about 25 mM, or about
5 mM to about 15 mM; the composition has a pH of about pH 5.0 to about pH 7.0,
about pH 5.0 to about pH 6.5, or about pH 5.5 to about pH 6.0; arginine-HCl is
present at a concentration of about 50 mM to about 300 mM, about 100 mM to about
200 mM, or about 50 mM to about 150 mM; and the pharmaceutical composition
further comprises a surfactant, for example, polysorbate 20, in an amount from about
0.001% to about 1.0% (w/v) or about (.001% to about 0.5% (w/v). In other
embodiments, the liquid pharmaceutical composition comprises an antagonist anti-
CD40 antibody, for example, the monoclonal antibody CHIR-12.12 or CHIR-5.9, or
antigen-binding fragment thereof, at a concentration of about 0.1 mg/ml to about 50.0
mg/ml, about 5.0 mg/ml to about 35.0 mg/ml, or about 10.0 mg/ml to about 35.0
mg/ml, including about 10.0 mg/ml, about 15.0 mg/ml, about 20.0 mg/ml, about 25.0
mg/ml, about 30.0 mg/ml, or about 35.0 mg/ml; about 50 mM to about 200 mM
arginine-HCI, including about 150 mM arginine-H(f‘l; the buffering agent is sodium
citrate/citric acid buffer at a concentration of about 5 mM to about 20 mM, including
about 10 mM; and the pharmaceutical composition optionally comprises a surfactant,
for example, polysorbate 20, in an amount from about 0.001% to about 1.0% (w/v),
including about 0.001% to about 0.5% (w/v), about 0.01% to about 0.25% (w/v),
about 0.025% to about 0.2% (w/v), about 0.025% to about ¢.1% (w/v), or about

0.05% to about 0.2% (w/v); where the liquid pharmaceutical composition has a pH of
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about pH 5.0 to about pH 7.0, about pH 5.0 to about pH 6.0, about pH 5.0 to about pH
5.5, about pH 5.5 to about pH 6.5, about pH 5.5 to about pH 6.0, or about pH 5.5.

The liquid phamaceutical composition can be essentially‘free of any
preservatives and othe!r carriers, excipients, or stabilizers. Alternatively, the
pharmaceutical composition can optionally include one or more preservatives, for
example, antibacterial agents, pharmaceutically acceptable carriers, excipients, or
stabilizers described elsewhere herein provided they do not adversely affect the
physicochemical stability of the anti-CD40 antibody or antigen-binding fragment
thereof. Examples of acceptable carriers, excipients, and stabilizers include, but are
not limited to, additional buffering agents, co-solven’;s, surfactants, antioxidants
including ascorbic acid and methionine, chelating aéents such as EDTA, metal
complexes (for example, Zn-protein complexes), and biodegradable polymers such as
polyesters. A thorough discussion of formulation and selection of pharmaceutically
acceptable carriers, stabilizers, and isomolytes can be found in Remington's
Pharmaceutical Sciences (18'h ed.; Mack Publishing Company, Eaton, Pennsylvania,
1990), herein incorporated by reference. |

Thus, in one embodiment, the antagonist anti-CD40 antibody-containing
liquid pharmaceutical compositions of the invention further comprise the amino acid
methionine to inhibit oxidation of oxidizable amino acid residues within the antibody
polypeptide chains. By “inhibit” is intended minimél accumulation of oxidized
species over time. Inhibiting oxidation results in greater retention of the antagonist
anti-CD40 antibody in its proper molecular form. Any stereoisomer of methionine (L,
D, or DL isomer) or combinations thereof can be used. The amount to be added
should be an amount sufficient to inhibit oxidation of the oxidizable amino acid
residues such that the amount of oxidized species is acceptable to regulatory agencies.
Typically, this means that the composition contains ‘i:rilo more than about 10% to about
30% oxidation products. Generally, this can be achieved by adding methionine such
that the ratio of methionine added to methionine residues ranges from about 1:1 to
about 1000:1, most preferably 10G:1 to about 100:1.

The preferred amount of methionine to be added can readily be determined
empirically by preparing the composition comprising the antagonist anti-CD40
antibody of interest, or antigen-binding fragment thereof, with different '

concentrations of methionine and determining the relative effect on formation of
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oxidative species of the polypeptide using, for instance, chromatographic separation
of the molecular species and identification using polypeptide molecular weight
standards, such as with RP-HPLC, or hydrophobic interaction chromatography (HIC)
as described below in Example 1. That concentration of methionine that maximizes
inhibition of oxidation of oxidizable amino acid resi;dues, without having adverse
affects on amino acid-related inhibition of antibody aggregation, would represent a
preferred amount of methionine to be added to the composition to further improve
antibody stability.

Thus, in some embodiments of the invention, the liquid pharmaceutical

composition comprises an antagonist anti-CD40 antibody, for example, the

monoclonal antibody CHIR-12.12 or CHIR-5.9, or afhtigen—binding fragment thereof;
the buffering agent is a citrate/citric acid buffer, for example, sodium citrate/citric
acid buffer, at a concentration of about | mM to aborut 50 mM, about 5 mM to about
25 mM, or about 5 mM to about 15 mM; the pharmaceutical composition has a pH of
about pH 5.0 to about pH 7.0, about pH 5.0 to about pH 6.5, or about pH 5.5 to about
pH 6.0; arginine-HCI is present at a concentration of about 50 mM to about 300 mM,
about 100 mM to about 200 mM, or about 50 mM to about 150 mM; a surfactant is
present, for example, polysorbate 20 or polysorbate 80, in an amount from about
0.001% to about 1.0% (w/v) or about 0.001% to about 0.5% (w/v); and the
pharmaceutical composition further comprises methonine at a concentration of about
0.5 mM to about 20.0 mM, about 0.5 mM to about 10.0 mM, about 1.0 mM to about
20.0 mM, about 1.0 mM to about 10.0 mM, about 1.0 mM to about 7.0 mM, about 2.0
mM to about 6.0 mM, or about 2.5 mM to about 5.0 mM. In other embodiments, the
liquid pharmaceutical composition comprises an antagonist anti-CD40 antibody, for
example, the monoclonal antibody CHIR-12.12 or CHIR-5.9, or antigen-binding
fragment thereof, at a concentration of about 0.1 mg[mi to about 50.0 mg/ml, about
5.0 mg/ml to about 35.0 mg/ml, or about 10.0 mg/ml to about 35.0 mg/ml, including
about 10.0 mg/ml, about 15.0 mg/ml, about 20.0 mg/ml, about 25.0 mg/ml, about 30.0
mg/ml, or about 35.0 mg/ml; about 5¢ mM to about- 200 mM arginine-HCY, including
about 150 mM arginine-HCl,; sodium citrate/citric acid buffer at a concentration of
about 5 mM to about 20 mM, including about 10 mM; optionally a surfactant, for
example, polysorbate 20, in an amount from about 0.001% to about 1.0% (w/v),
including about 0.001% to about 0.5% (w/v), about 0.01% to about 0.25% (w/v),
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about 0.025% to about 0.2% (w/v), about 0.025% to about 0.1% (w/v), or about
0.05% to about 0.2% (w/v); and optionally methionine, for example, at a
concentration of about 0.5 mM to about 10.0 mM, about 1.0 mM to about 7.0 mM,
about 2.0 mM to about 6.0 mM, or about 2,5 mM toi__about 5.0 mM, including about
2.0 mM, about 2.5 mM, about 3.0 mM, about 3.5 mM, about 4.0 mM, about 4.5 mM,
about 5.0 mM, or about 5.5 mM; where the liquid pharmaceutical composition has a
pH of about pH 5.0 to about pH 7.0, about pH 5.0 to about pH 6.0, about pH 5.0 to
about pH 5.5, about pH 5.5 to about pH 6.5, about pH 5.5 to about pH 6.0, or about
pH 5.5,

In yet other embodiments, the liquid pharmaceutical composition comprises
the monoclonal antibody CHIR-12.12 or CHIR-5.9,:._‘or antigen-binding fragment
thereof, at a concentration of about 0.1 mg/ml to about 50.0 mg/ml, about 5.0 mg/ml
to about 35.0 mg/ml, or about 10.0 mg/ml to about 35.0 mg/mj, including about 10.0
mg/ml, about 15.0 mg/ml, about 20.0 mg/ml, about 25.0 mg/ml, about 3¢.0 mg/ml, or
about 35.0 mg/ml; about 100 mM to about 200 mM arginine-HCI, including about
150 mM arginine-HCI; sodium citrate/citric acid buffer at a concentration of about 5
mM to about 20 mM, including about 10 mM; optionally a surfactant, for example,
polysorbate 20, in an amount from about 0.025% to about 0.1% (w/v); and optionally
methionine, for example, at a concentration of about 2.0 mM to about 5.5 mM,
including about 5.0 mM; where the liquid pharmaceutical composition has a pH of
about pH 5.0 to about pH 6.0, including about pH 5.5.

In addition to those agents disclosed above, other stabilizing agents, such as
albumin, ethylenediaminetetracetic acid (EDTA) or one of its salts such as disodium
EDTA, can optionally be added to further enhance the stability of the liquid
pharmaceutical compositions. Where desirable, the amount of albumin can be added
at concentrations of about 1.0% w/v or less. The EDTA acts as a scavenger of metat
ions known to catalyzé many oxidation reactions, thﬁjs providing an additional
stabilizing agent. Where desirable, the amount of EDTA can be added at
concentrations of about 0.1 to about 5.0 mM.

Where desirable, sugars or sugar alcohols may alse be included in the
stabilized liquid antagonist anti-CD40 antibody-containing pharmaceutical
compositions of the présent invention. Any sugar such as mono-, di-, or

polysaccharides, or water-soluble glucans, including for example fructose, glucose,
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mannose, sorbose, xylose, maltose, lactose, sucrose, dextran, pullulan, dextrin,
cyclodextrin, soluble starch, hydroxyethyl starch and carbloxymethylcelIulose-Na may
be used. Sucrose is the most preferred sugar additive. Sugar alcohol is defined as a
C4-C8 hydrocarbon having an -OH group and includes, for example, mannitol,
sorbitol, inositol, galacititol, dulcitol, xylitol, and arﬁbitolm with mannitol being the
most preferred sugar alcohol additive. The sugars or sugar alcohols mentioned above
may be used individually or in combination. There is no fixed limit to the amount
used, as long as the sugar or sugar alcohol is soluble in the liquid preparation and does
not adversely effect the stabilizing effects achieved using the methods of the
invention. Preferably, the sugar or sugar alcohol concentration is between about 1.0
% and about 15.0% (w/v), more preferably between':about 2.0% and about 10.0%
(wiv).

After the liquid pharmaceutical composition described herein is prepared, it
can be lyophilized to prevent degradation. Methods for lyophilizing liquid
compositions are known to those of ordinary skill in the art. Just prior to use, the
composition may be réconstitutpd with a sterile diluent (Ringer's solution, distilled
water, or sterile saline, for example) that may include additional ingredients, Upon
reconstitution, the composition is preferably administered to subjects using those
methods that are known ta those skilled in the art,

The liquid antagonist anti-CD40 antibody-containing pharmaceutical
compositions of the invention are stable and thus have increased storage stability
relative to antagonist anti-CD40 antibody compositions prepared in buffered solutions
comprising sodium chloride as the isotonizing agent. Without being bound by theory,
it is believed that this increased storage stability is observed in the liquid formulation,
whether stored directly in that form for later use, stored in a frozen state and thawed
prior to use, or prepared in a dried form, such as a lyophilized, air-dried, or spray-
dried form, for later reconstitution into a liquid forrr,l:';or other form prior to use.
Preferably, compositions of the invention are stored'rdirectly in their liquid form to
take full advantage of the convenience of having increased storage stability in the
liquid form, ease of administration without reconstitution, and ability to supply the
formulation in prefilled, ready-to-use syringes or as multidose preparations if the

formulation is compatible with bacteriostatic agents.
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The compositions of the invention relate to the discovery that the use of
arginine-HCI as an isotonizing agent and a mixture of an acid and its salt form, such
as sodium citrate/citric acid, as the buffering agent results in a liquid antagonist anti-
CD49 antibody-containing pharmaceutical composition that has increased storage
stability relative to a liquid antagonist anti-CD4( antibody-containing pharmaceutical
composition prepared with sodium chloride and the respective buffering agent. The
increased storage stability of the compasition is achieved through the influence of the
acidic form of arginine on stability of the therapeutically active antagonisit anti-C40
antibody, more particularly its influence on polypeptide aggregation, fragmentation,
and deamidation during storage in liquid formulations. Furthermore, incorporation of
arginine-HCl as an isotonizing agent in a liquid antagonist anti-CD40 antibody
composition buffered ih the manner set forth herein results in liquid pharmaceutical
compositions that are near isotonic without having to include additional isotonizing
agents, such as sodium chloride.

The acidic form of arginine incorporated into the stable liquid pharmaceutical
compositions of the invention protects the therapeutically active antagonist anti-CD40
antibody or antigen-biﬁding fragment thereof against physical and chemical changes,
thereby increasing stability of the antibody during storage of the composition. By
“increasing stability” is intended that one or more of aggregate formation,
fragmentation, and deamidation by the antibody during storage of the liquid
pharmaceutical composition is decreased relative to that observed during storage of a
liquid pharmaceutical composition comprising the antagonist anti-CD40 antibody and
the same formulation components with the exception of the absence of this particular
isotonizing and stabilizing agent. The effect of arginine-HCI on antagonist anti-CD40
antibody aggregation during storage in a liquid composition can be readily determined
by measuring the change in soluble anti-CD40 antibody in solution over time.
Amount of soluble anti-CD40 antibody in solution can be quantified by a number of
analytical assays adapted to detection of the antibody of interest. Such assays include,
for example, reverse phase (RP)-HPLC, size exclusion (SEC)-HPLC, and UV .
absorbance. Aggregation can also be monitored using SDS-PAGE. See also the
Examples herein below.

In the case of aggregation, an effective amount of arginine-HCI to incorporate

within an antagonist anti-CD40 antibody-containing liquid pharmaceutical
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composition to obtain the stable pharmaceutical compositions of the invention would
be viewed as an amount that resulted in decreased aggregate formation over time, and
hence greater retention of soluble antagonist anti-CD40 antibody in solution in its
nonaggregated, biologically active molecular form. Thus, for example, where the
antagonist anti-CD40 antibody is the CHIR-12.12 monoclonal anti-CD40 antibody
described in the Examples below, an effective amount of arginine-HCI for use in
preparing a stable composition of the invention would be an amount that resulted in
greater retention of the CHIR-12.12 antibody in its monomeric molecular form.

Without being bound by theory, increased storage stability of the stable liquid
antagonist anti-CD40 antibody-containing compositions of the invention may also be
associated with the inhibitory effects of arginine-HCI on antibody fragmentation
and/or deamidation of glutamine and/or asparagine residues within the therapeutically
active antibody during storage. The effect of arginine-HC] on antibody fragmentation
can readily be determined by monitoring changes in molecular species within the
formulation over time, for example, using SDS-PAGE and/or SEC-HPLC analysis;
see the Examples'herei_n below. The effect of arginine-HCI on deamidation of the
anti-CD40 antibody polypeptide during storage in a liquid composition can readily be
determined by monitoring the amount of antagonist anti-CD40 antibody present in its
deamidated form over time. Methods for measuring molecular species, i.¢., native or
deamidated, of a polypeptide present in solution phase are generally known in the art.
Such methods include chromatographic separation of; the molecular species and
identification using polypeptide molecular weight stgndards, such as with RP-HPLC,
or cation exchange chromatography (CIEX-HPLC) as described in the Examples
below.

The stable liquid antagonist anti-CD40 antibody-containing pharmaceutical
compositions of the invention may contain other compounds that increase the
effectiveness or promote the desirable qualities of the antagonist anti-CD40 antibody
of interest that serves aé a therapeutically active corﬁi)onent so long as the primary
stabilizing effect achieved with the arginine-HCl is not adversely affected. The
composition must be safe for administration via the route that is chosen, it must be
sterile, and must retain its desired therapeutic activity.

The pharmaceutical compositions of the present invention can be prepared, for

example, by premixing the stabilizing and buffering agents, and any other excipients,
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prior to incorporation of the antagonist anti-CD40 antibody of interest. Any additional
excipients that may be added to further stabilize the compositions of the present
invention must not adversely affect the stabilizing effects of the primary isotonizing
and stabilizing agent, i.e., the arginine-HC], further in combination with the buffering
agent, as used to obtain the novel compositions disclosed herein. Following addition
of the arginine-HCI to achieve near isotonicity and increased stability of the
antagonist anti-CD40 antibody of interest, pH of the liquid composition is adjusted
using the buffering agent, preferably within a range disclosed herein, more preferably
to the pH optimum for the antagonist anti-CD40 antibody of interest, for example, a
pH between about pH 5.0 and pH 7.0, preferably about pH 5.5, for the monoclonal
antibody CHIR-12,12. Although pH can be adjusted following addition of the
antagonist anti-CD40 antibody into the compositioni-preferably it is adjusted prior to
addition of this polypeptide, as this can reduce the riSk of denaturation the
polypeptide. Appropriate mechanical devices are then used for achieving a proper mix
of constituents.

Thus, the present invention provides a method for increasing the stability of an
aMagmmtanCD40émﬂmd%ormﬂ@embmdmgﬁagnﬂuﬂwmoﬂhlquMd
pharmaceutical composition. The method compriseé. combining the antagonist anti-
CD40 antibody or antigen-binding fragment thereof with a buffering agent that
maintains the pharmaceutical composition at a pH between about pH 5.0 and pH 7.0,
and an amount of arginine-HCI sufficient to render the composition near isotonic, In
smmemm&mmwAMbM&mga@mmadmmﬁmw%MbMﬁnmmmmmmmmn
of the buffering agent is about 5 mM to about 50 mM, and the amount of arginine-
HCI provides for a concentration of this isotonizing agent within the composition of
between about 50 mM to about 300 mM arginine-HCI. In other embodiments, the
antagonist anti-CD40 antibody is the CHIR-12.12 or CHIR-5.9 antibody, or antigen-
binding fragment thereof; the buffering agent is about 5 mM to about 25 mM sodium
citrate/citric acid buffer; the concentration of arginiﬁeHCl within the composition is
about 150 mM, and the composition has a pH of about 5.0, about 5.5, about 6.0, or
about 6.5.

- The stabilized liquid pharmaceutical composition comprising the antagonist
anti-CD40 antibody of interest, for example, an antagonist anti-CD40 antibody such

as the CHIR-12.12 or CHIR-5.9 monoclonal antibody, or antigen-binding fragment
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thereof should be formulated in a unit dosage and may be in an injectable or infusible
form such as solution, suspension, or emulsion. As previously noted, it can be stored
frozen or prepared in the dried form, such as a lyophilized powder, which can be
reconstituted into the liquid solution, suspensicn, or emulsion before administration
by any of various methods including oral or parenteral routes of administration.
Preferably it is stored in the liquid formulation to take advantage of the increased
storage stability achieved in accordance with the methods of the present invention as
outlined below. The stabilized pharmaceutical composition is preferably sterilized by
membrane filtration and is stored in unit-dose or multi-dose containers such as sealed
vials or ampules. Additioral methods for formulating a pharmaceutical composition
generally known in the art may be used to further enhance storage stability of the
liquid pharmaceutical compositions disclosed herein provided they do not adversely
affect the beneficial effects of the preferred stabilizi;g and buffering agents disclosed
described herein above. A thorough discussion of formulation and selection of
pharmaceutically acceptable carriers, stabilizers, etc. can be found in Remington’s
Pharmaceutical Sciences (1990) (18lh ed., Mack Pub. Co., Eaton, Pennsylvania),
herein incorporated by reference.

In this manner, the present invention provides an article of manufacture
compnsing a container holding a stable liquid antagonist anti-CD40 antibody-
containing pharmaceutical composition of the invention, and optionally comprising
instructions for its use. Suitable containers include, for example, vials, bottles, and
syringes. The container may be formed from a variety of materials, such as plastic or
glass. In one embodiment, the container is a 3-50 cc single-use glass vial.
Alternatively, for a ready-to-use formulation, the container may be, for example, a 3-
100 cc glass vial. The container holds the formulation and the label on, or associated
with, the container may indicate directions for use. The article of manufacture may
further include other matenals desirable from a commercial and user standpoint,
including other buffers, diluents, filters, needles, sylj_nges, and package inserts with

instructions for use.

Anti-CD40 Antibodies in the Pharmaceutical Compositions of the Invention

The pharmaceutical compositions of the present invention comprise anti-CD40

antibodies, particularly antagonist anti-CD40 antibodies or antigen-binding fragments

225 -



10

15

20

25

30

WO 2007/124299 . PCT/US2007/066757

~ b,
"nn.
5

thereof that target the CD40 receptor and which modulate ADCC, interfere with
CD40 signaling, panicﬁlarly CD40 signaling pathways that are mediated by
interaction of CD40 with the CD40 ligand (CD40L), or both. By “CDA40 antigen,”
“CD40 cell surface antigen,” “CD40 receptor,” or “CD40” is intended a
transmembrane glycoprotein that belongs to the tumor necrosis factor (TNF) receptor
family (sce, for example, U.S. Patent Nos. 5,674,492 and 4,708,871, Stamenkovic ef
al. (1989) EMBO 8: 1463; Clark (1990) Tissue Antigéns 36:33; Barclay et al. (1997)
The Leucocyte Antigen Facts Book (2d ed.; Academic Press, San Diego)). Two
isoforms of human CD40, encoded by alternatively spliced transcript variants of this
gene, have been identified. The first isoform (also known as the "long isoform” or
"isoform 1") is expressed as a 277-amino-acid precursor polypeptide (SEQ 1D NO:12
(first reported as GenBank Accession No. CAA43045, and identified as isoform 1 in
GenBank Accession No. NP_001241), encoded by éEQ ID NO:11 (see GenBank
Accession Nos. X60592 and NM_001250)), which has a signal sequence represented
by the first 19 residues. The second isoform (also known as the "short isoform" or
"isoform 2") is expressed as a 203-amino-acid precursor polypeptide (SEQ ID NO:10
(GenBank Accession No. NP_690593), encoded by SEQ ID NO:9 (GenBank
Accession No. NM_ 152854)), which also has a signal sequence represented by the
first 19 residues. The precursor polypeptides of these two isoforms of human CD40
share in common their first 165 residues (i.e., residues 1-165 of SEQ ID NO:10 and
SEQ ID NO:12). The precursor polypeptide of the short isoform (shown in SEQ ID
NO:10) is encoded by a transcript variant (SEQ [D NO:9) that lacks a coding
segment, which leads to a translation frame shift; thé resulting CD40 isoform containg
a shorter and distinct C-terminus (residues 166-203 of SEQ ID NO: 10} from that
contained in the long isoform of CD40 (C-terminus shown in residues 166-277 of
SEQ ID NO:12). For purposes of the present invention, the term “CD40 antigen,”
“CDA40 cell surface antigen,” “CD40 receptor,” or “CD40" encompasses both the
short and long isoforms of CD40. ‘

The CDA40 antigen is displayed on the surface of a variety of cell types, as
described elsewhere herein. By “displayed on the surface™ and “expressed on the
surface” is intended that all or a portion of the CD40 antigen is exposed to the exterior
of the cell. The displayed or expressed CD40 antigen may be fully or partially
glycosylated.
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By “agonist activity” is intended that a substance functions as an agonist. An
agonist combines with a receptor on a cell and initiates a reaction or activity that is
similar to or the same as that initiated by the receptor’s natural ligand. An agonist of
CD40 induces any or all of, but not limited to, the following responses: B cell
proliferation and differentiation, antibody production, intercellular adhesion, B cell
memory generation, isotype switching, up-regulation of cell-surface expression of
MHC Class IT and CD80/86, and secretion of pro-inﬁammatory cytokines such as IL-
8, IL-12, and TNF. By “antagonist activity” is intended that the substance functions
as an antagonist. An antagonist of CD40 prevents or reduces induction of any of the
responses induced by binding of the CD40 receptor to an agonist ligand, particularly
CD40L. The antagonist may reduce induction of any one or more of the responses to
agonist binding by 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, preferably 40%, 45%,
530%, 55%, 60%, more preferably 70%, 80%, 85%, af'nd most preferably 90%, 95%,
99%, or 100%. Methods for measuring CD40 ligand binding specificity and
antagonist activity of an anti-CD40 therapeutic agent, for example, an anti-CD40
antibody, are known in the art and include, but are not limited to, standard
competitive binding assays, assays for monitoring immunoglobulin secretion by B
cells, B cell proliferati{on assays, Banchereau-Like-B cell proliferation assays, T cell
helper assays for antibody production, co-stimulation of B cell proliferation assays,
and assays for up-regulation of B cell activation markers. See, for example, such
assays disclosed in WO 00/75348 and U.S. Patent No. 6,087,329, herein incorporated
by reference. Also see, provisional applications entitled “Antagonist Anti-CD40
Monoclonal Antibodies and Methods for Their Use,’; filed November 4, 2003,
November 26, 2003, and April 27, 2004, and assigned U.S. Patent Application Nos.
60/517,337 (Attorney Docket No. PP20107.001 (035784/258442)), 60/525,579
(Attorney Docket No. PP20107.002 (035784/271525)), and 60/565,710 (Attorney
Docket No. PP20107.003 (035784/277214)), respectively, and International Patent
Application No. PCT/US2004/037152 (Attorney Docket No. PP20107.004
(035784/282916)), also entitled “Antagonist Anti-CD40 Monoclonal Antibodies and
Methods for Their Use,” filed November 4, 2004, and published as WO
2005/044854); the contents of each of which are herein incorporated by reference in

their entirety.
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By “significant” agonist activity is intended an agonist activity of at least 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, or 100% greater than
the agonist activity induced by a neutral substance or negative control as measured in
an assay of a B cell response. Preferably, “significant” agonist activity is an agonist
activity that is at least 2-fold greater or at least 3-fold greater than the agonist activity
induced by a neutral substance or negative control as measured in an assay of a B cell
response. Thus, for example, where the B cell respdnse of interest i1s B cell
proliferation, “significant™ agonist activity would be induction of a level of B cell
proliferation that is at least 2-fold greater or at least 3-fold greater than the level of B
cell proliferation induced by a neutral substance or negative control. In one
embodiment, a non-specific immunoglobulin, for example IgG1, that does not bind to
CD40 serves as the negative control. A substance “free of significant agonist
activity” would exhibit an agonist activity of not more than about 25% greater than
the agonist activity induced by a neutral substance o?r negative control, preferably not
more than about 20% greater, 15% greater, 10% greater, 5% greater, 1% greater,
0.5% greater, or even not more than about 0.1% greater than the agonist activity
induced by a neutral substance or negative control as measured in an assay of a B cell
response.

In some embodiments of the invention, the stable liquid pharmaceutical
compositions of the invention comprise an antagonist anti-CD40 antibody. Such
antibodies are free of significant agonist activity as noted above when bound to a
CD40 antigen on a human cell. In one embodiment of the invention, the antagonist
anti-CD40 antibody is free of significant agonist acﬁvity in one cellular response. In
another embodiment of the invention, the antagonist anti-CD40 antibody is free of
significant agonist activity in assays of more than one cellular response (e.g.,
proliferation and differentiation, or proliferation, differentiation, and, for B cells,
antibody production). In some embodiments of the invention, the antagonist anti-
CD40 antibody is, for example, the fully human monoclonal antibody CHIR-12.12 or
CHIR-5.9, or antigen-binding fragment thereof, as noted herein below.

Any of the assays known in the art can be used to determine whether an anti-
CD40 antibody acts as an antagonist of one or more B cell responses. In some”
embodiments, the anti-CD40 antibody acts as an antagonist of at least one B cell

response selected from the group consisting of B cell proliferation, B cell
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differentiation, antibody production, intercellular adhesion, B cell memory generation,
isotype switching, up-regulation of cell-surface expression of MHC Class II and
CD80/86, and secretion of pro-inflammatory cytokines such as IL-8, IL-12, and TNF.
Of particular interest are antagonist anti-CD40 antibodies that free of significant
agonist activity with respect to B cell proliferation when bound to the human CD40
antigen on the surface of a human B cell.

In one such embodiment, the anti-CD40 antibody is an antagonist of B cell
proliferation as measured in a B cell proliferation assay such as that described in
Example 4 herein below, and the antagonist anti-CD40 antibody stimulates B cell
proliferation at a level that is not more than about 25% greater than the B cell
proliferation induced by a neutral substance or negative control, preferably not more
than about 20% greater, 15% greater, 10% greater, 5% greater, 1% greater, 0.5%
greater, or even not more than about 0.1% greater than the B cell proliferation induced
by a neutral substancé or negative control. :

In other embodiments, the anti-CD40 antibody is an antagonist of B cell
proliferation that is induced by another anti-CD40 antibody, for example, the S2C6
anti-CD40 antibody, as measured in a B cell proliferation assay such as that described
in Example 4 herein below, and the level of B cell proliferation stimulated by the
other anti-CD40 antibody in the presence of the antagonist anti-CD40 antibody is not
more than about 25% of the B cell proliferation induced by the other anti-CD40
antibody in the absence of the antagonist anti-CD40 antibody (i.e., at least 75%
inhibition), preferably not more than about 20%, 15%, 10%, 5%, 1%, 0.5%, or even
not more than about 0.1% of the B cell proliferation:induced by the other anti-CD40
antibody in the absence of the antagonist anti-CD40 antibody.

In yet other embodiments, the anti-CD40 antibody is an antagonist of B cell
proliferation that is induced by the cell line EL4B5 as measured in the B cell
activation assay described in Example 4 herein below, and the level of B cell
proliferation stimulated by the EL4B35 cell line in the presence of the antagonist anti-
CDA40 antibody is not more than about 25% of the B cell proliferation induced by this
cell line in the absence of the antagonist anti-CD40 {éntibody (i.c., at least 75%
inhibition), preferably not more than about 20%, 15%, 10%, 5%, 1%, 0.5%, or even
not more than about 0.1% of the B cell proliferation induced by this cell line in the

absence of the antagonist anti-CD40 antibody.
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In still other embodiments, the anti-CD40 antibody is an antagonist of human
T-cell-induced antibody production by human B cells as measured in the human T-
cell helper assay for ar{ﬁbody production by B cells described in Example 4 herein
below. In this manner, the level of 1gG antibody production, IgM antibody
production, or both IgG and [gM antibody production by B cells stimulated by T cells
in the presence of the antagonist anti-CD40 antibody is not more than about 50% of
the respective antibody production by B cells stimulfcl_ted by T cells in the absence of
the antagonist anti-CD40 antibody (i.e., at leést 75% inhibition), preferably not more
than about 25%, 20%, 15%, 10%, 5%, 1%, 0.5%, or even not more than about 0.1%
of the respective antibody production by B cells stimulated by T cells in the absence
of the antagonist anti-CD40 antibody.

By “CD40 ligand” is intended any peptide, polypeptidé or protein that can
bind to and activate one or more CD40 signaling pathways Thus, “CD40 ligands”
include, but are not hmlted to, full-length CD40 llgand proteins and variants and
fragments thereof that retain sufficient activity to carry out the function of binding to
and stimulating CD40 signaling on CD40-expressing cells. Modifications to a native
CDA40 ligand, for example, human CD40 ligand (CDA40L; also known as CD154),
include, but are not limited to, substitutions, deletions, truncations, extensions, fusion
proteins, fragments, peptidomimetics, and the like. In some embodiments of the
invention, an assay for assessing biological activity of an antagonist anti-CD40
antibody includes the use of soluble CD40L, for example, soluble recombinant human
CD40L (Alexis Corporation, Bingham, Nottinghamshire, UK) to stimulate CD40
signaling on CD40- expressmg cells.

By “CD40L-mediated CD40 signaling” is intended any of the biological
activities that result from interaction of the cell-surface receptor CD40 with a CD40
ligand. Examples of CD4(Q signaling are signals that lead to proliferation and survival
of CD40-expressing cells, and stimulation of one or more CD40-signaling pathways
within CD40-expressing cells. A CD40 “signaling pathway” or “signal transduction
pathway” is intended to mean at least one biochemical reaction, or a group of
biochemical reactions, that results from interaction of the CD40 receptor with a CD40
ligand, for example, CD40L, and which generates a signal that, when transmitted
through the signal pathway, leads to activation of one or more downstream molecules

in the signaling cascade. Signal transduction pathways involve a number of signal
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transduction molecules that lead to transmission ofa signal from the cell-surface
CDA0 receptor across the plasma membrane of a cell, and through one or more in a
series of signal transduction molecules, through the cytoplasm of the cell, and in some
instances, into the cell’s nucleus. CD40 signal transduction pathways include, for
example, the AKT signaling pathway, which leads to activation of AKT, and
ultimately activation of NF-kB via the NF-kB signaling pathway; and mitogen-
activated protein kinase (MAPK) signaling pathways, including the MEK/ERK
signaling pathway and the MEK/p38 signaling pathWay, which lead to activation of
ERK and p38, respectively. The balance between activation and blocking of these
signaling pathways favors either cell survival or apoptosis.

In some embodiments, the stable pharmaceutical compositions of the
invention comprise antagonist anti-CD40 antibodies that block CD40L-mediated
CD40 signaling. For a more detailed description of the role of antagonist anti-CD40
antibodies in blocking CD40L-mediated CD40 signaling, see, for example,
provisional applications entitled “Antagonist Anti-CD40 Monoclonal Antibodies and
Methods for Their Use,” filed November 4, 2003, November 26, 2003, and April 27,
2004, and assigned U.S. Patent Application Nos. 60/517,337 (Attorney Docket No.
PP20107.001 (035784/258442)), 60/525,579 (Attorney Docket No. PP20107.002
(035784/271525)), and 60/565,710 (Attorney Docket No. PP20107.003
(035784/277214)), respectively, and International Patent Application No.
PCT/US2004/037152 (Attorney Docket No. PP20107.004 (035784/282916)), also
entitled “Antagonist Anti-CD40 Monoclonal Antibodies and Methods for Their Use,”
filed November 4, 2004, and published as WO 2005/044854; the contents of each of
which are herein incorporated by reference in their éntirety. See also provisional
application entitled “Methods for Diagnosis and Treatment of Proliferative Disorders
Mediated by CD40 Signaling,” filed December 9, 2005, and assigned U.S. Patent
Application No. 60/749,285 (Attorney Docket No. PP028035.0002 (035784/304312)),
and corresponding International Patent Application No. PCT/US2006/0194 14
(Attorney Docket No. PP028035.0003 (035784/311611)), filed May 18, 2006, and
published as WO 2006/125143; and provisional application entitled “Methods for
Diagnosis and Treatment of Diseases Having an Autoimmune and/or Inflammatory
Component,” filed December 9, 2005, and assigned U.S. Patent Application No.
60/749,336 (Attorney Docket No. PP028062.0002 (035784/304311)), and
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corresponding International Patent Application PCT/US2006/019325 (Attorney
Docket No. PP028062.0003 (035784/311608)), filed May 18, 2006, and published as
WO 2006/125117; the contents of each of which are herein incorporated by reference
in their entirety.

The stable liquid pharmaceutical compositions of the present invention
comprise anti-CD40 antibodies, particularly antagonist anti-CD40 antibodies and/or
antigen-binding fragments thereof. The following terms and definitions apply to such
antibodies.

“Antibodies” and “immunoglobulins™ (Igs) are glycoproteins having the same
structural characteristics. The terms are used synonymously. In some instances the
antigen specificity of the immunoglobulin may be known.

The term “antibody” is used in the broadest sense and covers fully assembled
antibodies, antibody fraéments that can bind antigen (e.g., Fab, F(ab'),, Fv, single
chain antibodies, diabodies, antibody chimeras, hybr'_id antibodies, bispecific
antibodies, humanized antibodies, and the like), and'?;ecombinant peptides comprising
the forgoing.

The terms “monoclonal antibody” and “mAb” as used herein refer to an
antibody obtained from a substantially homogeneous population of antibodies, i.e., the
individual antibodies comprising the population are identical except for possible
naturally occurring mutations that may be present in minor amounts.

“Native antibodies” and “native immunoglobulins™ are usually
heterotetrameric glycoproteins of about 150,000 daltons, composed of two identical
light (L) chains and two identical heavy (H) chains. Each light chain is linked to a
heavy chain by one covalent disulfide bond, while the number of disulfide linkages
varies among the heavy chains of different immunoglobulin isotypes. Bach heavy and
light chain also has regularly spaced intrachain disulfide bridges. Each heavy chain
has at one end a variable domain (Vy) followed by a number of constant domains.
Each light chain has a variable domain at one end (V1) and a constant domain at its
other end; the constant domain of the light chain is aligned with the first constant
domain of the heavy chain, and the light chain varial?le domain is aligned with the
variable domain of the heavy chain. Particular amiﬁé?o acid residues are believed to

form an interface between the light and heavy-chain vanable domains,
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The term “variable” refers to the fact that certain portions of the variable
domains differ extensively in sequence among antibodies. Variable regions confer
antigen-binding specificity. However, the variability is not evenly distributed
throughout the variable domains of antibodies. It is concentrated in three segments
called complementarity determining regions (CDRs) or hypervariable regions, both in
the light chain and the heavy-chain variable domains. The more highly conserved
portions of variable domains are celled in the framework (FR) regions. The variable
domains of native heaW and light chains each com[;ﬁse four FR regions, largely
adopting a B-pleated-sheet configuration, connected by three CDRs, which form loops
connecting, and in some cases forming part of, the B-pleated-sheet structure. The
CDRs in each chain are held together in close proximity by the FR regions and, with
the CDRs from the other chain, contribute to the formation of the antigen-binding site
of antibodies (see, Kabat ef al. (1991) NIH Publ. No. 91-3242, Vol. |, pages 647-669).
The constant domains are not involved directly in binding an .antibody to an antigen,
but exhibit various effector functions, such as Fc reéeptor (FcR) binding, participation
of the antibody in antibody-dependent cellular toxicity, initiation of complement
dependent cytotoxicity, and mast cell degranulation.

The term “hypervariable regton,” when used herein, refers to the amino acid
residues of an antibody that are responsible for antigen-binding. The hypervariable
region comprnises amino acid residues from a “complementarily determining region”
or “CDR” (i.e., residues 24-34 (L1), 50-56 (L2), and 89-97 (L3) in the light-chain
variable domain and 31-35 (H1), 50-65 (H2), and 95-102 (H3) in the heavy-chain
variable domain; Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest,
Sth Ed. Public Health Service, National Institute off‘Health, Bethesda, MD) and/or
those residues from a “hypervariable loop” (i.e., residues 26-32 (L1), 50-52 (L2), and
01-96 (L3) in the light-chain variable domain and (H1), 53-55 (H2), and 96-101 (H3)
in the heavy chain variable domain; Clothia and Lesk, (1987) J. Mol. Biol., 196:901-
917). “Framework” or “FR” residues are those variable domain residues other than
the hypervanable region residues, as herein deemed.

“Antibody fragments” compnse a portion o[f‘.an intact antibody, preferably the
antigen-binding or variable region of the intact anti‘-body. Examples of antibody
fragments include Fab, Fab, F(ab')2, and Fv fragments; diabodies; linear antibodies

(Zapata et al. (1995) Protein Eng. 10:1057-1062); single-chain antibody molecules;
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and multispecific antibodies formed from antibody fragments. Papain digestion of
antibodies produces two identical antigen-binding fragments, calied “Fab” fragments,
each with a single antigen-binding site, and a residual “Fc” fragment, whose name
reflects its ability to crystallize readily. Pepsin treatment yields an F(ab")2 fragment
that has two antigen-combining sites and is still capable of cross-linking antigen.

“Fv” is the minimum antibody fragment that contains a complete antigen
mcogﬁﬁonandbmdmgsh& This region consists of a dimer of one heavy- and one
light-chain variable domain in tight, non-covalent association. It is in this
configuration that the three CDRs of each variable domain interact to define an
antigen-binding site on the surface of the V-V, dimer. Collectively, the six CDRs
confer antigen-binding specificity to the antibody. However, even a single variable
domain (or half of an Fv comprising only three CDRs specific for an antigen) has the
ability to recognize and bind antigen, although at a lower affinity than the entire
binding site.

The Fab fragment also contains the constant ';:lomain of the light chain and the
first constant domain (Cy 1) of the heavy chain. Fab 'fragments differ from Fab'
fragments by the addition of a few residues at the carboxy terminus of the heavy chain
Cul domain including one or more cysteines from the antibody hinge region. Fab'-
SH is the designation herein for Fab' in which the cysteine residue(s) of the constant
domains bear a free thiol group. Fab' fragments are produced by reducing the F(ab')2
fragment’s heavy chain disulfide bridge. Other chemical couplings of antibody
frz;gments are also known.

The “light chains” of antibodies (immunoglobulins) from any vertebrate
species can be assigned to one of two clearly distinct types, called kappa (k) and
lambda (), based on the amino acid sequences of their constant domains.

Depending on the amino acid sequence of the constant domain of their heavy
chains, immunoglobulins can be assigned to different classes. There are five major
classes of human immunoglobulins: IgA, 1gD, IgE, IgG, and 1gM, and several of these
may be further divided intc subclasses (isotypes), e.g., 1gG1, 1gG2, IgG3, IgG4, 1gAl,
and [gA2. The heavy-chain constant domains that correspond to the different classes
of immunoglobulins are called alpha, delta, epsilon,;gamma, and mu, respectively.
The subunit structures and three-dimensional conﬁéurations of different classes of

immunoglobulins are well known. Different isotypes have different effector
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functions. For example, human 1gG1 énd IgG3 isotypes have ADCC (antibody
dependent cell-mediated cytotoxicity) activity.

The word “label” when used herein refers to a detectable compound or
composition that is conjugated directly or indirectly to the antibody so as to gencrate a
“labeled” antibody. The label may be detectable by itself (e.g., radioisotope labels or
fluorescent labels) or, in the case of an enzymatic label, may catalyze chemical
alteration of a substrate.compound or composition that is detectable.

A “host cell,” as used herein, refers to a microorganism or a eukaryotic cell or
cell line cultured as a unicellular entity that can be, or has been, used as a recipient for
a recombinant vector o'r other transfer polynucleotidés, and include the progeny of the
original cell that has been transfected. It is understood that the progeny of a single
cell may not necessarily be completely identical in morphology or in genomic or total
DNA complement as the original parent, due to natural, accidental, or deliberate
mutation,

“Human effector cells” are leukocytes that express one or more FcRs and
perform effector functions. Preferably, the cells express at least FcyRIII and carry out
antigen-dependent cell-mediated cyotoxicity (ADCC) effector function. Examples of
human leukocytes that mediate ADCC include peripheral blood mononuclear cells
(PBMC), natural killer (NK) cells, monocytes, macrophages, eosinophils, and
neutrophils, with PBMCs and NK cells being preferred. Antibodies that have ADCC
activity are typically of the IgG1 or 1gG3 isotype. Note that in addition to isolating
IgG1 and 1gG3 antibodies, such ADCC-mediating antibodies can be made by
engineering a variable region from a non-ADCC antibody or variable region fragment
to an IgG1 or IgG3 isotype constant region.

The terms “Fc receptor” or “FcR” are used to describe a receptor that binds to
the Fc region of an antibody. The preferred FcR is a native-sequence human FcR.
Moreover, a preferred FcR is one that binds an IgG antibody (a gamma receptor) and
includes receptors of the FeyRI, FeyRIL, and FeyRII subclasses, including allelic
variants and alternatively spliced forms of these receptors. FcyRII receptors include
FcyRIIA (an “activating receptor”) and FcyRIIB (an “inhibiting receptor”), which
have similar amino acid sequences that differ primarily in the cytoplasmic domains
thereof. Activating receptor FcyRIIA contains an immunoreceptor tyrosine-based

activation motif (ITAM) in its cytoplasmic domain. Inhibiting receptor FcyRIIB
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contains an immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif (ITIM) in its cytoplasmic
domain (see Daeron (1997) Annu. Rev. Immunol. 15:203-234). FcRs are reviewed in
Ravetch and Kinet (1991) Annu. Rev. Immunol. 9:457-492 (1991); Capel et al. (1994)
Immunomethods 4:25-34; and de Haas et al. (1995) J. Lab. Cﬁ’n. Med. 126;330-341.
Other FcRs, including those to be identified in the future, are encompassed by the
term “FcR™ herein. The term also includes the neonatal receptor, FcRn, which 1s
responsible for the transfer of maternal IgGs to the fetus (Guyer et al. (1976) J.
Immuneol. 117:387 and Kim ez al. (1994) J. Immunol. 24:249 (1994)).

There are a number of ways to make human antibodies, For example,
secreting cells can be immortalized by infection with the Epstein-Barr virus (EBV),
However, EBV-infected cells are difficult to clone and usually produce only relatively
low yields of immunoglobulin (James and Bell (1987) J. Immunol. Methods 100:5-
40). In the future, the immortalization of human B cells might possibly be achieved
by introducing a defined combination of transforming genes. Such a possibility is
highlighted by a recent demonstration that the expression of the telomerase catalytic
subunit together with the SV40 large oncoprotein and an oncogenic allele of H-ras
resulted in the tumorigenic conversion of normal human epithelial and fibroblast cells
(Hahn et al. (1999) Nature 400:464-468). It is now possible to produce transgenic
animals (e.g., mice) that are capable, upon immunization, of producing a repertoire of
human antibodies in the absence of endogenous immunoglobulin productioﬁ
(Jzkobovits ef al. (1993) Nature 362:255-258; Lonberg and Huszar (1995) [nt. Rev.
Immurol. 13:65-93; Fishwild et al. (1996) Nat. Biotechnol. 14:845-851; Mendez ef al.
(1997) Nat. Geret. 15:146-156; Green (1999) J. Immunol. Methods 231:11-23;
Tomizuka et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:722-727, reviewed in Little ef
al. (2000) Immunol. Today 21:364-370). For example, it has been described that the
homozygous deletion of the antibody heavy-chain joining region (Ju) gene in chimeric
and germ-line mutant mice results in complete inhibition of endogenous antibody
production (Jakobovits ef al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2551-2555).
Transfer of the human germ-line immunoglobulin gene array in such germ-line
mutant mice results in the production of human antibodies upon antigen challenge
(Jakobovits et al. (1993) Nature 362:255-258). Mendez et al. (1997) (Nature Genetics
15:146-156) have generated a line of transgenic miq§: that, when challenged with an

antigen, generates high affinity fully human antibodies. This was achieved by germ-
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line integration of megabase human heavy-chain anéi" light-chain loci into mice with
deletion into endogenous Jy; segment as described above. These mice (XenoMouse®
IT technology (Abgenix; Fremont, California)) harbor 1,020 kb of human heavy-chain
locus containing approximately 66 Vy genes, complete Dy and Ji; regions, and three
different constant regions, and also harbors 800 kb of human x locus containing 32
Vk genes, Jk segments, and Cx genes. The antibodies produced in these mice closely
resemble that seen in humans in all respects, including gene rearrangement, assembly,
and repertoire. The human antibodies are preferentially expressed over endogenous
antibodies due to deletion in endogenous segment that prevents gene rearrangement in
the murine locus. Such mice may be immunized with an antigen of particular interest.

Sera from such immunized animals may be screened for antibody reactivity
against the initial antigen. Lymphocytes may be isolated from lymphvnodes or spleen
cells and may further be sclected for B cells by selecting for CD138-negative and
CD19-positive cells. In one aspect, such B cell cultures (BCCs) may be fused to
myeloma cells to generate hybridomas as detailed above.

In another aspect, such B cell cultures may be screened further for reactivity
against the initial antigen, preferably. Such Screenin'jg includes énzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) with the target/antigen protein, a competition assay
with known antibodies that bind the antigen of interest, and in vitro binding to
transiently transfected CHO or other cells that express the target antigen.

Monoclonal antibodies to CD40 are known in the art. See, for example, the
sections dedicated to B-cell antigen in McMichael, ed. (1987; 1989) Leukocyte Typing
Il and IV (Oxford University Press, New York); U.S. Patent Nos. 5,674,492;
5,874,082; 5,677,165, 6,056,959; WO 00/63395; International Publication Nos. WO
02/28905 and WO 02/28904; Gordon ef al. (1988) J Immunol. 140:1425; Valle et al.
(1989) Eur. J. Immunol. 19:1463; Clark et al. (1986) PNAS 83:4494; Paulie er 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
etal, (1991) J. Immunol. 147:8; Banchereau ef al. (1991) Clin. Immunol.'Specter
3:8; and Banchereau et al. (1991) Science 251:70; all of which are herein incorporated
by reference. Other anti-CD40 monoclonal antibodies include, but are not limited to,
humanized anti-CD40 antibodies, such as SGN-40 (Tai et al (2004) Cancer Res.
64:2846-52; U.S. Patent No. 6,838,261), which 1s the humanized form of the murine
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anti-CD40 antibody SGN-14 (Francisco et al. (2000)" Cancer Res. 60:3225-31), and
the agonist and antagonist antibodies disclosed in U.S. Patent Application Publication
No. 2004/0120948; herein incorporated by reference in their entirety.

Of particular interest to the present invention are antagonist anti-CD40
antibodies or antigen-binding fragments thereof that serve to block CD40L-mediated
CDA40 signaling, and which may also modulate ADCC, as does, for example, the
CHIR-12.12 antibody described herein below.

Antagonist anti-CD40 antibodies for use in the stable liquid pharmaceutical
compositions of the invention include monoclonal antibodies or antigen-binding
fragments thereof that are capable of specifically binding to human CD40 antigen
expressed on the surface of a human cell. In some e;nbodiments, the antagonist anti-
CD40 antibodies within the stable liquid pharmaceutical compositions exhibit a strong
single-site binding affinity for the CD40 cell-surface antigen. Such monoclonal
antibodies exhibit a dissociation equilibrium constant (Kp) for CD40 of at least 10°°
M, at least 3 X 10° M, preferably at least 10°M to 107 M, more preferably at least
16" M to about 10™"* M, measured using a standard assay such as Biacore™. Biacore
analysis is known in thé art and details are provided:in the "BlAapplications
handbook." Methods described in WO 01/27160 can be used to modulate the binding
affinity.

Of particular interest are antagonist anti-CD40 antibodies that are free of
significant agonist activity as defined herein above but exhibit antagonist activity
when bound to CD40 antigen on human cells, particularly when bound to CD40
antigen on neoplastic human B cells. In one embodiment of the invention, the
antagonist anti-CD40 antibody is free of significant agonist activity in one B cell
response. In aﬁother embodiment of the invention, the antagonist anti-CD40 antibody
is free of significant agonist activity in assays of more than one B cell response (e.g.,
proliferation and differentiation, or proliferation, differentiaticn, and antibody
production). Suitable monoclonal anti-CD40 antibodies have human constant
regions; preferably they also have wholly or partially humanized framework regions;
and most preferably are fully human antibodies or antigen-binding fragments thereof.
Examples of such monoclonal antibodies are the antibodies designated herein as

CHIR-5.9 and CHIR-12.12.
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Thus, in some embodiments, the antagonist ar;lti—CD4O antibody present in the
stable liquid pharmaceuticdl compositions of the inve;ntion is the monoclonal antibody
CHIR-5.9 or CHIR-12.12. The CHIR-5.9 and CHIR-12.12 antibodies are fully
human anti-CD40 monoclonal antibodies of the IgG, isotype pfoduced from the
hybridoma cell lines 131.2F8.5.9 (referred to herein as the cell line 5.9) and
153.8E2.D10.D6.12.12 (referred to herein as the cell line 12.12). These cell lines
were created using splenocytes from immunized xenotypic mice containing the
human IgG, heavy chain locus and the human k chain locus (XenoMouse®
technology; Abgenix; Fremont, California). The spleen cells were fused with the
mouse myeloma SP2/0 cells (Sierra BioSource). The resulting hybridomas were sub-
cloned several times to :create the stable monoclonal cell lines 5.9 and 12.12. Other
antibodies of the invention may be prepared similarly using mice transgenic for
human immunoglobulin loci or by other methods known in the art and/or described
herein.

The nucleotide and amino acid sequences of the variable regions of the CHIR-
12.12 antibody, and the amino acid sequences of the variable regions of the CHIR-5.9
antibody, are disclosed herein. More particularly, the amino acid sequences for the
leader, variable, and constant regions for the light cha';in and heavy chain for mAb
CHIR-12.12 are set forth in SEQ ID NO:2 (comp]eté sequence for the light chain of
mAb CHIR-12.12), SEQ ID NO:4 (complete sequence for the heavy chain for mAb
CHIR-12.12), and SEQ ID NO:5 (complete sequence for a variant of the heavy chain
for mAb CHIR-12.12 set forth in SEQ [D NO:4, where the variant comprises a serine
substitution for the alanine residue at position 153 of SEQ ID NO:4). The nucleotide
sequences encoding the light chain and heavy chain for mAb CHIR-12.12 are set forth
in SEQ ID NO:1 {(coding sequence for the light chain for mAb CHIR-12.12) and SEQ
ID NO:3 (coding sequence for the heavy chain for mAb CHIR-12.12). The amino
acid sequences for the leader, variable, and constant :regions for the light chain and
heavy chain of the CHIR-5.9 mAb are set forth in SEQ ID NO:6 (complete sequence
for the light chain of mAb CHIR-5.9), SEQ ID NO:7 (complete sequence for the
heavy chain of mAb CHIR-5.9), and SEQ ID NO:8 (complete sequence for a variant
of the heavy chain of mAb CHIR-5.9 set forth in SEQ ID NO:7, where the variant
comprises a serine substitution for the alanine residue at position 158 of SEQ ID

NO:7). Further, hybridomas expressing CHIR-5.9 (mouse hybridoma line
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131.2FR.5.9 (CMCC#IZOM) and CHIR-12.12 (miﬁuse hybridoma line
153.8E2.D10.D6.12.12 (CMCC#12056) antibodies have been deposited with the
ATCC (American Type Culture Collection; 10801 University Blvd., Manassas,
Virginia 20110-2209 (USA)) on September 17, 2003, with a patent deposit .
designation of PTA-5542 and PTA-5543, respectively.

In addition to antagonist activity, anti-CD4Q antibodies for use in the stable
liquid pharmaceutical compositions of the present invention can have another
mechanism of action against a tumor cell. For example, native CHIR-5.9 and CHIR-
12.12 antibodies have ADCC activity. Alternatively, the variable regions of the
CHIR-5.9 and CHIR-12.12 antibodies can be expressed on another antibody isotype
that has ADCC activity. It is also possible to conjugate native forms, recombinant
forms, or antigen-binding fragments of CHIR-5.9 or CHIR-12.12 to a cytotoxin, a
therapeutic agent, or a radioactive metal ion or radioisotope, as noted herein below.

The CHIR-5.9 and CHIR-12.12 monoclonal antibodies bind soluble CD40 in
ELISA-type assays, prevent the binding of CD40-ligand to cell-surface CD40, and
displace the pre-bound CD40-ligand, as determine_d by flow cytometric assays.
Antibodies CHIR-5.9 and CHIR-12.12 compete with each other for binding to CD40
but not with 15838, the anti-CD40 monoclonal antibody described in U.S. Provisional
Application Serial No. 60/237,556, titled " Human Anti-CD40 Antibodies," filed
October 2, 2000, and PCT International Application No. PCT/US01/30857, also
titled "Human Anti-CD40 Antibodies," filed October 2, 2001 (Attorney Docket No.
PP16092.003), both of which are herein incorporated by reference in their entirety.
When tested in vitro for effects on proliferation of B cells from normal human
subjects, CHIR-5.9 and CHIR-[2.12 act as antagonist anti-CD40 antibodies.
Furthermore, CHIR-5.9 and CHIR-12.12 do not induce strong proliferation of human

lymphocytes from normal subjects. These antibodies are able to kill CD40-expressing

target cells by antibody dependent cellular cytotoxicity (ADCC). The binding affinity
of CHIR-5.9 for human CD40 is 1.2x10® M and the binding affinity of CHIR-12.12 is
5x107'°M, as determined by the Biacore™ assay.

Other antagonist anti-CD40 antibodies that share the binding characteristics of
the monoclonal antibodies CHIR-5.9 and CHIR-12.12 described above include, but
are not limited to the following: (1) the monoclonal antibodies produced by the

hybridoma cell lines designated 131.2F8.5.9 (referfed to herein as the cell line 5.9)
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and 153.8E2.D10.D6.12.12 (referred to herein as the cell line 12.12), deposited with
the ATCC as Patent Deposit No. PTA-5542 and P;tent Deposit No. PTA-5543,
respectively; (2) a monoclonal antibody comprising an amino acid sequence selected
from the group consisting of the sequence shown in SEQ ID NO:2, the sequence
shown in SEQ ID NO:4, the sequence shown in SEQ ID NO:5, both the sequences
shown in SEQ ID NO:2 and SEQ ID NO:4, and both the sequences shown in SEQ ID
NO:2 and SEQ ID NO:5; (3) 2 monoclonal antibody comprising an amino acid
sequence selected from the group consisting of the sequence shown in SEQ ID NO:6,
the sequence shown in SEQ ID NO:7, the sequence shown in SEQ ID NO:8, both the
sequences shown in SEQ ID NO:6 and SEQ ID NO:7, and both the sequences shown
in SEQ ID NO:6 and SEQ ID NO:8; (4) a monoclonal antibody having an amino acid

sequence encoded by a nucleic acid molecule comprising a nucleotide sequence

-selected from the group consisting of the nucleotide sequence shown in SEQ ID

NO:1, the nucleotide sequence shown in SEQ ID NO:3, and both the sequences
shown in SEQ ID NO:1 and SEQ ID NO:3; (5) a monoclonal antibody that binds to
an epitope capable of binding the monoclonal antibody produced by the hybridoma
cell line 5.9 or the hybridoma cell line 12.12; (6) a monoclonal antibody that binds to
an epitope comprising residues 82-87 of the amino:’;acid sequence shown in SEQ ID
NO:10 or SEQ ID NO:12; (7) a monoclonal antibody that competes with the
monoclonal antibody CHIR-5.9 or CHIR-12.12 in a competitive binding assay; and
(8) a monoclonal antibody that is an antigen-binding fragment of the CHIR-12.12 or
CHIR-5.9 monoclonal antibody or the foregoing monoclonal antibodies in preceding
items (1)-(7), where the fragment retains the capability of specifically binding to the
human CD40 antigen.

Those skilled in the art recognize that the antibodies and antigen-binding
fragments of these antibedies described herein include antibodies and antigen-binding
fragments thereof that are produced recombinantly‘hsing methods well known in the
art and described herein below, and include, for example, monoclonal antibodies
CHIR-5.9 and CHIR-12.12 that have been recombinantly produced.

Additional antagonist anti-CD40 antibodies include the monoclonal antibodies
referred to as 5SD12, 3A8 and 3C6, which are secreted by a hybridoma having ATCC
accession numbers HB 11339, HB 12024 and HB 11340, respectively. See, for

example, U.S. Patent No. 6,315,998, herein incorpo:__rated by reference in its entirety.
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Other antagonist anti-CD40 antibodies are known in the art. See, for example,
the human anti-CD40 antibody produced by the h)}_bridoma designated F4-465
disclosed in U.S. Patent Application Publication 1\:1‘05. 20020142358 and
20030059427; herein incorporated by reference in their entirety. F4-465 was obtained
from the HAC mouse (Kuroiwa e? al. (2000) Nature Biotech. 10:1086 (2000)) and

therefore expresses the human lambda light chain.

Production of Antibodies for the Pharmaceutical Compositions of the Invention

The antibodies for use in the pharmaceutical compositions of the present
invention, for example, the antagonist anti-CD40 antibodies disclosed herein, can be
produced using any antibody production method known to those of skill in the art.
Thus, polyclonal sera may be prepared by conventional methods. In general, a
solution containing the antigen of interest, the CD40 antigen, is first used to immunize
a suitable animal, preferably a mouse, rat, rabbit, or goat. Rabbits or goats are
preferred for the preparation of polyclonal sera due to the volume of serum
obtainable, and the availability of labeled anti-rabbit and anti-goat antibodies.

Polyclonal sera can be prepared in a transgenic animal, preferably a mouse
beéring human immunoglobulin loci. In a preferred embediment, St9 cells expressing
the protein of interest, for example, CD40, are useci as the immunogen. Immunization
can also be performed by mixing or emulsifying the antigen-containing solution in
saline, preferably in an adjuvant such as Freund's complete adjuvant, and injecting the
mixture or emulsion parenterally (generally subcutaneously or intramuscularly). A
dose of 50-200 pg/injection is typically sufficient. Immunization is generally boosted
2-6 weeks later with one or more injections of the protein in saline, preferably using
Freund's incomplete adjuvant. One may alternatively genecrate antibodies by in vitro
immunization using methods known in the art, which for the purposes of this
invention is considered equivalent to iz vivo immunization. Polyclonal antisera are
obtained by bleeding the immunized animal into a élass or plastic container,
incubating the blood at 25°C for one hour, followed by incubating at 4°C for 2-18
hours. The serum is recovered by centrifugation (e.g., 1,000 x g for 10 minutes).
About 20-50 mi per biced may be obtained from rabbits.

Production of the Sf 9 (Spodoptera frugiperda) cells is disclosed in U.S.
Patent No. 6,004,552, incorporated herein by reference. In the case of CD40, briefly,

b
(o
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sequences encoding human CD40 were recombined into a baculovirus using transfer
vectors. The plasmids were co-transfected with \i/ild-type baculovirus DNA into Sf 9
cells. Recombinant baculovirus- infected St 9 cells were identified and clonally
purified.

Preferably the antibody is monoclonal in nature. By “monoclonal antibody” is
intended an antibody obtained from a population of substantially homogeneous
antibodies, i.e., the i‘ndividual antibodies comprising the population are identical
except for possible naturally occurring mutations that may be present in minor
amounts. The term is not limited regarding the species or source of the antibody. The
term encompasses whole immunoglobulins as well as fragments such as Fab, F(ab')2,
Fv, and others which retain the antigen binding function of the antibody. Monoclonal
antibodies are highly specific, being directed agaiﬁst a single antigenic site; for
example, in the case of anti-CD40 antibodies, the CD40 cell surface antigen.
Furthermare, in contrast to conventional (polyclonal} antibody preparations that
typically include different antibodies directed against different determinants
(epitopes), each monoclonal antibody is directed against a single determinant on the
antigen. The modifier “monoclonal” indicates the character of the antibody as being
obtained from a substantially homogeneous populé;tion of antibodies, and is not to be
construed as requiring production of the antibody by any particular method. For
example, the monoclonal antibodies to be used in accordance with the present
invention may be made by the hybridoma method first described by Kohler et al.
(1975) Nature 256:495, or may be made by recombinant DNA methods (see, e.g.,
U.S. Patent No. 4,81’6,567). The “monoclonal antibedies™ may also be isolated from
phage antibody libraries using the techniques described in, for example, Clackson et
al. (1991) Nature 352:624-628; Marks et al. (1991) J. Mol. Biol. 222:581-597I; and
U.S. Patent No. 5,514,548.

By “epitope” is intended the part of an antigenic molecule to which an
antibody is produced and to which the antibody will bind, Epitopes can comprise
linear amino acid residues (i.e., residues within the epitope are a'rranged sequentially
one after another in a linear fashion), nonlinear amino acid residues (referred to herein
as “nonlinear epitopes”; these epitopes are not arranged sequentially), or both linear

and nonlinear amino acid residues.
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Monoclonal antibodies can be prepared using the method of Kohler er a/.
(1975) Nature 256:495-496, or a modification thereof Typically, a mouse is
immunized with a solution containing an antlgen Immumzat10n can be performed by
mixing or emulsifying the antigen-containing solution in saline, preferably in an
adjuvant such as Freund’s complete adjuvant, and injecting the mixture or emulsion
parenterally. Any method of immunization known in the art may be used to obtain
the monoclonal antibodies of the invention. After immunization of the animal, the
spleen (and optionally, several large lymph nodes) are removed and dissociated into
single cells. The spleen cells may be screened by applying a cell suspension to a plate
or well coated with the antigen of interest. The B cells expressing membrane bound
immunoglobulin specific for the antigen bind to the plate and are not rinsed away.
Resulting B cells, or all dissociated spleen cells, are then induced to fuse with
myeloma cells to form hybridomas, and are cultured in a selective medium. The
resulting cells are plated by senal dilution and are assayed for the production of
antibodies that specifically bind the antigen of interest (and that do not bind to
unrelated antigens). The selected monoclonal antibody (mAb)-secreting hybridomas
are then cultured either in vitro (e.g., in tissue culture bottles or hollow fiber reactors),
or in vivo (as ascites in mice).

Where antagonist anti-CD40 antibodies ar% to be prepared using recombinant
DNA methods, the DNA encoding the monoclonal antibodies is readily isolated and
sequenced using conventional procedures (e.g., by using oligonucleotide probes that
are capable of binding specifically to genes encoding the heavy and light chains of
murine antibodies). . The hybridoma cells described herein serve as a preferred source
of such DNA. Oncé isolated, the DNA may be placed into expression vectors, which
are then transfected into host cells such as E. coli cells, simian COS cells, Chinese
Hamster Ovary (CHO) cells, or myeloma celis that do not otherwise produce
immunoglobulin protein, to obtain the synthesis of monoclonal antibodies in the
recombinant host cells. Review articles on recombinant expression in bacteria of
DNA encoding the antibody include Skerra ef al. (1993) Curr. Opinion in Immunol,
5:256 and Phickthun (1992) immunol. Revs. 130:151. Alternatively, antibody can be
produced in a cell line such as a CHO cell line, as disclosed in U.S. Patent Nos.
5,545,403; 5,545,405; and 5,998,144; incorporated herein by reference. Briefly the

cell line is transfected with vectors capable of expressing a light chain and a heavy
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chain, respectively. By transfecting the two proteins on separate vectors, chimeric
antibodies can be produced. Another advantage is, the correct glycosylation of the
antibody.

In some embodiments, the antagonist anti-CD40 antibody, for example, the
CHIR-12.12 or CHIR—5.9 antibedy, or antigen-binding fragment thereof is produced
in CHO cells using the GS gene expression system (Lonza Biologics, Portsmouth,
New Hampshire), which uses glutamine synthetase as a marker. See, also U.S. Patent
Nos. 5,122,464, 5,591,639; 5,658,759; 5,770,359; 5,827,739; 5,879,936; 5,891,693,
and 5,981,216; the contents of which are herein incorporated by reference in their
entirety.

Additionaily, antibodies for use in the pharmaceutical compositions of the
invention can be chimeric antibodies that have thetdesired binding characteristics.
Thus, for example, chimeric anti-CD40 antibodies for use in the methods of the
invention could have the binding characteristics of the CHIR-5.9 and CHIR-12.12
monoclonal antibodies described herein. By “chimeric” antibodies is intended
antibodies that are most preferably derived using recombinant deoxyribonucleic acid
techniques and which comprise both human (including immunologically “related”
species, e.g., chimpanzee) and non-human components. Thus, the constant region of
the chimeric antibody is most preferably substantiglly identical to the constant region
of a natural human antibody; the variable region of the chimeric antibody is most
preferably derived from a non-human source and has the desired antigenic specificity
to the antigen of interest, i.e., the CD40 antigen. The non-human source can be any
vertebrate source that can be used to generate antibodies to a human antigen or
material comprising a human CD40 antigen. Such non-human sources include, but
are not limited to, rodents (e.g., rabbit, rat, mouse, etc.; see, for example, U.S. Patent
No. 4,816,567, herein incorporated by reference) and non-human primates (e.g., Old
World Monkey, Ape, etc.; see, for example, U.S. Patent Nos. 5,750,105 and
5,756,096; heremn incorporated by reference). As used herein, the phrase
“immunologically active” when used in reference, for example, to chimeric anti-
CD40 antibodies, means a chimeric antibody that binds human CD40.

By “humanized” is intended forms of antibodies that contain minimal
sequence derived from non-human immunoglobulin sequences. For the most patt,

humanized antibodies are human immunoglobuling (recipient antibody) in which
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residues from a hypervariable region (also known as complementarity determining
region or CDR) of the recipient are replaced by residues from a hypervariable region
of a non-human spe(;ies (donor antibody) such as &10use, rat, rabbit, or nonhuman
primate having the desired specificity, affinity, and capacity. The phrase
“complementarity defennining region” refers to amino acid sequences which together
define the binding affinity and specificity of the natural Fv region of a native
immunoglobulin binding site. See, ¢.g., Chothia ef al ( 1987) J. Mol. Biol. 196:901-
917; Kabat et a/ (1961) U. S. Dept. of Health and Human Services, NIH Publication
No. 91-3242). The phrase “constant region” refers to the portion of the antibody
molecule that confers effector functions. In previous work directed towards
producing non-immunogenic antibodies for use in therapy of human disease, mouse
constant regions were substituted by human constant regions. The constant regions of
the subject humanizéd antibodies were derived froﬁ human immunoglobulins.
However, these humanized antibodies still elicited an unwanted and potentially
dangerous immune response in humans and there was a loss of affinity. Humanized
antibodies, for example, humanized anti-CD40 antibodies, for use in the
pharmaceutical compositions of the present invention have binding characteristics
similar to those exhibited by the parent antibody of interest, for example, the CHIR-
5.9 and CHIR-12.12 monoclonal antibodies descrit_;ied herein. | _
Humanization can be essentially performed fqllowing the method of Winter
and co-workers (Jones et al. (1986) Nature 321:522-525; Riechmann et al. (1988)
Nature 332:323-327; Verhoeyen ef al. (1988) Science 239:1534-1536), by
substituting rodent or. mutant rodent CDRs or CDR sequences for the corresponding
sequences of a human antibody. See also U.S. Patent Nos. 5,225,539; 5,585,089;
5,693,761; 5,693,762; 5,859,205; herein incorporated by reference. In some
instances, residues within the framework regions of one or more variable regions of
the human immunoglobulin are replaced by corresponding non-human residues (see,
for example, U.S. Pat_entNos. 5,585,089; 5,693,76 .l\’; 5,693,762; and 6,180,370).
Furthermore, humanized antibodies may comprise fesidues that are not found m the
recipient antibody or in the donor antibody. These modifications are made to further
mﬁmammepmmmmmewgJodmmd%hmaﬁMW)hwymmLme‘
humanized antibody will comprise substantially all of at least one, and typically two,

variable domains, in which all or substantially all of the hypervariable regions
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correspond to those of a non-human immunogiobulin and all or substantially all of the
framework regions are those of a human immunoglobulin sequence. The humanized
antibody optionally also will comprise at least a p_lfi_rtion of an immunoglobulin
constant region (Fc), typically that of a human im;nunoglobulin. For further details
see 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; herein incorporated by
reference. Accordingly, such “humanized” antibodies may include antibodies
wherein substantially less than an intact human variable domain has been substituted
by the corresponding sequence from a non-human species. In practice, humanized
antibodies are typically human antibodies in which some CDR residues and possibly
some framework residues are substituted by residues from apalcgous sites in rodent
antibodies. See, for example, U.S. Patent Nos. 5,225,539; 5,585,089; 5,693,761;
5,693,762; 5,859,205. See also U.S. Patent No. 6,180,370, and International
Publication No. WO 01/27160, where humanized antibodies and techniques for
producing humanized antibodies having improved affinity for a predetermined
antigen are disclosed.

The present invention can also be practiced using xenogeneic or modified
antibodies produced in a non-human mammalian host, more particularly a transgenic
mouse, characterized by inactivated endogenous il'f'pmunoglobulin (Ig) loci. Insuch
transgenic animals, competent endogenous genes for the expression of light and heavy
subunits of host immunoglobulins are rendered non-functional and substituted with
the analogous human immunoglobulin loci. These transgenic animals produce human
antibodies in the substantial absence of light or heavy host immunoglobulin subunits.
See, for exampte, U.S. Patent Nos. 5,877,397 and 5,939,598, herein incorporated by
reference.

In some embodiments, fully human antibodies to CD40, for example, are
obtained by immunizing transgenic mice. One such mouse is obtained using
XenoMouse® technology (Abgenix; Fremont, California), and is disclosed in U.S.
Patent Nos. 6,075,18.1, 6,091,001, and 6,1 14,598‘, all of which are incorporated herein
by reference. To produce the antibodies disclosed herein, mice transgenic for the
human Ig G, heavy chain locus and the human « light chain locus were immunized
with Sf 9 cells expressing human CD40. Mice can also be transgenic for other

isotypes. Fully human anti-CD40 antibodies useful in the stable hquid
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pharmaceutical compositions of the present invention are characterized by binding
properties similar to those exhibited by the CHIR-5.9 and CHIR-12.12 monoclonal
antibodies disclosed herein.

Fragments of a particular antibody of inte;"est, for example, an anti-CD40
antibody, including antagonist anti-CD40 antibody, are suitable for use in the stable
liquid phamaceuticél compositions of the invention so long as they retain the desired
affinity of the full-length antibody. Thus, for example, a fragment of an anti-CD40
antibody will retain the ability to bind to the CD40 B cell surface antigen. Such
fragments are characterized by properties similar to the corresponding full-length
antibody. Thus, for example, a fragment of a full-length antagonist anti-CD40
antibody will specifically bind a human CD40 antigen expressed on the surface of a
human cell, and is free of significant agonist activity but exhibits antagonist activity
when bound to a CD40 antigen on a human CD40-expressing cell. Such fragments
are referred to herein as “antigen-binding” fragments.

Suitable antigen-binding fragments of an antibody comprise a portion of a
full-length antibody, generally the antigen-binding or variable regiori thereof.
Examples of antibody fragments include, but are not limited to, Fab, F(ab"),, and Fv
fragments and single-chain antibody molecules. By “Fab” is intended a monovalent
antigen-binding fragment of an immunoglobulin that is composed of the light chain
and part of the heavy chain. By F(ab"), is intendeﬁ a bivalent antigen-binding
fragment of an immunoglobulin that contains both light chains and part of both heavy
chains. By “single-chain Fv” or “sFv” antibody fragments is intended fragments
comprising the Vi and V|, domains of an antibody, wherein these domains are present
in a single polypeptide chain. See, for example, U.S. Patent Nos. 4,946,778,
5,260,203, 5,455,036, and 5,856,456, herein incorporated by reference. Genérally,
the Fv polypeptide further comprises a polypeptide linker between the Vi and Vi,
domains that enables the sFv to form the desired structure for antigen binding. Fora
review of sFv see Pluckthun (1994) in The Pharmacology of Monoclonal Antibodies,
Vol. 113, ed. Rosenburg and Moore (Springer-Verlag, New York), pp. 269-315.
Antigen-binding fragments of the antagonist anti—éD40 antibodies disclosed herein
can also be conjugated to a cytotoxin to effect killing of the target cancer cells, as

described herein below.
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Antibodies or antibody fragments can be isolated from antibody phage
libraries generated using the techniques described in, for example, McCafferty er al.
(1990) Nature 348:552-554 (1990) and U.S. Patent No. 5,514,548. Clackson et al.
(1991) Nature 352:624-628 and Marks et al. (199_1) J. Mol. Biol 222;581-597
describe the isolation of murine and human antiboziies, respectively, using phage
libraries. Subsequent publications describe the production of high affinity (nM range)
human antibodies by chain shuffling (Marks et al. (1992) Bio/Technology 10:779-
783), as well as combinatorial infection and in vive recombination as a strategy for
constructing very large phage libraries (Waterhouse ef al. (1993) Nucleic. Acids Res.
21:2265-2266). Thus, these techniques are viable alternatives to traditional
monoclonal antibody hybridoma techniques for isolation of monoclonal antibodies.
Various techniques have been developed for the production of antibody
fragments. Traditionally, these fragments were derived via proteolytic digestion of
intact antibodies (seé, e.g., Morimoto ef al. (1992)‘:.5]ournal of Biochemical and
Biophysical Methods 24:107-117 {1992) and Brennan et al. (1985) Science 22%9:81).
However, these fragments can now be produced directly by recombinant host cells.
For example, the antibody fragments can be isolated from the antibody phage libraries
discussed above. Avltematively, Fab'-SH fragments can be directly recovered from £.
coli and chemically coupled to form F(ab'); fragments (Carter ez al. (1992)
Bio/Technology 10:163-167). According to anotheif, approach, F(ab"); fragments can
be isolated directly from recombinant host cell cu]tilre. Other techniques for the
production of antibody fragments will be apparent to the skilled practitioner.
Antagonist anti-CD40 antibodies for use in the stable liquid pharmaceutical
compositions of the present invention include the CHIR-5.9 and CHIR-12.12
monoclonal antibodies disclosed herein as well as antibodies differing from this
antibody but retaining the CDRs; and antibodies with one or more amino acid
addition(s), deletion(s), or substitution(s), wherein the antagonist activity is measured
by inhibition of B-cell proliferation and/or differentiation. The invention also
encompasses de-immunized antibodies, particularly de-immunized antagonist anti-
CDA40 antibodies, wh:ich can be produced as described in, for example, Intemational
Publication Nos. WO 98/52976 and WO 00343 17; herein incorporated by reference.
In this manner, residues within the antagonist anti-CD40 antibodies of the invention

are modified so as to render the antibodies non--or less immunogenic to humans while
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retaining their antagonist activity toward human CD40-expressing cells, wherein such
activity is measured by assays noted elsewhere herein. Also included within the scope
of the present invention are fusion proteins compr‘ising an antibody of interest, for
example, an antagonist anti-CD40 antibody, or a fragment thereof, which fusion
proteins can be synthesized or expressed from corresponding polynucleotide vectors,
as is known in the art. Such fusion proteins are described with reference to
conjugation of antibodies as noted elsewhere herein.

Any known antibody having the binding specificity of interest can have
sequence variations produced using methods deséribed in, for example, Patent
Publication Nos. EP 0 983 303 A1, WO 00/34317, and WO 98/52976, incorporated
herein by reference. For example, it has been shown that sequences within the CDR !
can cause an antibody to bind to MHC Class II and trigger an unwanted helper T-cell
response. A conservative substitution can allow the antibody to retain binding activity

yet lose its ability to trigger an unwanted T-cell response. Any such conservative or

non-conservative substitutions can be made using art-recognized methods, such as

those noted elsewhere herein, and the resulting antibodies can also be used in the
stable liquid pharmaceutical compositions of the present invention. The variant
antibodies can be routinely tested for the particula}_,r activity, for example, antagonist
activity, affinity, and specificity using methods described herein.

The antagonist anti-CD40 antibody produced by any of the methods described
above, or any other method not disclosed herein, can be used in a'manner similar to
the CHIR-12.12 or CHIR-5.9 anttbhody where it possesses at least one of the
following biological activities: inhibition of immunoglobulin secretion by normal
human peripheral B cells stimulated by T cells; iqhibition of survival and/or
proliferation of normal human peripheral B cells ;timulated by Jurkat T cells;
inhibition of survival and/or proliferation of normal human peripheral B cells
stimulated by CD40L-expressing cells or soluble CD40 ligand (sCD40L); inhibition
of “survival” anti-apoptotic intracellular signals in any cell stimulated by sCD40L or
solid-phase CD40L; inhibition of CD40 signal transduction in any cell upon‘ligation
with sCD40L or soi‘id—phase CD40L; inhibition of proliferation of human malignant B
cells; deletion, anergy and/or tolerance induction of CD40-bearing target cells or cells

bearing cognate ligands to CD40 including, but not limited to, T cells and B cells;

Jinduction of expansion or activation of CD4"CD25" regulatory T cells (see for
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example, donor alloantigen-specific tissue rejection via CD40-CD40L interference, *
van Maurik et al. (2002) J. Immunol. 169:5401-5404); cytotoxicity via any
mechanism (including, but not limited to, antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity (ADCC), complement-dependent cytotoxicity (CDC), down-regulation of
proliferation, and/or apoptos:s in target cells); modula’uon of target cell cytokine
secretton and/or cell surface molecule expression; and combinations thereof. Assays
for measuring the desired biological activity of the antagonist anti-CD40 antibodies
disclosed herein, and antigen-binding fragments thereof, can be performed as
described in provisional applications entitled “Antagonist Anti-CD40 Monoclonal
Antibodies and Methods for Their Use,” filed November 4, 2003, November 26, 2003,
and April 27, 2004, and assigned U.S. Patent Application Nos. 60/517,337 (Attorney
Docket No. PP20107.001 (035784/258442)), 60/5;25,579 (Attorney Docket No.
PP2(107.002 (035784/271525)), and 60/565,710 tAttomey Docket No. PP20107.003
(035784/277214)), respectively; and International Patent Application No..
PCT/US2004/037152 (Attorney Docket No. PP20107.004 (035784/282916)), also
entitled “Antagonist Anti-CD40 Monoclonal Antibodies and Methods for Their Use,”
filed November 4, 2004, and published as WO 2005/044854; the contents of each of
which are herein incorporated by reference in their entirety. See also the assays
described in provisional application entitled “Methods for Diagnosis and Treatment of
Proliferative Disorders Mediated by CD40 Signaling,” filed December 9, 2005, and
assigned U.S. Patent Application No. 60/749,285 (Attomey Docket No.
PP028035.0002 (035784/3043 12}, and corresponcll‘ing International Patent Application
No. PCT/US2006/019414 (Attorney Docket No. PP028035.0003 (035784/311611)),
filed May 18, 2006, and published as WO 2006/125143; and provisional appiication
entitled “Methods for Diagnosis and Treatment of Diseases Having an Autoimmune
and/or Inflammatory Component,” filed December 9, 2005, and assigned U.S. Patent
Application No. 60/749,336 (Attorney Docket No. PP028062.0002 (035784/304311),
and corresponding International Patent Applicatioi‘] No. PCT/US2006/015325
(Attorney Docket No. PP028062.0003 (035784/3 f1608)), filed May 18, 2006, and
published as WO 2006/125117; the contents of each of which are herein incolrporated
by reference in their entirety. Also see the assays described in Schultze et al. (1998)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:8200-8204; Denton et al. (1998) Pediatr. Transplant.
2:6-15; Evans ef al. (2000) J. Immunol. 164:688-697; Noelle (1998) Agents Actions
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Suppl. 49:17-22; Lederman et al. (1996) Curr. Opin. Hematol. 3:77-86; Coligan ez al.
(1991) Current Protocols in Immunology 13:12; Kwekkeboom et al. (1993)
Immunology 79:439-444; and U.S. Patent Nos. 5,674,492 and 5,847,082; herein
incorporated by reference.

A representative assay to detect antagonist anti-CD40 antibodies specific to
the CD4(-antigen epitopes identified herein is a “competitive binding assay.”
Competitive binding assays are serological assays in which unknowns are detected
and quantitated by their ability to inhibit the binding of a labeled known ligand to its
awdﬁcmmmmyIﬁﬁBahomknaﬁouacmﬁmmWemmmmmaﬁgnma
representative competitive binding assay, labeled CD40 polypeptide is precipitated by
candidate antibodies in a sample, for example, in combination with monoclonal
antibodies raised against one or more epitopes of the monoclonal antibodies of the
invention, Anti-CD40 antibodies that specifically react with an epitope of interest can
be identified by screening a series of antibodies prepared against a CD40 protein or
fragment of the protein comprising the particular (:;'Pitope of the CD40 protein of
interest. For example, for human CD40, epitopes f<‘>f interest include epitopes
comprising linear and/or nonlinear amino acid residues of the short isoform of human
CD40 (see GenBank Accession No. NP_690593) set forth in SEQ ID NO:10, encoded
by the sequence set forth SEQ ID NO:9; see also GenBank Accession No.
NM_152854), or of the long isoform of human CD40 (see GenBank Accession Nos.
CAA43045 and NP_001241, set forth in SEQ ID NO:12, encoded by the sequence set
forth in SEQ ID NO:11; see GenBank Accession Nos. X60592 and NM_001250).
Alternatively, competitive binding assays with previously identified suitable
antagonist anti-CD40 antibodies could be used to select monoclonal antibodies
comparable to the previously identified antibodies:

Antibodies employed in such immungassays may be labeled or unlabeled.
Unlabeled antibodies may be employed in agglutination; labeled antibodies may be
employed in a wide variety of assays, employing a widc varniety of labels. Detection
of the formation of an antibody-antigen complex between an anti-CD40 antibody and
an epitope of interest can be facilitated by attaching a detectable substance to the
antibody. Suitable detection means include the usg of labels such as radionuclides,
enzymes, coenzymes, fluorescers, chemiluminescé{fs, chromogens, enzyme substrates

or co-factors, enzyme inhibitors, prosthetic group complexes, free radicals, particles,
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dyes, and the like. Examples of suitable enzymes include horseradish peroxidase,
alkaline phosphatase, B-galactosidase, or acetylcholinesterase; examples of suitable
prosthetic group complexes include streptavidin/ﬁiotin and avidin/biotin; examples of
suitable fluorescent materials inciude umbelliferone, fluorescein, fluorescein-
isothiocyanate, rhodémine, dichlorotriazinylamine fluorescein, dansy! chloride or
phycoerythrin; an example of a luminescent material is luminol; examples of
bioluminescent materials include luciferase, luciferin, and aequorin; and examples of
suitable radioactive ?;naterial include "1, "1, **S, or *H. Such labeled reagents may
be used in a variety of well-known assays, such as radicimmunoassays, enzyme
immunoassays, e.g., ELISA, fluorescent immunoassays, and the like. See for
example, U.S. Patent Nos. 3,766,162; 3,791,932; 3,817,837, and 4,233,402,

Any of the previously described antagonist anti-CD40 antibodies or antigen-
binding fragments tﬁereof, may be conjugated prior to use in the pharmaceutical
compositions of the present invention. Methods for producing conjugated antibodies
are known in the art. Thus, the antibody may be labeled using an indirect labeling or

indirect labeling approach. By “indirect labeling” or “indirect labeling approach” is

intended that a chelating agent is covalently attached to an antibody and at least one

radionuclide is inserted into the chelating agent. See, for example, the chelating
agents and radionuchdes described in Srivagtava and Mease (1991) Nucl. Med. Bio.
18:589-603, herein incorporated by reference. Suitable labels include fluorophores,
chromophores, radioactive atoms (particularly **P and '2I), electron-dense reagents,
enzymes, and ligands having specific binding partners. Enzymes are typically
detected by their activity. For example, horseradish peroxidase is usually detected by
its ability to conQen '3,3 '5,5 -tetramethylbenzidine (TMB) to a blue pigment,
quantifiable with a spectrophotometer. “Specific binding partner” refers to a protein
capable of binding a ligand molecule with high specificity, as for example in the case
of an antigen and a monoclonal antibody specific therefore. Other specific binding
partners include biotin and avidin or streptavidin, [g G and protein A, and the
numerous receptor-ligand couples known in the art. It should be understood that the
above description is not meant to categorize the various labels into distinct classes, as

the same label may serve in several different modes. For example, ‘%

I'may serve as a
radioactive label or as an electron-dense reagent. HRP may serve as enzyme or as

antigen fora mAb. Further, one may combine various labels for desired effect. For
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example, mAbs and avidin also require labels in fhe practice of this invention: thus,
one might label a mAb with biotin, and detect its presence with avidin labeled with
'], or with an anti-biotin mAb labeled with HRP. Other permutations and
possibilities will be readily apparent to those of ordinary skill in the art, and are
considered as equivalents within the scope of the instant invention.

Alternatively, an antagonist anti-CD40 antibody of interest may be labeled
using “direct labeling” or a “direct labeling appro%ch,” where a radionuclide is
covalently attached directly to an antibody (typically via an amino acid residue).
Preferred radionuclides are provided in Srivagtava and Mease (1991) supra. The
indirect labeling approach is particularly preferred. See also, for example,
International Publication Nos. WO 00/52031 and WO 00/52473, where a linker is
used to attach a radioactive label to antibodies; and the labeled forms of anti-CD40

antibodies described in U.S, Patent No. 6,015,542; herein incorporated by reference.

Variants of Antibodies

The pharmageutical compositions of the present invention can be formulated
using variants of an antagonist anti-CD40 antibody known in the art. Such variants
will retain the desired binding properties of the parent antibody. Thus, for example,
where the antagonist anti-CD40 antibody to be formulated is a variant of the parent
CHIR-12.12 or CHIR-5.9 antibody, the variant antibody will retain the binding
propertics of the parent CHIR-12.12 or CHIR-5.9 antibody. Methods for making
antibody variants are generally available in the art.

For example, amino acid sequence variants of an antagonist anti-CD40
antibody, for example, the CHIR-5.9 or CHIR-12.12 monoclonal antibody described
herein, can be prepared by mutations in the cloned DNA sequence encoding the
antibody of interest. Methods for mutagenesis and nucleotide sequence alterations are
well known in the art. See, for example, Walker and Gaastra, eds. (1983) Techniques
in Molecular Biology (MacMillan Publishing Company, New York); Kunkel (1985)
Proc. 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); U.S. Patent No. 4,873,192; and the references cited
therein; herein incorporated by reference. Guidans»:e as to appropriate amino acid

substitutions that do not affect biological activity of the polypeptide of interest may be
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found in the model of Dayhoff et al. (1978) in Atias of Protein Sequence and
Structure (Natl. Biomed. Res. Found., Washington, D.C.), herein incorporated by
reference. Conservative substitutions, such as exchanging one amino acid with
another having similar properties, may be preferréd. Examples of conservative

substitutions include, but are not limited to, Gly<>Ala, ValollecsLeu, Asp<Glu,

Lys<>Arg, Asn<>Gln, and Phe<>TrpeTyr.

In constructing variants of an antagonist anti-CD40 antibody polypeptide of
interest, for example, the CHIR-12.12 or CHIR-5.9 antibody, modifications are made
such that variants continue to possess the desired activity, i.¢., similar binding affinity
and, in the case of antagonist anti-CD40 antibodiqé, are capable of specifically
binding to a human (;DdO antigen expressed on the surface of a human cell, and being
free of significant agonist activity but exhibiting antagonist activity when bound to a
CD40 antigen on a human CD40-expressing cell. Obviously, any mutations made in
the DNA encoding the variant polypeptide must not place the sequence out of reading
frame and preferably will not create complementary regions that could produce
secondary mRNA structure. See EP Patent Application Publication No. 75,444,

In addition, the constant region of an antagonist anti-CD40 antibody can be
mutated to alter effector function in a number of ways. For example, see U.S. Patent
No. 6,737,056B1 and U.S. Patent Application Pu_blication No. 2004/0132101A1,
which disclose Fc mutations that optimize antibody binding to Fc receptors.

Preferably, vanants of a reference antagonist antiCID40 antibody have amino
acid sequences that have at ieast 70% or 75% sequence identity, preferably at least
80% or 85% sequence identity, more preferably at least 90%, 91%, 92%, 93%, 94%
or 95% sequence identity to the amino acid sequence for the reference antibody, for
example, the CHIR-5.9 or CHIR-12. 12 monoclonal antibody described hereiﬁ, ortoa
shorter portion of the reference antibody moleculé’:i More preferably, the molecules
share at least 96%, 97%, 98% or 99% sequence identity. For purposes of the present
invention, percent seﬁuence identity 1s determined using the Smith-Waterman
homology search algorithm using an affine gap search with a gap open penalty of 12
and a gap extension ‘penalty of 2, BLOSUM matrix of 62. The Smith-Waterman
homology search aléorithm is taught in Smith and Waterman (1981) Adv. Appl. Math.

2:482-489. A variant may, for example, differ from the reference antagonist anti-
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CD40 antibody by as few as 1 to 15 amino acid residues, as few as 1 to 10 amino acid
residues, such as 6-410, as few as 5, as few as 4, 3, 2, or even 1 amino acid residue.
With respect to optimal alignment of two amino acid sequences, the
contiguous segment of the variant amino acid sequence may have additional amino
acid residues or deleted amino acid residues with respect to the reference amino acid
sequence. The contiguous segment used for comparison to the reference amino acid
sequence will include at least 20 contiguous amino acid residues, and may be 30, 40,
50, or more amino acid residues. Corrections for sequence identity associated with
conservative residue substitutions or gaps can be made (see Smith-Waterman

homology search algorithm).

Methods of Therapy Using the Pharmaceutical Compositions of the Invention

The pharmaceutical compositions of the present invention find use in treating
a subject having a cancer or premalignant conditi(;’n that is associated with CD40-
expressing cells, or f‘pr treating an inflammatory disease and/or autoimmune disease
that 1s associated with CD40-expressing cells. “Treatment” is herein defined as the
application or administration of a pharmaceutical composition comprising the
antagonist anti-CD40 antibody to a subject, or application or administration of a
pharmaceutical composition comprising the antagonist anti-CD40 antibody to an
isolated tissue or cell line from a subject, where the subject has a disease, a symptom
of a disease, or a predisposition toward a disease, where the purpose is to cure, heal,
alleviate, relieve, alter, remedy, ameliorate, improve, or affect the disease, the
symptoms of the disease, or the predisposition toward the disease.

By “subject” is intended any animal. Preferably the subject is mammalian,
must preferably the subject is human, Mammals of particular importance other than
human include, but are not limited to, dogs, cats, cows, horses, sheep, and pigs.

When administration is for the purpose of treatment, administration may be for
a prophylactic or therapeutic purpose. When provided prophylactically, the -
pharmaceutical composition is provided in advance of any symptom. The
prophylactic administration of the pharmaceuticalf'éomposition serves to prevent or
attenuate any subsequent symptom. When provided therapeutically, the

pharmaceutical compositton is provided at {or shortly after) the onset of a symptom.
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The therapeutic administration of the pharmaceutipal composition serves to attenuate
any actual symptom; B

Typical routes of administration include, but are not limited to, oral
administration and parenteral administration, including intravenous, intramuscular,
intrathecal, intranasal, sublingual, intra-arterial and intraperitoneal injection or
infusion, and subcutaneous injection. Methods to accomplish this administration are
known to those of ordinary skill in the art.

In preferred embodiments, the pharmaceutical compositions of the invention
are administered intravenously. Intravenous administration occurs preferably by
infusion over a period of about [ to about 10 hours, more preferably over about I to
about 8 hours, even:more preferably over about 2:to about 7 hours, still more
preferably over about 4 to about 6 hours, depending upon the antagonist anti-CD40

antibody being administered. The initial infusion with the pharmaceutical

composition may be given over a period of about 4 to about 6 hours with subsequent

infusions delivered more quickly. Subsequent infusions may be administered over a
period of about 1 to about 6 hours, including, for example, about | to about 4 hours,
about 1 to about 3 hours, or about 1 to about 2 hours.

A pharmaceutically effective amount of a;'pharmaceutical composition of the
invention is administered to a subject. By “pharmaceutically effective amount” is
intended an amount that is useful in the treatment of a disease or condition, where
treatment can be for a prophylactic or therapeutic purpose as noted herein above. In
this manner, a pharmaceutically effective amount of the composition will administer a
therapeutically effective dose or amount of the antagonist anti-CD4( antibody to the
subject in need of treatment. By “therapeutically effective dose or amount” or
“effective amount” is intended an amount of the antagonist anti-CD40 antibody that,
when administered brings about a positive therapeutic response with respect to
treatment of a patient with a disease comprising GD40-expressing cells. In some
embodiments of the invention, the therapeutically effective dose of the antagonist
anti-CD40 antibody, for example, the monoclonal antibody CHIR-12.12 or CHIR-5.9,
or antigen-binding fragment thereof, is in the range from about 0.01 mg/kg to about
40 mg/kg, from about 0.01 mg/kg to about 30 mg/kg, from about 0.1 mg/kg to about
30 mg/kg, from about 1 mg/kg to about 30 mg/kg, from about 3 mg/kg to about 30
mg/kg, from about 3 mg/kg to about 25 mg/kg, from about 3 mg/kg to about 20
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mg/kg, from about 5 mg/kg to about 15 mg/kg, or from about 7 mg/kg to about 12
mg/kg. It is recognized that the method of treatment may comprise a single
administration of a therapeutically effective dose or multiple administrations of a
therapeutically effective dose of the antagonist anti-CD40 antibody, or antigen-
binding fragment thereof.

The pharmaceutical compositions of the ir?vention find use in treating any
subject having a cancer or pre-malignant condition that is responsive to treatment with
an anti-CD40 therapeutic agent, more particularly, an antagonist anti-CD40 antibody.
Methods for determining responsiveness of a cancer or pre-malignant condition to
treatment with an anti-CD40 antibody include diagnostic and prognostic assays, for
example, the assays described in the copending and commonly owned provisional
patent application entitled “Methods for Diagnosis and Treatment of Proliferative
Disorders Mediated by CD40 Signaling,” filed December 9, 2005, and assigned U.S.
Patent Application No. 60/749,285 (Attorney Docket No. PP028035.0002
(035784/304312), and corresponding International Patent Application No.
PCT/US2006/019414 (Attorney Docket No. PP028035.0003 (035784/311611)), filed
May 18, 2006, and published as WQ 2006/125143; the contents of which are herein
incorporated by reference in their entirety. Similarly, the pharmaceutical composition
of the invention find use in treating any subject having an inflammatory and/or
autoimmune disease that is responsive to treatment with an anti-CD40 therapeutic
agent, particularly an anti-CD40 antibody. Methods for determining responsiveness
of an inflammatory and/or autoimmune disease to treatment with an anti-CD40
antibody include diagnostic and prognostic assays, for example, the assays described
in the copending and commonly owned provisional patent application entitled
“Methods for Diagnosis and Treatment of Diseases Having an Autoimmune and/or
Inflummatory Component,” filed December 9, 2005, and assigned U.S. Patent
Application No. 60/749,336 (Attorney Docket No. PP028062.0002 (035784/304311),
and corresponding International Patent Application No. PCT/US2006/019325
(Attorney Docket No. PP028062.0003 (035784/311608)), filed May 18, 2006, and
published as WO 2005/125117; the contents of which are herein incorporated by
reference in their enfirety. L

“Tumor,” as used herein, refers to all neoplastic cell growth and proliferation,

whether malignant or benign, and all pre-cancerous and cancerous cells and tissues.
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“Neoplastic,” as used herein, refers to any form of dysregulated or unregulated cell
growth, whether malignant or benign, resulting in.abnormal tissue growth. Thus,
“neoplastic cells” include malignant and benign célls having dysregulated or
unregulated cell growth. '

By “anti-tumnor activity” is intended a reduction in the rate of malignant
CD40-expressing cell proliferation or accumulation, and hence a decline in growth
rate of an existing tumor or in a tumor that arises during therapy, and/or destruction of
existing neoplastic (tumor) cells or newly formed neoplastic cells, and hence a
decrease in the overall size of a tumor during therépy. Therapy with the antagonist
anti-CD40 antibody-containing pharmaceutical compositions of the invention causes a
physiological responéc that is beneficial with respect to treatment of cancers and pre-
malignant conditions associated with stimulation of CD40 signaling on CD40-
expressing cells in a‘human.

The terms “c"ancer” and “cancerous” refer to or describe the physiological
condition in mammals that is typically characterized by unregulated cell growth.
Examples of cancer include, but are not limited to, lymphoma and leukemia, and solid
tumors. By “B cell-related cancer” or “cancer of B-cell lineage” is intended any type
of cancer in which tt;e dysregulated or unregulated,cell growth is associated with B

cells.

By “refractory” in the context of a cancer is intended the particular cancer is
resistant to, or non-responsive to, therapy with a particular therapeutic agent, for
example, an antagonist anti-CD40 antibody of interest. A cancer can be refractory to
therapy with a particular therapeutic agent either from the onset of treatment with the
particular therapeutic agent (i.¢., non-responsive to initial exposure to the therapeutic
agent), or as a result of developing resistance to the therapeutic agent, cither over the
course of a first treatment period with the therapeqtic agent or during a subsequent
treatment period with the therapeutic agent.

The pharmaceutical compositions of the present invention find use in treating
a subject that 1s in need of therapeutic intervention for 2 cancer or pre-malignant
condition that is meciiated by stimulation of CD40 signaling on CD40-expressing
cells, or for any inflammatory or autoimmune disease that is mediated by CD40
signaling on CD40-expressing cells. By “CD40-expressing cell” is intended normal,

pre-malignant, and malignant cells expressing CD40 antigen. In some embodiments,
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the CD40-expressing cell is a malignant B cell. By “malignant” B cell is intended any
neoplastic B cell, including but not limited to B cells derived from lymphomas
including low-, intermediate-, and high-grade B cell lymphomas, immunoblastic
lymphomas, non-Hodgkin’s lymphomas, Hodgkin’s disease, Epstein-Barr Virus
(EBV) induced lymphomas, and AIDS-related lymphomas, as well as B cell acute
lymphoblastic leuke';'nias, myelomas, chronic lymphocytic leukemias, and the like. In
other embodiments, the CD40-expressing cell is a carcinoma or sarcoma cell. By
“CD40-expressing carcinoma cell” or CD40-expressing sarcoma cell” is intended any
malignant (1.¢., neoplastic) or pre-malignant carcinoma or sarcoma cell of a solid
tumor that expresses the CD40 cell-surface antigen. For purposes of the present
invention, cancerous and pre-cancerous or pre-malignant cells that express the CD40
antigen are referred to as “CD40-expressing neop_l]:astic cells.” Methods for detecting
CD40 expression in cells are well known in the ar"t\ and include, but are not limited to,
PCR techniques, immunohistochemistry, flow cytometry, Western blot, ELISA, and
the like. Where treatment with an antagonist anti-CD40 antibody or antigen-binding
fragment thereof is warranted, the pharmaceutical composition comprising the
antagonist anti-CD40 antibody or antigen-binding fragment thereof can be
administered by any suitable route of administration.

The subject who is in need of treatment intervention with a pharmaceutical
composition of the present invention can be afflicted with, or at risk of developing or
relapsing with, any cancer or pre-malignant condition that is mediated by CD40
signaling on CD40-éxpressing neoplastic cells. Eiamples of such cancers and pre-
mélignant conditions include, but are not limited to, any of thé cancers of B-cell
lineage, non-B cell hematological malignancies, and solid tumors that are known to be
mediated via CD40 signaling on CD40-expressing neoplastic cells.

Examples of cancers of B-cell lineage that comprise CD40-expressing
neoplastic cells are acute lymphoblastic Jeukemia (ALL), chronic lymphocytic
leukemia (CLL), prolymphocytic leukemia (PLL),:-;: hairy cell leukemia, Hodgkin’s
disease, multiple myeloma, Waldenstrom’s macraglobulinemia, heavy chain discase,
and the lymphomas,:including, but not limited to, diffuse small lymphocytic
lymphoma, , follicular, DLBCL, mucosal associated lymphoid tissue lymphoma,

monocytoid B cell lymphoma, splenic lymphoma, lymphomatoid granulomatosis,
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intravascular lymphomatosis, immunoblastic lymphoma, AIDS-related lymphoma,
and the like.

Thus, the pharmaceutical compositions of the invention find use in the
treatment of subjects having non-Hodgkin’s lympi'wmas related to abnormal,
uncontrollable B cell proliferation or accumulation. For purposes of the present
invention, such lymphomas will be referred to according 10 the Working Formulation
classification scheme, that is those B cell lymphomas categorized as low grade,
intermediate grade, and high grade (see “The Non-Hodgkin’s Lymphoma Pathologic
Classification Project,” Cancer 49(1982):2112-2135). Thus, low-grade B cell
lymphomas include small lymphocytic, follicular small-cleaved cell, and follicular
mixed small-cleaved and large cell lymphomas; intermediate-grade lymphomas
include follicular large cell, diffuse small cleaved cell, diffuse mixed small and large
cell, and diffuse larée cell lymphomas; and high—é’rade lymphomas include large cell
immunoblastic, lymphoblastic, and small non-cleaved cell lymphomas of the Burkitt’s
and non-Burkitt’s type.

It is recognized that the pharmaceutical compositions of the invention are
useful in therapeutic treatment of B cell lymphomas that are classified according to
the Revised European and American Lymphoma Classification (REAL) system. Such
B cell lymphomas include, but are not limited to,.,!.ymphomas classified as precursor B
cell neoplasms, such as B lymphoblastic leukemia/lymphoma; peripheral B cell
neoplasms, including B cell chronic lymphocytic leukemia/small lymphocytic
lymphoma, lymphoplasmacytoid lymphoma/immunocytoma, mantle cell lymphoma
(MCL), follicle center lymphoma (follicular) (including diffuse small cell, diffuse
mixed small and large cell, and diffuse large cell lymphomas), marginal zone B cell
lymphoma (including extranodal, nodal, and splenic types), plasmacytoma/ myeloma,
diffuse large cell B cell lymphoma of the subtype primary mediastinal (thymic),
Burkitt’s lymphoma, and Burkitt’s like high-grade B cell lymphoma; and
unclassifiable low-grade or high-grade B cell lymphomas.

The pharmaéeutical compositions of the present invention can also be used to
treat subjects having the pre-malignant condition known as MGUS (monoclonal
gammopathy of undetermined significance). Approximately 25% of patients with
MGUS eventually develop multiple myeloma (MM) or a related plasma cell disorder
(Kyle (1993) Mayo Clinic. Proc. 68:26-36). Proliferation of malignant plasma cells
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in the bone marrow, detection of a serum or urine monoclonal protein (M protein),
anemia, hypercalcemia, renal insufficiency, and lytic bone lesions are clinical
manifestations of MM, while MGUS is clinically recognized as the presence of M
protein in the serum :‘or urine without other clinica;l“ features of MM (see, for example,
Kyle and Lust (1989) Semin. Hematol. 26:176-200; Greipp and Lust Stem Cells
(1995) 13:10-21). MGUS patients ar¢ asymptomatic and have stable measurements
of M protein (Kyle (1993) Mayo Clinic. Proc. 68:26-36). Once MGUS is identified
in a subject, maintenance therapy with an appropriate pharmaceutical composition of
the present invention, for example, a composition comprising an antagonist anti-CD40
antibody disclosed herein, may block the develop;'é)ent of multiple myeloma in these
subjects. “

In particular, the pharmaceutical compositions of the invention are useful for
treating B cell lymphomas, including those listed above, that are refractory to (i.e.,
resistant to, or have become resistant to) first-line oncotherapeutic treatments, The
term “oncotherapeutic” is intended to mean a treatment for cancer such as
chemotherapy, surgery, radiation therapy, single anti-cancer antibody therapy, and
combinations thereof. Subpopulations of patients for whom treatment intervention
with one or more anti-CD40 antibodies that modulates CD40L-mediated CD40
signaling, modulates ADCC, or both is desirable.

The pharmaceutical compositions of the pr‘ésent invention are also useful for
treating non-B cell related hematological malignancies. Such malignances include,
but are not limited to, acute leukemias; myeloblastic leukemias; acute myelocytic
leukemias; promyelocytic leukemia; myelomonocytic leukemia; monocytic leukemia;
erythroleukemia; granulocytic leukemia (chronic myelocytic leukemia); polycythemia
vera; and the like.

Solid tumors that comprise CD40-expressiﬁg neoplastic cells, and thus
beneficially respond to treatment with the pharmaceutical compositions of the present
invention, include, but are not limited to, ovarian, lung (for example, non-small cell
lung cancer of the squamous cell carcinoma, adenocarcinoma, and large cell
carcinoma types, and small cell lung cancer), breast, colon, kidney (including, for
example, renal cell carcinomas), bladder, liver (including, for example, hepatocellular

carcinomas), gastric, cervical, prostate, nasopharyngeal, thyroid (for example, thyroid
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papillary carcinoma), skin cancers such as rhelanoma, and sarcomas, including, for
example, osteosarcomas and Ewing’s sarcomas,

Beneficial results that can be achieved by administering a pharmaceutical
composition of the invention to a subject with a cancer or pre-malignant condition
include any positive therapeutic response with respect to that cancer or condition. By
“positive therapeutic response™ in the context of cancer treatment is intended an
improvement in the disease in association with the anti-tumor activity of the anti-
CDA40 therapeutic agent and/or an improvement in the symptoms associated with the
disease of interest. That is, an anti-proliferative effect, the prevention of further tumor
outgrowths, a reduction in tumor size, a reduction_jn the number of cancer cells,
and/or a decrease in one or more symptoms medi;}ed by stimulation of CD40-
expressing cells can be observed. Thus, for example, a positive therapeutic response
would refer to one 0;‘ more of the following improvements in the disease: (1) a
reduction in tumor size; (2) a reduction in the number of cancer (i.e., neoplastic)
cells; (3) an increasg in neoplastic cell death; (4) inhibition of neoplastic cell survival;
(4) inhibition (i.e., siowing to some extent, preferably halting) of tumor growth; (5)
inhibition (i.e., slowing to some extent, preferably halting) of cancer cell infiltration
into peripheral organs; (6) inhibition (i.e., slowing to some extent, preferably halting)
of tumor metastasis; (7) the prevention of further tumor outgrowths; (8) an increased
patient survival rate; and (9) some extent of relief-from one or more symptoms
associated with the cancer. Positive therapeutic re;ponses in any given malignancy
can be determined by standardized response criteria specific to that malignancy.
Tumor response can be assessed for changes in tumor morphclegy (i.e., overall tumor
burden, tumor size, and the like) using screening techniques such as magnetic
resonance imaging (MRI) scan, x-radiographic imaging, computed tomographic (CT)
scan, bone scan imaging, endoscopy, and tumor biopsy sampling including bone
marrow aspiration (BMA) and counting of tumor%ells in the circulation. In addition
to these positive therapeutic responses, the subject undergoing therapy with the
antagonist anti-CD40 antibody-containing pharmaceutical composition of the
invention may experience the beneficial effect of an improvement in the symptoms
associated with the disease. Thus for B cell tumors, the subject may experiernce a
decrease in the so-célled B symptoms, 1.e., night sweats, fever, weight loss, and/or

urticaria, For pre-malignant conditions, therapy with an anti-CD40 therapeutic agent
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may block and/or prolong the time before develobment of a related malignant
condition, for example, development of multiple myeloma in subjects suffering from
monoclonal gammopathy of undertermined significance (MGUS).

By “anti-inflammatory activity” is intended a reduction or prevention of
inflammation. Therapy with an antagonist anti-CD40 antibody-containing liquid
pharmaceutical composition of the invention causes a physiological response that is
beneficial with respect to treatment of an autoimmune disease and/or inflammatory
disease, where the disease involves celils expressing the CD40 antigen. It is
recognized that the compositions of the invention may be useful in preventing
phenotypic change in cells such as proliferation, activation, and the like.

The subject who is undergoing treatment igtewention with an antagonist anti-
CD40 antibody-containing liquid pharmaceutical composition of the invention can be
afflicted with, or at r’isk of developing or relapsing with, any inflammatory or
autoimmune disease that is mediated by CD40 signaling on CD40-expressing cells.
Inflammatory diseases are characterized by inflammation and tissue destruction, or a
combination thereof.:‘ “Inflammatory disease” includes any inflammatory immune-
mediated process where the initiating event or target of the immune response involves
non-self antigen(s), including, for example, atloantigens, xenoantigens, viral
antigens, bacterial antigens, unknown antigens, or allergens.

Further, for purposes of the present invention, the term “inflammatory
disease(s)” includes “autoimmune disease(s).” As used herein, the term
“autoimmunity” is generally understood to encompass inflammatory immune-
mediated processes involving "self" antigens. In autoimmune diseases, self antigen(s)
trigger host immune responses.

Also, the pharmaceutical compositions of the present invention can be used for
treatment of inflammation associated with tissue transplant rejection. “Transplant
rejection” or “graft rejection” refers to any host—méunted immune response against a
graft including but not imited to HLA antigens, blood group antigens, and the like.

The pharmaceutical compositions of the invention can also be used for
treatment of graft versus host disease, such as that associated with bone marrow
transplantation, for example. In such graft versus host disease, the donor bone
marrow includes 1ym:phocytes and cells that mature into lymphocytes. The

donor's lymphocytes recognize the recipient's antigens as non-self and mount an
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inflammatory immune response. Hence, as used herein, “graft versus host disease™ or
“graft versus host reaction” refers to any T cell mediated immune response in which
donor lymphocytes react to the host’s antigens,

Examples of autoimmune and/or inflammatory disorders include, but are not
limited to, systemic lupus erythematosus (SLE), discoid lupus, lupus nephritis,
sarcoidosis, inflammatory arthritis, including juvenile arthritis, rheumatoid arthritis,
psoriatic arthritis, Reiter’s syndrome, ankylosing spondylitis, and gouty arthritis,
rejection of an organ or tissue transplant, hyperacute, acute, or chronic rejection
and/or graft versus host disease, multiple sclerosis, hyper IgE syndrome, polyarteritis
nodosa, primary biliary cirrhosis, inflammatory bowel disease, Crohn’s disease,
celiac’s disease (gluten-sensitive enteropathy), autotrmmune hepatitis, pernicious
anemia, autoimmune hemolytic anemia, psoriasis,’scleroderma, myasthenia gravis,
autoimmune thrombocytopenic purpura, autoimmune thyroiditis, Grave’s disease,
Hasimoto's thyroiditis, immune complex disease, chronic fatigue immune dysfunction
syndrome (CFIDS), polymyositis and dermatomyositis, cryoglobulinemia,
thrombolysis, cardiomyopathy, pemphigus vulgaris, pulmonary interstitial fibrosis,
Type Iand Type 1T diabetes mellitus, type 1, 2, 3, and 4 delayed-type hypersensitivity,
allergy or allergic disorders, unwanted/unintended immune responses to therapeutic
proteins (see for example, U.S. Patent Application No. US 2002/0119151 and Koren,
et al. (2002) Curr. Pharm. Biotechnol. 3:349-60), asthma, Churg-Strauss syndrome
(allergic granulomatosis), atopic dermatitis, allergic and irritant contact dermatitis,
urtecaria, IgE-mediated allergy, atherosclerosis, vasculitis, idiopathic inflammatory
myopathies, hemolytic disease, Alzheimer's disease, chronic inflammatory
demyelinating polyneuropathy, and the like. In some other embodiments, the
pharmaceutical compositions of the present invention are used to treat individuals for
pulmonary inflammation, including, but not limited to, lung graft rejection, asthma,
sarcoidosis, emphysema, cystic fibrosis, idiopathic pulmonary fibrosis, chronic
bronchitis, allergic rhinitis and allergic diseases of the lung such as hypersensitivity
pneumonitis, eosinophilic pneumonia, bronchiolitis obliterans due to bone marrow
and/or lung transplantation or other causes, graft atherosclerosis/graft phlebosclerosis,
as well as pulmonary fibrosis resulting from collagen, vascular, and autoimmune

diseases such as rheumatoid arthritis and lupus erythematosus.
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In other embodiments, the pharmaceutical compositions of the present
invention are useful for treating autoimmune diseases and inflammatory diseases that
are initially resistant to, or which develop resistance to other known therapeutic
treatments whose mode of action is other than through modulation of CD40L-
mediated CD40 signaling, modulation of ADCC, or both, The pharmaceutical
compositions of the invention can be used to treat subpopulations of patients for
whom treatment intervention with one or more antagonist anti-CD40 antibodies that
modulates CD40L-mediated CD40 signaling, modulates ADCC, or both is desirable.

Beneficial results that can be achieved by administering the pharmaceuticat
compositions of the invention to a subject with an inflammatory disease or
autoimmune disease include any positive therapeutic response with respect to that
disease. By “positive therapeutic response” in the context of an autoimmune disease
and/or inflammatory disease is intended an improvement in the disease in association
with the anti-inflammatory activity of these antibq{dies or antigen-binding fragments
thereof, and/or an iniprovement in the symptoms dssociated with the disease, That is,
an anti-proliferative effect, the prevention of further proliferation of the CD40-
expressing cell, a reduction in the inflammatory response including but not limited to
reduced secretion of inflammatory cytokines, adhesion molecules, proteases,
immunoglobulins (in instances where the CD40 bearing cell is a B cell), combinations
thereof, and the like, increased production of anti-inflammatory proteins, a reduction
in the number of autoreactive cells, an increase in immune tolerance, inhibition of
autoreactive cell survival, and/or a decrease in one or more symptoms mediated by
stimulation of CD40-expressing cells can be observed. Such positive therapeutic
responses are not limited to the route of administration and may comprise
administration to the donor, the donor tissue (such as for example organ perfusion),
the host, any combination thereof, and the like.

Clinical response can be assessed using screening techniques such as
magnetic resonance imaging (MR1I) scan, x-radiographic imaging, computed
tomographic (CT) scan, flow cytometry or fluorescence-activated cell sorter (FACS)
analysts, histology, gross pathology, and bloed chemistry, including but not limited to
changes detectable by ELISA, RIA, chromatograﬁhy, and the like. In addition to
these positive therapeutic responses, the subject undergoing therapy with an

antagonist anti-CD40 antibody-containing lquid pharmaceutical composition of the
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invention may experience the beneficial effect of an improvement in the symptoms
associated with the disease.
The following examples are offered by way of illustration and not by way of

limitation.

EXPERIMENTAL

CHIR-12.12 is a fully humanized anti-CD40 IgG; monoclonal antibody
produced by a CHOA_'ccll culture process. The molecule has a molecular weight of 150
kDa, and the molecular structure consists of two héavy chains and two light chains
linked together by disulfide bonds. CHIR-12.12 targets the human CD40 cell-surface
receptor protein. It is a strong antagonist and inhibits iz vitro CD40 ligand-mediated
proliferation of normal B cells, as well as inhibiting in vitro CD40 ligand-mediated
proliferation of cancer cells from NHL and CLL patients. Hybridoma line
153.8E2.D10.D6.12.12 (CMCC#12056) expressing the CHIR-12.12 antibody has
been deposited with the American Type Culture C:?)llection [ATCC; 10801 University
Blvd., Manassas, Virginta 20110-2209 (USA)] on ‘September 17, 2003, under Patent
Deposit Number PTA-5543.

Without being bound by theory, the CHIR-12.12 antibody is a dual action
antagonist anti-CD40 monoclonal antibody having a unique combination of attributes.
This fully human monoclonal antibody blocks CD40L-mediated CD40 signaling
pathways for survival and preliferation of B cells; this antagonism leads to ultimate
cell death, CHIR-12.12 also mediates recognition and binding by effector cells,
initiating antibody dependent cellular cytotoxicity (ADCC). Once CHIR-12.12 is
bound to effector cells, cytolytic enzymes are released, leading to B-cell apoptosis and
lysis. ‘

For a more detailed description of the biological activities of CHIR-12.12, and
the assays used to measure them, see provisionat applications entitled “Antagonist
Anti-CD40 Monoclonal Antibodies and Methods for Their Use,” filed November 4,
2003, November 26, 2003, and April 27, 2004, and assigned U.S. Patent Application
Nos. 60/517,337 (Attorney Docket No. PP20107.001 (035784/258442)), 60/525,579
(Attorney Docket No. PP20107.002 (035784/2715?25)), and 60/565,710 (Attorney
Docket No. PP20107.003 (035784/277214)), respectively, and International Patent
Application No. PCT/US2004/037152 (Attorney Docket No. PP20107.004
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(035784/282916)), also entitled “Antagonist Anti-CD40 Monoclonal Antibodies and
Methods for Their Use,” filed November 4, 2004, and published as WO 2005/044854;
the contents of each of which are herein incorporated by reference in their entirety.
See also Intematiorfal Publipation Nos. WO 2005/044304, WQ 2005/044305, WO
2005/044306, WO 2005/044855, WO 2005/044307, and WO 2005/044294; the
contents of each of which are herein incorporated by reference in their entirety. See
also the assays described in provisional application entitled “Methods for Diagnosis
and Treatment of Proliferative Disorders Mediated by CD40 Signaling,” filed
December 9, 2003, and assigned U.S. Patent Appﬁcation No. 60/749,285 (Attomey
Docket No. PP028035.0002 (035784/304312)), and corresponding Intemational
Patent Application No, PCT/US2006/019414 (Attorney Docket No. PP028035.0003
(035784/311611)), filed May 18, 2006, and published as WO 2006/125143; and
provisional application entitled “Methods for Diagnosis and Treatment of Diseases
Having an Autoimmune and/or Inflammatory Component,” filed December 9, 2005,
and assigned U.S. Patent Application No. 60/749,336 (Attorney Docket No.
PP028062.0002 (035784/304311), and corresponding International Patent Application
No. (Attorney Docket No. PP028062.0003 (035784/311608)), filed May 18, 2006,
and published as WO 2006/125117; the contents of each of which are herein
incorporated by reference in thetr entirety.

The primary'clinical applications of CHIR-12.12 are treatment of B-cell
related malignancies, including chronic lymphocytic leukemia (CLL), multiple
myeloma (MM), and non-Hodgkin’s lymphoma (NHL), and autoimmune and/or
inflammatory diseases associated with CD40-expressing cells. The CHIR-12.12 drug
product for clinical trials is formulated at 20 mg/ml CHIR-12.12 antibody in a liquid
formulation. The following studies were undertaken to determine optimal buffer,
isotonizing agent, and various excipients for stabilizing the antibody in the liquid

formulation.

Example 1; Effect of Vanous Buffer Species and Methionine on Stabilization of
CHIR-12.12

Solution conditions (e.g., pH, bufter speciévs, and ionic strength) and

excipients {(e.g., surfactants and stabilizers) are critical factors for stability of a protein

in liquid formulation. Physicochemical stability of CHIR-12.12 is optimal at pH 3.5.
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However, CHIR-12.12 protein can degrade via aggregation and fragmentation under
unfavorable soluti'oﬁ conditions; it can also oxidize, especially in the presence of
peroxide impurities and/or trace amounts of metals introduced with raw excipient
materials such as Tween. The following experiments were conducted to identify
the best buffer species and appropriate excipients to stabilize CHIR-12.12 monoclonal
antibody against aggregation, fragmentation, and oxidation when formulated at the

optimum pH 5.5.

Materials ;

The CHIR-12.12 drug substance (DS) lots for the study were CHO-derived
purified bulk lot # CD021105A and lot # PD010705A. The DS lots were produced at
Xoma, Ltd (Berkeley, CA). The formulation samples for this study were prepared by
dialysis of the DS against respective buffer solutions followed by spiking with the
desired amount of Tween. The concentration of CHIR-12.12 protein in all the

samples was approximately 20 mg/ml.

Analytical Methods

Size-Exclusion Chromatography (SEC).

SEC-HPLC separates molecules in order of decreasing molecular weight.
Consequently, CHIR-12.12 aggregates are the first to elute from the HPLC column,
followed by the moriomer, with the fragments eluting last. Punty, aggregation, and
fragmentation of CHIR-12.12 were analyzed by a Waters Alliance HPLC using
Tosohaas TSK-GEL 3000SWyx; column, 50 mM sodium phosphate, 200 mM NaCl,
pH 7.0 as mobile phase at a flow rate of 0.7 mL/min.

Hydrophobic Interaction Chromatography (HIC). |

Oxidation of CHIR-12.12 was measured using a Waters Alliance HPLC
system with a Tosoh TSK gel butyl-NPR column, 2 M ammonium sulfate/20 mM
Tris, pH 7.0 as mobile phase A and 20 mM Tris, pH 7.0 as mobile phase B at a flow
rate of 1.0 ml/min. CHIR-12.12 antibody is digested with papain to yield Fab and Fc
fragments. The oxidation products of CHIR-12.12 are oxidized Fc fragments
(metSQO), which are pre-F¢ species eluting berweeﬁ; the main Fab species and the main

Fc species from the HPLC column.
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Experiments and Results y
Stabilization Effect of Citrate Buffer on Aggregat;on and Fragmentation.

CHIR-12.12 from DS lot #PD010705A was formulated at 20 mg/ml in 10 mM
citrate, acetate, succinate, or phosphate buffer solution with 150 mM NaCl, 0.1%
(w/v) Tween 80 and pH 5.5. The formulation samples were filled as 1.2 ml solutions
into 3 cc glass vials and stored at 5°C, 25°C, and 40°C. The CHIR-12.12 stability
samples were analyzed at designated time points by SEC assay.

Figures 1-3 show the SEC analysis for purity, aggregates, and fragments,
respectively, in the samples stored at 25°C. Figures 4-6 summarize the SEC analysis
for purity, aggregates, and fragments, respectively, in the samples stored at 40°C. All
the results show that the citrate-based formulation samples remained at the highest
purity and lowest aggregation and fragmentation levels among the four formulations
tested. Although there was little change detected for the samples stored at 5°C through
5 months (data not shown), the accelerated SEC data predicts that citrate buffer will
likely be superior to the other three commonly used buffer species in improving the

long-term real-time stability of CHIR-12.12 against aggregation and fragmentation.

Oxidation Inhibition Effect of Citrate Buffer on C}:JIR-12. 12.

The CHIR-12.12 stability samples were prepared in citrate, acetate, and
succinate buffers with 0.1% and 0.2% (w/v) Tween 80. The samples were stored at
5°C, 25°C, and 40°C and analyzed by Hydrophobic Interaction Chromatography
(HIC) for oxidation at the predetermined time points. The oxidation products of
CHIR-12.12 were measured as a percentage of sums of the Pre-Fc peak species, i.e.,
Pre-Fc%. The results in Table | show that the citrate-based formulation generated
fewer oxidation products than the succinate- and acetate-buffered formulations,
indicating that the citrate buffer minimized the oxidation of CHIR-12.12. These
results suggest that citric acid probably served as a chelating agent to inhibit trace-
metal-induced oxidation of CHIR-12.12 protein.

The SEC and HIC analyses indicate that citrate buffer is superior to succinate,
acetate, and phosphate buffer species in protecting CHIR-12.12 from aggregation and
fragmentation. Citrate buffer is also superior to succinate and acetate buffers as it

minimizes oxidation of CHIR-12.12 protein,
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Table 1. Effect of buffer species on oxidation of CHIR-12.12 (20 mg/ml) as measured by HIC assay.

10 mM Citrate

10 mM Acetate

10 mM Succinate

Formulation Buffer with Tween 80 150 mM Na(l 150 mM NaCl 150 mM NaCl
pHS5.5 pH 5.5 pH 5.5
Tween 80
Concentration ‘Storage Pre-Fc% Pre-Fc% Pre-Fc%
5°C, 5 mo 0.0 0.0 0.0
0.1% (wiv) 25°C, 5 mo 26 7.1 94
40°C, 3 mo 5.6 N/D* 13.5
5°C, 5 mo 0.0 0.0 N/D
5°C, 8 mo 2.0 2.0 22
0.2% (w/v) 25°C, 5 mo 3.0 10.7 1.5
25°C, 8 mo 48 18.1 19.4
40°C, 3 mo 7.7 N/D 16.0

*N/D, not determined.

Oxidation Inhibition Effect of L-Methionine on CHIR-12.12.
DS lot #CD021105A was formulated at 20 mg/ml in 10 mM sodium

citrate/citric acid, 150 mM NaCl, 0.1% Tween 80 or Tween 20 as well as various

amount (0-5 mM) of L-methionine. The formulation samples were filled at 2.5 ml into

3 cc vials and stored at 40°C. Table 2 shows HIC results for the samples at initial

time and at 40°C for 3 months. At initial time, thé:'oxidation of CHIR-12.12 in all the

formulations was comparable to the original bulk drug substance (DS) lot # CD

021105A. The oxidation levels in the formulations without L-methionine were more

than doubled upon storage at 40°C for 3 months. However, the oxidation level in the

formulations containing L-methionine had little change throughout 3 months storage

at 40°C.

The results indicate that 5 mM L-methionine was effective and sufficient in

preventing the oxidation of CHIR-12.12 under the highly stressed storage conditions.

The oxidation inhibition effect of L-methionine on CHIR-12.12 was confirmed by

Lyc- peptide map.
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Table 2. Inhibition effect of L-methionine on CHIR-12.12 oxidation.

PCT/US2007/066757 an

. Pre-F¢%

Formulations with 20 mg/ml CHIR-12.12 * Time 0 | 3 mos a1 40°C
Bulk CHIR-12.12 DS lot# CD 021105A 1.7 N/D*
10 mM sodium citrate/citric acid, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-80, pH 1.6 4.2
5.5
10 mM sodium citrale/ci;ric acid, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-80, 2 1.6 1.6
mM L-methionine, pH 5.5
10 mM sodium citrate/citric acid, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20, pH 1.7 39
5.5
10 mM sodium citrate/citric acid, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20, 2 1.5 1.1
mM L-methioning, pH 5.5
10 mM sodium citrate/citric acid, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20, 5 1.5 1.2
mM L-methionine, pH 5.5

*N/D, not determined.

In summary, citrate buffer minimizes aggregation, fragmentation, and
oxidation of CHIR-12.12, and therefore represents an optimal buffer for a CHIR-
12.12 hquid formulation. L-methionine effectively inhibits oxidation of CHIR-12.12,

with 5 mM L-methionine being preferred.

Example 2: Stabilizing Effect of Arginine-HCl on CHIR-12.12

The following study was aimed at selecting a tonicifying agent and stabilizer
for long-term storage stability of CHIR-12.12 formulated as a liquid pharmaceutical
composition intended for administration via intravenous infusion. Although NaCl is
the most commonly used isotonizing agent for protein parenteral products, it may not
have optimal stabilizing effects on antibody therapeutics. This study reports on the
comparative stabilizing effects of sodium chloride and the acidic form of arginine
(arginine-HCI) on CHIR-12.12 in an aqueous formuation.

The CHIR-12.12 bulk antibody drug substance was formulated with a citrate

_ buffer at pH 5.5, employing either 150 mM NaCl or 150 mM L-arginine-HCl to

achieve the target osmolality of 295 mOsm/kg for the CHIR-12.12 liquid formulation.
Differential Scanning Calorimetry (DSC), size-exclusion chromatograph (SEC-
HPLC), SDS-PAGE, and Cation-Exchange HPLC (CIEX-HPLC) were used to
evaluate biophysical and/or biochemical stability of the CHIR-12.12 antibody. The

study demonstrates that 150 mM L-arginine-HCI not only renders isotonicity to a
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CHIR-12.12 aqueous formulation, but also increases the conformational stability of

CHIR-12.12 against aggregation, fragmentation, and deamidation. L-arginine-HClI

proved to be superior to NaCl under accelerated stability conditions. Furthermore, the

accelerated stability data predict a longer shelf-life for the CHIR-12,12 L-arginine-

HCI formulation.

Maierials

The CHIR-12.12 drug substance (DS) used for this study was a CHO-derived
purified bulk lot # CD021105A. The DS lot was produced at Xoma Ltd. (Berkeley,

CA).

CHIR-12.12 from the DS lot was used in the following formulations:

Formulation I: 20 mg/ml CHIR-12.12, 10 mM sodium citrate/citric acid, 150

mM NaCl, 0.1% Tween 80, and pH 5.5

Formulation 2: 20 mg/ml CHIR-12.12, 10 mM sodium citrate/citric acid, 150

mM L-arginine-HC!, 0.1% Tween 80, and pH 5.5

Analytical Methods

Differential Scanning Calorimetry (DSC).
Conformational stability of the CHIR-12. 12 formulation samples was

evaluated using a MicroCal VP-DSC upon heating 15°C to 90°C at 1°C/min.

Size Exclusion Chromatography (SEC-HPLC).

Purity, aggregation, and fragmentation of CHIR-12.12 were analyzed by a
Waters Alliance RPLC with a Tosohaas TSK-GEL 3000SWx. column, 50 mM
sodium, phosphate, 200 mM NaCl, pH 7.0 as mobile phase at a flow Ratc 0f 0.7

mi/min.

SDS§ PAGE (Non-reduced and Reduced).

Purity of CHIR-12.12 was also evaluated using 12% Tris-Glycine gels under

non-reducing and reducing conditions. The protein was detected by Coomassie blue

staining.

-73 -



10

15

20

25

WO 2007/124299 PCT/US2007/066757 p

Cation Exchange Chromatography (CIEX-HPLC):

Charge change-related deamidation of CHIR-12.12 was measured using a
Waters Alliance HPLC system with a Dionex Propac WCX-10 column, 50 mM
HEPES, pH 7.3 as mobile phase A and 50 mM HEPES containing 500 mM NaCl, pH

7.3 as mobile phase B at a flow rate of 0.8 ml/min.

The following is a key to the abbreviations in the figures referred to in the

results section herein below:

Succinate, NaCl, 0.1% TW80 10 mM sodium succinate/succinic acid buffer,

150 mM NaCl, 0.1% Tween 80, pH 5.5

10 mM sodium citrate/citric acid buffer,

150 mM NaCl, 0.1% Tween 80, pH 5.5

10 mM sodium acetate/acetic acid buffer,

150 mM NaCl, 0.1% Tween 80, pH 5.5

10 mM sodium phosphate dibasic/sodium phosphate
monobasic buffer, 150 mM NacCl, 0.1% Tween 80, pH 5.5
10 mM sodium citrate/citric acid buffer,

150 mM L-arginine-HCI, 0.1% Tween 80, pH 5.5

I

Citrate, NaCl, 0.1% Tw&g0

1

Acetate, NaCl, 0.1% Tw80

Phos, NaCl, 0.1% Tw80

Citrate, Arg, 0.1% Twg0

Results
Differential Scanning Calorimetry (DSC).

Figure 7 shows DSC theograms for CHIR 12.12 in the two formulations as
described in the “Materials’ section above. Thermal unfolding of CHIR-12.12
exhibited at least two thermal transitions, probably representing unfolding /melting of
the Fab and the Fc domains, respectively. At highgr temperature, the proteins
presumably aggregated, resulting in Joss of DSC lsignal. In this study, the lowest
thermal transition temperature was defined as the melting temperature, T,,. The L-
arginine-HCl-containing formulation exhibited a higher Tr, than the NaCl-containing
formulation, suggesting that L-arginine-HCI prdvides CHIR-12.12 with higher

conformational stability than does NaCl.

SEC-HPLC Analysis.

After incubation at 5°C through 6 months, SEC-HPLC detected negligible
amounts of protein aggregates and fragments (< 0.5%) in the L-arginine-HCI- and
NaCl-containing formulations and no appreciablqlstability difference between the two

formulations (data not shown). Under accelerated storage conditions, 1.e., 25°C for 6
-74 -
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months, the L-arginine-HCl-containing formulation contained a higher percentage of
monomer, as shown in Figure 8. At the expense of the monomer, the content of both
aggregates and fragments slowly increased with storage time, However, the L-
arginine-HCl-containing formulation generated less aggregates.and fragments than the
NaCl-containing formulation as shown in Figure 9 and 10, respectively. Similarly,
when stored at 40°C, the L-arginine-HCl-containing formulation exhibited a higher
percentage of monomer and lower percentages of aggregates and fragments than did
the NaCl-containing formulation, as shown in Figure 11, 12, and 13, respectively.
Upon storage at 40°C for 4 months, the L-argininé—HCl—containing formulation had
91.8 % monomer remaining, 1.7 % aggregates, and 6.5 % fragments, while the NaCl-
containing formulation had 87.9 % monomer, 2.2 % aggregates, and 9.9 % fragments.
The SEC-HPLC results demonstrate L-arginine-HCI improves the stability of CHIR-

12.12 protein in comparison with NaCl.

SDS-PAGE (Non-reduced and Reduced).
Table 3 presents SDS-PAGE results for the L-arginine-HCI- and NaCl-
containing formulations analyzed under non-reduced (NR) and reduced (R)
conditions. The purity of CHIR-12.12 was measured as a percentage of the main band
under non-reduced conditions or as a percentage of the sum of the heavy and light
chain bands under reduced conditions. Except at time 0, the L-arginine-HCI-
containing formulation showed higher purity than did the NaCl-containing _
formulation under both non-reduced and reduced conditions. The observation from
SDS-PAGE was consistent with SEC-HPLC results in that L-arginine-HCI increased
the stability of CHIR-12.12 over NaCl.

Table 3. Comparison of L-arginine-HCl and NaCl by SDS-PAGE analysis.

T=0 4 mo at 25°C | 4 mo at40°C | 6 mo at 25°C

12.12

Citrate, NaCl, 0.1% Tween 80, pH 5.5

Formulation with 20 mg/ml CHIR- R NR R NR R NR R NR

%

%

%

%

%

%

%o

%

Citrate, L-arg-HCI, 0.1% Tween 80, pH
5.5

98.8

85.0

97.4

913

76.2

97.6

78.9

i

-5

I~
U



10

15

20

25

30

WO 2007/124299

CIEX-HPLC Analysis.

CIEX-HPLCl‘separates molecules based on charge so that the acidic variants
elute before the main peak species and the basic variants clute after the main peak
species. The purity of CHIR-12.12 and its deamidation products content were
measured as percentage of main peak and percentage of acidic variants, respectively.

Figure 14, 15, and 16 show the purity, the content of deamidation product, and
the content of basic variants, respectively, in the two formulations. At time 0, the two
formulations had 68.6 % purity and 15.5% deamidation product as well as 15.9 %
basic variants. When stored at 25°C, the [rarginiri-é~HCl—containing formulation
remained at higher purity and at higher content of basic variants, and exhibited a
lower percentage of deamidation products than the NaCl-containing formulation.
Upon storage at 25°C for 6 months, the L-arginine-HCl-containing formulation had
47.3 % purity, 12.5 % basic variants, and 40.0 % deamidation product generated,
while the NaCl-containing formulation had 45.6 % purity, 11,7% basic variants, and
42.7 % deamidation product. Although the L-arginine-HCI- and NaCl-containing
formulations showed little change throughout 6 months storage at 5°C, the CIEX-
HPLC results under accelerated storage conditions (25°C) predict that L-arginine-HCl
will likely be superior to NaCl in improving the long-term real-time stability of
CHIR-12,12 against deamidation.

In summary, this study demonstrates that 150 mM L-arginine-HC! not only
renders isotonicity to the CHIR-12.12 liquid formulation, but also increases the
conformational stability of CHIR-12.12 against aggregation, fragmentation, and
deamidation. L-arginine-HCI is superior to NaCl under accelerated stability
conditions, and the accelerated stability data further predict a longer shelf-life for the

CHIR-12.12 L-arginine-HCI formulation.

Example 3: Effects of Tween 80 and Tween 20 in Minimizing Aggregation of CHIR-

12.12 Bulk Drug Substance from Frozen Storage

Frozen storage of the CHIR-12.12 bulk drug substance is preferred over liquid
storage for several reasons including increased product stability and shelf life,
decreased microbial growth, as well as elimination of foaming during transport.
However, freezing and subsequent thawing can induce stresses in protein solution by

introducing ice-liquid interfaces and concentration gradient of solutes. The stresses
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may denature proteins and lead to aggregation and, in worse cases, formation of
visible particulates or precipitates. As protein aggregates have been frequently
associated with reduced drug potency and increasgd immunogenicity, minimizing
aggregation by optimizing protein formulation components and freeze-thaw
conditions is very critical.

Formulation excipients, such as sugars, polyhydric alcohols, amino acids, and
surfactants can possibly stabilize proteins and antibodies from aggregation. In one
monoclonal antibody study, a few commonly used sugars, polyhydric alcohols, and
amino acids were found to be more effective than surfactants in reducing freeze-thaw
triggered aggregation. However, earlier studies with CHIR-12.12 showed that the use
of a sugar (e.g., trehalose), a polyhydric alcohol (e.g., sorbitol), or an amino acid (e.g.
glycine) alone could not significantly reduce aggregation of CHIR-12.12 during
freezing and thawing.

This study focused on formulation approaches to minimize aggregation of
CHIR-12.12 during freezing and thawing. [n this manner, various surfactants were
evaluated in order to minimize the freeze-thaw-induced aggregation of CHIR-12. 12.
Although it is unlikely that the actual frozen CHIR-12.12 drug substance would
experience multiple freeze-thaw cycling as evaluated in this study, extensive freeze-
thaw stressing studies are worst-case scenario evaluations used to predict the potential
for the formulated bulk drug to aggregate should multiple freezing and thawing

inadvertently occur during long-term storage and transportation.

Materials

CHIR-12.12 bulk DS lots # UA7870, # TC23-2, # UB 1291, # PDG10705A,
and #CDO0B83005A were used for this study. Twcen’fﬁ80, Tween 20, Brij 35, and
Pluronic F68 were purchased from Sigma, J.T. Baker, Alfa Aesar, and MediaTech
Cellgro, respectively. The polycarbonate (PC) bottle for frozen storage of CHIR-

12.12 drug substance was purchased from Nalgene.

Methods
Except for the control samples, all other samples were subjected to complete
freezing at -20°C or -60°C followed by complete thawing at ambient temperature for

multiple cycles.
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Three analytical methods were employed to detect CHIR-12.12 protein
ranging from monomer to visible aggregates. Visual observation was performed under
Tyndal light (M.W. Technologies, Inc.) for detecting visible particulates, Liquid
Particle Counting System (HIAC/Royco) was used to count sub-visible aggregates >
10 pm and > 25 pm.. Dynamic Light Scattering Analyzer (Malvern Nano Series) was
employed to determine hydrodynamic diameters of monomer and aggregates and the

particle size distribution.

Visible Particle Evaluation.

The samples for the freeze-thaw study were prepared from CHIR-12.12 drug
substance lot #UA7870 and lot # TC23-2. All samples were formulated in 10 mM
sodium citrate/citric acid, 150 mM NaCl, and pH SIS buffer sclution by dialysis,
followed by the addition of varying percentages (0-0.5% w/v) of one of the following
nonionic surfactants: Tween 80, Tween 20, Brij 35, and Pluronic F68. Each sample of
2.5 ml was filled into glass vials and subjected to overnight freezing at -60°C and
complete thawing at ambient temperature for up to eight cycles. The samples at initial
time (time 0} and after each freeze-thaw cycle were visually examined for clarity and

visible precipitates/aggregates.

Sub-Visible Particle Count.

CHIR-12.12 drug substance lot # UB 1291.and # PDO10705A were
formulated in the solution (20 mg/ml CHIR-12,12, 10 mM sodium citrate/citric acid,
150 mM NaCl, at pH 5.5), followed by the addition of 0-0.5% (w/v) of Tween 80 or
Tween 20. Aliquots of 20-ml formulation samples were filled into 125 cc
polycarbonate bottles and subjected to freezing at -60°C and thawing at ambient
temperature. After five cycles of freeze-thaw, the samples were measured for sub-
visible aggregates > 10 um and > 25um using HIAC-Royco Liquid Particle Counting

System,
Dynamic Light Scattering Analysis.

Prior to and post 5 cycles of freeze-thaw, the formulations (20 mg/ml CHIR-
12.12, 10 mM sodium citrate/citric acid, 150 mM L-arginine-HC1, 5 mM L-

_78 -

WO 2007/124299 PCT/US2007/066757 .



10

15

20

WO 2007/124299 PCT/US2007/06655m 4 2.
3

methionine, 0-0.2% Tween 20, and pH 5.5) were evaluatéd for aggregates using
Dynamic Light Scattering Analyzer.

Dynamic Light Scattering (DLS) spectroscopy calculates the hydrodynamic
diameter of particles including monomer and aggregates from the measured diffusion
coefficient of the particles using the Stokes-Einstein equation and the assumption that
the particles are spherical. The number of aggregates species and polydispersity are

also obtained from DLS studies.

Results
Visible Particle Evaluation.

Table 4 summarizes the results of the visual observation. At time 0, which was
prior to initiating the freeze-thaw cycles, all the samples were slightly opalescent
without visible aggregates/precipitates. After one freeze-thaw cycle, a few visible
aggregates/precipitates formed in all the formulations without any added surfactant,
and in the formulations containing 0-0.05% (w/v) of Tween 80 and in the
formulations containing 0-0.1% (w/v) Brij 35 as well as in the samples containing 0-
0.5% (w/v) Pluronic F68. The samples containing 0.05%-0.5% (w/v) Tween 20 did
not show any aggregates or precipitates throughout the eight cycles of freeze-thaw.
This suggests Tween 20 is more effective than Tween 80 in preventing the formation
of large insoluble aggregates from multiple freeze-thaw cycles. Brij 35 and Pluronic

F68 were much less effective than Tween 80 and Tween 20.
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Table 4. Visual appearance of CHIR-12.12 in the citrate-buffered formulations with varying concentrations of

surfactant.

Formulation 20 mg/ml CHIR-12.12, 10 mM Ciraze/Ciuic Acid, 150 mM NacCl, Tween 80, pH 5.5

Tween 80 Conc.

(whv) T=0 IXFT* 2XFT 4XFT SXFT 6XFT 8XFT
0% SO SO, a few ppt SO, ppt S0, ppt 50, ppt SO, ppt SO, ppt
0.05% SO S0, a few ppt SO, a few ppt SO, ppt 80, ppt 50, ppt SC, ppt
0.10% SO SO 5O Sb, a few 80, a fow ppt S0, a few ppt SO, a few ppt
0.20% S0 SO SO SO SO, afew ppt SO, a few ppt SQ, a few ppt
0.50% SO ko) SO S0 50, a few ppt SO, a few ppt SO, a few ppt

Formulation 20 mg/m! CHIR-12.12, 10 mM Cigate/Citric Acid, 150 mM NaCl, Tween 20, pH 5.5

Tween 20 Cone.

(wiv) T=0 IXFT 2XFT AXFT SXFT 6XFT BXFT
0% SO S0, a few ppt 50, a few ppt 50, ppt .. SO. .ppt S0, ppt SQ, ppt
0.01% SO 50 70) S0 '50, & few ppt 50, a few ppi SO, ppt
0.05% SO SO S0 S0 SO 50 $O
0.10% $0 o) 50 50 S0 S0 SO
0.20% SO S0 SO S0 S0 50 SO
0.50% o] 50 S0 S0 SO S0 50

Forrmulation 20 mg/ml CHIR-12.12, 10 mM Cirate/Citric Acid, 150 mM NaCl, Brij 35, pH 5.5

Brij 35 Conc. .

(wiv) T=0 IXFT IXKT 4XFT SXFT 6XFT 8XFT
0% SO SQ, ppt S0, ppt SO, ppt SO, ppt SO, ppt SO, ppt

0.01% SO SO, a few ppt SO, a few ppt SO, a few ppt SO, a few ppt S0, a few ppt SO, a fow ppt

0.10% S0 50, a few ppt 50, a few ppt 80, a few ppt 50, a few ppt 50, & few ppt 80, a few ppt

0.20% SO . SO 50 S0 :.- -SO 50, a few ppt 50, a few ppt

0.50% SO e} 50 SO so SO, & few ppt SO, a few ppt

Formulmiop 20 mg/ml CHIR-12.12, 10 mM Cirete/Citric Acid, 150 mM NaCl, Piuronic F68, pH 3.5
Plur, F68 Cone.

{wiv) T=0 IXFT IXFT 4XFT SXFT 6XFT 8XFT
0% SO SO, ppt SO, ppt S0, ppt S0, ppt SO, ppt S0, ppt

0.01% SO S0, a few ppt SO, a few ppt S0, a few ppt SO, a few ppt SQ, a few ppt SO, a few ppt

0.10% o] SO, a fow ppt 50, a few ppt SO, a few ppt S0, a few ppt $0, & few ppt SO, a few ppt

0.20% SO SO, a fe;n ppt S0, a few ppt S0, a few ppt éO. afewppt S0, a few ppt SO, a few ppt

0.50% sC SO, a few ppt SO, & few ppt S0, a few ppt SO, & few ppt SO, a few ppt SO, a few ppt

Keys:  XFT=no. of freeze-thaw cycles; SO = slightly opalescent; ppt = precipitate/aggregate
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Table 5 shows the sub-visible aggregates counts per ml of citrate/citric acid-

buffered formulations containing varying concentrations of Tween 80. A downward

trend in the sub-visible particle counts was observed as the Tween 80 concentration

increased; the decrease in the sub-visible particle counts was modest when Tween 80

was above 0.1% (w/v), suggesting the appropriate concentration for the use of Tween

80 was 0.1-0.2% (w/v).

Table 5. Sub-visible particle counts in the formulations containing 20mg/ml CHIR-12.12, 10 mM
sodium citrate/citric acid, 150 mM NaCl, and varying concentrations (0-0.2% w/v) of Tween 80 at pH

5.5.

Concentration of Tween 80 (w/v)

Sub-Visible Particle Counts /m! after 5 Freeze-Thaw Cycles

> 10 pm . >25 um
0% Tween 80 1439 . ©23
0.05% Tween 80 148 3
0.10% Tween 80 44 l
0.20% Tween 80 39 1

Table 6 shows the sub-visible aggregates counts per ml of the citrate/citric

acid-buffered formulations with or without Tween 20. The aggregate counts were

greatly reduced with addition of Tween 20 in the formulation. When Tween 20 was

0.05% (w/v) and above, the decrease in the sub-visible aggregates counts almost

reached a plateau, suggesting the appropriate concentration of Tween 20 was around

0.05-0.2% (W/v).

Table 6. Sub-visible particle counts in the formulations containing 20mg/ml CHIR-12.12, 10 mM
sediumn citrate/citric acid, 150 mM NaCl, and varying concentrations (0-0.2% w/v) of Tween 20 at p[d

5.5.

Concentration of Tween 20 (w/v)

Sub-Visible Particle Counts /ml after 5 Freeze-Thaw Cycles

> 10 pm > 10 pm
0% Tween 20 1671 41
0.01% Tween 20 46 2
0.05% Tween 20 32 3
0.1% Tween 20 L1 !
0.2% Tween 20 i

25

Additionally, Tables 5 and Table 6 show both Tween 80- and Tween 20-

containing formulations generated very few aggregates > 25 um, and the Tween 20-

containing formulation generated fewer aggregates > 10 um than did the Tween 80-

-8l -
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containing formulation after 5 cycles of freeze-thaw. The results indicate Tween 20 is

more effective than Tween 80 in minimizing the formation of sub-visible aggregates
in the CHIR-12.12 citrate/citric acid-buffered formulation.

Based on the:results in Tables 4, 5, and 6, Tween-20 represents a preferred
excipient over Tween 80 to minimize the formation of aggregates in CHIR-12.12
formulations. Accordingly, additional studies were conducted to further optimize the
concentrations of Tween-20 needed to obviate the formation of aggregates in CHIR-
12.12 formulations. The formulations (20 mg/ml CHIR-12.12, 10 mM sodium
citrate/citric acid, 150 mM L-arginine-HCl, 5 mM-L-methionine, 0-0.2% Tween 20, at
pH 5.5) were prepared from CHIR-12.12 drug substance lot # CD0O83005A. 20 ml
formulation samples were filled into 125 cc polycarbonate bottles and subjected to
freezing at -20°C and thawing at ambient temperature, Prior to and post five freeze-
thaw cycles, the formulation samples were measured for sub-visible particle counts

using HTAC-Royco liquid particle counter. The results are summarized in Table 7.

Table 7. Sub-visible particle counts in the formulations containing 20 mg/ml CHIR-12.12, 10 mM
sodium citrate/citric acid, 150 mM L-arginine-HC1, 5 mM L-methionine, 0-0.2% Tween 20, at pH 5.3,

PCT/US2007/066757 1771 o

Concentration of Tween 20 Particle Counts/ml > 10 pm Particle Counts/ml > 25 pm
(wiv) Prior to FT Post SXFT* Prior to FT Post SXFT

0% Tween 20 23 169 7 )
0.005% Tween 20 4 24 0 2
0.025% Tween 20 5 6 | |
0.05% Tween 20 2 9 0 |
0.1% Tween 20 6 7 | |
0.2% Tween 20 10 64 | 5

*Key: XFT = no. of freeze-thaw cycles.

After five cycles of freeze-thaw, the samples containing L-arginine-HCl and
L-methionine generated much less aggregates than the formulation without L-
arginine-HCI and L-methionine, i.e., 169 particles/ml = 10 um versus 1439 or 1671
particles/ml > 10 pum in the absence of Tween 20 (see Tables 6 and 7). However, until
Tween 20 was introduced, L-arginine-HCl and L-methionine did not significantly
reduce the freeze-thaw-induced aggregates to a minimum level. This suggests that L-
arginine-HCI and L-methionine are not sufficiently effective in minimizing freeze-
thaw-induced aggregation of CHIR-12.12.

From the data summarized in Tables 5-7, tlie sub-visible aggregates counts of
freeze-thawed samples containing 0.025-0.1% (w/v} Tween 20 remained comparable

to the respective samples prior to freeze-thaw cycling. This indicates that
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formulations containing Tween 20 in combinationlwith L-arginine-HCl and L-

methionine generated minimum sub-visible aggregates. Thus, Tween 20 is the

excipient in the formulation that effectively minimizes CHIR-12.12 from generating

sub-visible aggregates during freezing and thawing. The effective concentration of

Tween 20 was determined to be 0.025-0.1 % (w/v).

Dynamic Light Scattering Analysis.

Table 8 shows the mean hydrodynamic diameter of the particles,
polydispersity, and percent intensity of the monomer species of CHIR-12.12. The
Dynamic Light Scatfering analysis detected only monomer species in all the samples
prior to and post five cycles of freeze-thaw, as shown by 100% intensity of the
monomer species. This suggests all the samples were mainly composed of
monomers. After 5 cycles of freeze-thaw studies, a few aggregates (possibly dimer or
trimer) might coexist with the monomer in the samples without Tween 20 and with
0.005% (w/v) Tween 20, as shown by the increases in hydrodynamic diameter and
polydispersity. The samples containing 0.025-0.1% (w/v) Tween 20 showed little
change in hydrodynamic diameter and the polydisi;)ersity values, indicating they
remained at the previous levels of monomers without appreciable aggregate

formation.

Table 8. Dynamic Light Scattering analysis of CHIR-12.12 before and after five cycles of freeze-thaw
of the formulation containing 20 mg/ml CHIR-12.12, 10 mM sodium citrate/citric acid, 150 mM L-
arginine-HCl, 5 mM L-methionine, and varying concentrations (0-0.2%} of Tween 20, at pH 5.5)

Mean Hydrodynamic Polydispersity Intensity % of

Concentration of Tween 20 Diameter (mm) Monomer Species
(Wiv) Prior to Post Priorto Post Prior to Post
FT* SXFT* T SXFT FT SXFT

0% Tween 20 12.2 12.4 0.047 0.055 100.0 100.0
0.005% Tween 20 12.2 12.4 0.045 0.045 100.0 100.9
0.025% Tween 20 123 12.4 0.035° 0.034 100.0 100.0
0.05% Tween 20 12.3 12.2 0.035 0.031 100.0 100.0
0.1% Tween 20 12.4 12.4 0.035 0.039 100.0 100.0
0.2% Tween 20 12.3 12.2 0.03¢6 0.043 100.0 100.0

¥Key: FT = freeze-thaw; XFT = no. of freeze-thaw cycles.

Based on the visual observation, sub-visible particle counts, and the Dynamic
Light Scattering analysis, the optimum concentration of Tween 20 was determined to
be ¢.025-0.1% (w/v) for minimizing CHIR-12.12 from freeze-thaw-induced

aggregation.
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In summary, both Tween 20 and Tween 80 have been found to minimize
CHIR-12.12 aggregation during freezing and thawing. The optimum concentrations
of Tween 20 and Tween 80 are 0.025-0.1% (w/v) and 0.1-0.2 (w/v) %, respectively.
Tween 20 is more effective than Tween 80 in that a lower concentration of Tweeze 20
reduces the number and extent of the formation of aggregates to a lower level. This
study has demonstrated that the addition of an optimum concentration of Tween,
preferably in combination with L-arginine-HCI and L-methionine, enables the storage
of the citrate/citric acid-buffered CHIR-12.12 bulk drug substance at -20°C or below

without significant aggregation.

Example 4: Assays for Antagonist Activity of Anti-CD40 Antibodies

The following assays can be used to assess the antagonist activity of an anti-
CD40 antibody. Human B cells for these assays can be obtained, for example, by
isolation from tonsils obtained from individuals undergoing tonsillectomies,
essentially as described in De Groot et al. (1990) Lymphokine Research (1990) 9:321.
Briefly, the tissue is dispersed with scalpel blades, phagocytic and NK cells are
depleted by treatment with 5 mM L-leucine methyl ester and T cells are removed by
one cycle of rosetting with sheep erythrocytes (SRBC) treated with 2-aminoethyl
isothiouronium bromide. The purity of the resulting B lymphocyte preparations can
be checked by indirect immunofluorescent labelling with anti-(CD20) mAb B1
(Coulter Clone, Hialeah, FA) or anti-(CD3) mAb OKT3 (Ortho, Raritan, NJ) and a
FITC-conjugated F(ab'), fragment of rabbit anti-(mouse Ig) (Zymed, San Francisco,
CA), and FACS analysis.

B-Cell Proliferation Assay.

B cells (4 x 10* per well) are cultured in 200 ul IMDM supplemented with
10% fetal calf serum in flat bottom 96-well microtiter plates. B cells are stimulated
by addition of immobilized anti-(IgM) antibodies (Immuncbeads; Sug/ml; BioRad,
Richmond, California). Where desired, 100 U/ml recombinant IL-2 is added.
Varying concentrations of test monoclonal antibodies (mAbs) are added at the onset
of the.microcultures and proliferation is assessed at day 3 by measurement of the

incorporation of ("H)-thymidine after 18 hour pulsing.
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An antagonist anti-CD40 antibody does not significantly costimulate human
B-cell proliferation in the presence of immobilized anti-IgM or in the presence of

immobilized anti-IgM and IL-2.

Banchereau-Like B-Cell Proliferation Assay.

For testing the ability of anti-CD40 monoclonal antibodies to stimulate B-cell
proliferation in a culture system analogous to that described by Banchereau et al.
(1991) Science (1991) 251:70, mouse 3T6 transfectant cells expressing the HR allellic
form of human FcyRII are used. B cells (2 x 10* per well) are cultured in flat-bottom
microwells in the presence of 1 x 10* transfectant cells (irradiated with' 5000 Rad) in
200 pul IMDM supplemented with 10% fetal calf serum and 100 U/ml recombinant IL-
4. Before addition of the B cells, the 3T6 cells are allowed to adhere to the culture
plastic for at least 5 hours. Anti-CD40 mAbs are added at concentrations varying
from 15 ng/m! to 2000 ng/ml and proliferation of B cells is assessed by measurement

of thymidine incorporation at day 7, upon 18 hour pulsing with [*H] thymidine.

Inhibition of S2C6-Stimulated B-Cell Proliferation Using Antagonist Anti-CD40
mAbs.

Antagonist anti-CD40 monoclonal antibociies (mAbs) can also be
characterized by their ability to inhibit stimulation of B-cell proliferation by an anti-
CDA40 antibody such as S2C6 (also known as SGN-14, which is reportedly an agonist
of CD40 stimulation of proliferation of normal B cells; Francisco et al. (2000} Cancer
Res. 60:3225-3231) using the B-cell Proliferation Assay described above. Human
tonsillar B cells (4 x 10° per well) are cultured in 200 pl in microwells in the presence
of anti-IgM coupled to Sepharose beads (5 pg/ml) and anti-CD40 mAb S2C6 (1.25
ug/mil). Varying concentrations of an anti-CD40 mAb of interest are added and
[*H]-thymidine incorporation is assessed after 3 days. As a control anti-
(glucocerebrosidase) mAb 8E4 can be added in similar concentrations. Barneveld et
al. (1983) Eur. J. Biochem. 134:585. An antagonist anti-CD40 antibody can inhibit
the costimulation of anti-IgM induced human B-cell proliferation by mAb S2C6, for
example, by at least 75% or more (i.e., S2C6-stimulated proliferation in the presence
of an antagonist anti-CD40 antibody is no more than 25% of that observed in the

absence of the antagonist anti-CD40 antibody). In contrast, no significant inhibition
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would be seen with equivalent amounts of non-relevant mAb 8E4, directed to p-
glucocerebrosidase. Barneveld ef al., supra. Such a result would indicate that the
anti-CD40 mAbs does not deliver stimulatory signals for the proliferation of human B
cells, but, conversely, can inhibit stimulatory signals exerted by triggering CD40 with

¥

another mAb.

B-Cell Activation As&ay with EL4B5 Cells.

Zubler et al. (1985) J. Immunol. (1985) 134:3662 observed that a mutant
subclone of the mouse thymoma EL-4 line, known as EL4BS, could strongly
stimulate B cells of Both murine and human origin to proliferate and differentiate into
immunoglobulin-secreting plasma cells /n vitro. This activation was found to be
antigen-independent and not MHC restricted. For optimal stimulation of human B
cells, the presence of supematant from activated human T cells was needed but a B-
cell response also occurred when EL4BS cells were preactivated with phorbol-12-
myristate 13-acetate;(PMA) orIL-1. Zubleres al. t1987) Immunological Reviews
99:281; and Zhang e¢ al. (1990) J. Immunol. 144:2955. B-cell activation in this
culture system is efficient — limiting dilution experiments have shown that the
majority of human B cells can be activated to proliferate and differentiate into
antibody-secreting cells. Wen er al. (1987) Eur. J. Immunol. 17:887.

B cells (1000 per well) are cultured together with irradiated (5000 Rad)
ELA4BS cells (5 x 10° per well) in flat bottom micrbtiter plates in 200 pl IMDM
supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum, 5 ng/ml phorbol-12-
myristate 13-acetate (Sigma) and 5% human T-cell supernatant. mAbs are added at
varying concentrations at the onset of the cultures and thymidine incorporation is
assessed at day 6 after 18 hour pulsing with [*H]-thymidine. For the preparation of T-
cell supernatant, purified T cells are cultured at a density of 10%ml for 36 hours in the
presence of 1 pg/mi PHA and 10 ng/ml PMA. Wen et al. (1987) Eur. J. Immunol,
(1987) 17:887. T-cell supematant is obtained by centrifugation of the cells and stored
at -20°C. The effectiveness of T-cell supernatants in enhancing proliferation of
human B cells in EL4B5-B cell cultures is tested and the most effective superatants
are pooled for use in experiments. When assessiné the effect of an anti-CD40
antibody on EL4BS5-induced human B-cell proliferation, a monoclonal antibody such

as MOPC-141 (IgG2b) can be added as a control.
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An antagonist anti-CD4(Q antibody can inhibit B-cell proliferation stimulated
by the EL4BS cell line, for exampie, by at least 75% or more (i.e., EL4B5-induced B
cell proliferation in the presence of an antagonist anti-CD40 antibody is no more than
25% of that observed in the absence of the antagonist anti-CD40 antibody). In
contrast, a control antibody such as MOPC-141 would have no significant effect on
ELA4B5-induced B cell proliferation. :

Human T Cell Helper Assay for Antibody Production by B Cells.

An antagonist anti-CD40 antibody can function as an antagonist of
immunoglobulin production by B cells. An anti-CD40 antibody can be tested for this
type of antagonist activity by assessing the antibody’s ability to inhibit

“immunoglobulin production by B cells that have been stimulated in a contact-

dependent manner with activated T cells in a T cell helper assay. In this manner, 96-
well tissue culture plates are coated with a 1:500 dilution of ascites fluid of anti-CD3
mAb CLB-T3/3 (CLB, Amsterdam, The Netherlands). As indicated costimulatory
mAbs are added: anti CD2 mAbs CLLB-T11.1/t and CLB-T11,2/1 (CLB, Amsterdam,
The Netherlands), both ascites 1:1000 and anti-CD28 mAb CLB-28/1 (CLB,
Amsterdam, The Netherlands). Subsequently, tonsillar T cells (irradiated, 3000 Rad;
10° per wetll), tonsillar B cells (10* per well), and rIL-2 (20 U/ml) are added. The
final volume of each cell culture is 200 ul. After 8 days, cells are spun down, and
cell-free supernatant is harvested. The concentratigns of hurman IgM and IgG in
(diluted) samples is estimated by ELISA as descﬁﬁed below.

In one embodiment, human tonsillar B cells (10* /well) are cultured together
with irradiated purified T cells (3000 rad, 10° /well) in 96-well plates, coated with

anti-CD3 mAb and with or without different mAbs to costimulate the T cells. After 8

“days of culture the supernatants are harvested for the determination of

immunoglobulin production by the B cells. ImmuniogIobu]in production by the B
cells is assessed by the ELISA assay described below. The anti-CD40 antibody of
interest is added in varying concentrations from the onset of the cultures. Asa
control, mAb MOPC-141 can be added.

An antagonist anti-CD40 antibody can inhibit IgG and IgM antibody .
production of B cells stimulated by human T cells‘Ey at least 50% or more (i.e., T

cell-induced antibody production by B cells in the presence of an antagonist anti-
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CD40 antibody is no more than 50% of that observed in the absence of the antagonist

anti-CD40 antibody). In contrast, a control antibody such as MOPC-141 would have

no significant effect on T cell-induced antibody production by B cells.

ELISA Assay for Immunoglobulin Quantification.

The concentrations of human IgM and IgG are estimated by ELISA. 96-well
ELISA plates are coated with 4 ug/ml mouse anti-‘l;uman {gG mAb MH 16-01 (CLB,
Amsterdam, The Netherlands) or with 1.2 pg/ml mouse anti-human [gM mAb 4102
(Tago, Burlingame, CA) in 0.05 M carbonate buffer (pH = 9.6), by incubation for 16
h at 4°C. Plates are washed 3 times with PBS-0.05% Tween-20 (PBS-Tween) and
saturated with BSA for | hour. After 2 washes the plates are incubated for 1 h at
37°C with different dilutions of the test samples. After 3 washes, bound Ig is detected
by incubation for 1 h at 37°C with 1 pg/ml peroxidase-labeled mouse anti-human IgG
mAb MH 16-01 (CLB) or mouse anti-human IgM mAb MH [5-01 (CLB). Plates are
washed 4 times and bound peroxidase activity is revealed by the addition of O-
phenylenediamine as a substrate. Human standard.serum (H0Q, CLB) is used to

establish a standard curve for each assay.

The article “a” and “an” are used herein to refer to one or more than one (i.e.,
to at least one) of the grammatical object of the article. By way of example, “an
element” means one or more element.

All publications and patent applications mentioned in the specification are
indicative of the level of those skilled in the art t0-§vhich this invention pertains. All
publications and patent applications are herein incorporated by reference to the same
extent as if each individual publication or patent application was specifically and
individually indicated to be incorporated by reference.

Although the foregoing invention has been described in some detail by way of
illustration and example for purposes of clarity of understanding, it will be obvious
that certain changes and modifications may be practiced within the scope of the

appended claims.
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Applicant’s or agent's International application No.

fite reference PP028228.0002(325023) PCT/US2007/

INDICATIONS RELATING 70O DEPOSITED MICROORGANISM
OR OTHER BIOLOGICAL MATERIAL

{PCT Rule 13bis)

A.  The indications made below relate to the deposited microorganism or other biological material referred o in the
description on page 40, fine 5 i

B. IDENTIFICATION OF DEPCSIT Furiher deposits are identified on an
Name of depository institution

American Type Culture Collection

Address of depositary institution {including postal code and country}

10801 University Blvd.
Manassas, Virginia 20110-2209 USA

Date of deposit Accession Number

17 September 2003 PTA-5542

C. ADDITIONAL INDICATIONS fleave blank if not applicable) This information is continued on an

oage 40, line 5; page 41, line 2

D. DESIGNATED STATES FOR WHICH INDICATIONS ARE MADE (if the indicators are not for all designated States)

E. SEPARATE FURNISHING OF INDICATIONS {leave blank if not appiicable)

The indications listed below will be submitted to the International Bureau later (specify the general nature of the indications
e.g., “Accession Number of Deposit’)

For receiving Office use only For International Bureau use only =

[J This sheet was received with the international application [ This sheet was received with the
Intemational Bureau on:

Authorized officer Authorized officer

Form PCT/RO/134 (July 1998)
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INDICATIONS RELATING TO DEPOSITED MICROORGANISM
OR OTHER BIOLOGICAL MATERIAL

(PCT Rule 13bis)

A. The indications made below relate to the deposited microorganism or other biological material referred to in the
description on page 40, line 5

B. IDENTIFICATION OF DEFOSIT

Further deposits are identified on an

Name of depository institution !
American Type Culture Collection

Address of depositary institution (inciuding postal code and country)

10801 University Blvd.
Manassas, Virginia 20110-2209 USA

Date of deposit Accession Number

17 September 2003 PTA-5543

C. ADDITIONAL INDICATIONS {leave blank if not applicabie)

This information is continued on an

page 40, line 5; page 41, line 2; page 67, line 17

D. DESIGNATED STATES FOR WHICH INDICATIONS ARE MADE (if the indicators are not for all designated States)

E. SEPARATE FURNISHING OF INDICATIONS (leave blank if not appiicable)

The indications listed below will be submitted to the Intemational Bureau later (specify the general nalure of the indications
e.g., “Accession Number of Deposit)

For receiving Office use only For International Bureau use oniy
[J This sheet was received with the

[C] This sheet was received with the international application
Intemational Bureau on:

Authorized officer Authorized officer

Form PCT/RO/134 (July 1998)
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THAT WHICH IS CLAIMED:

A stable liquid pharmaceutical composition comprising:

a) an antagonist anti-CD40 monoclonal antibody as a

therapeutically or prophylactically active component, wherein said monoclonal

antibody is capable of specifically binding to a human CD40 antigen expressed on the

surface of a human B cell, said monoclonal antibody being free of significant agonist

activity when bound to the CD40 antigen expressed on the surface of said B cell,

b) an amount of arginine in its acidic form (arginine-HCI)

sufficient to render said composition near isotonic; and

c) a buffering agent to maintain the pH of said composition within

a range from about pH 5.0 to about pH 7.0, wherein said buffering agentis a

citrate/citric acid buffer.

2.

The composition of claim 1, wherein said composition has an

osmolality of about 240 mmol/kg to about 360 mmol/kg.

3.

The composition of claim 1, wherein the concentration of said

buffering agent is about S mM to about 100 mM.

4.

The composition of claim 3, wherein the concentration of said

buffering agent is about 5 mM to about 20 mM.

5.

The composition of claim 4, wherein the concentration of said

buffering agent is about 10 mM.

6.

The composition of anyone of claims 1 through 5, wherein said

buffering agent is a sodium citrate/citric acid buffer.

7.
about pH 5.5.

The compaosition of claim 6, wherein said composition has a pH of
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8. The composition of claim 1, wherein said composition comprises

arginine-HCl at a concentration of about 50 mM to about 200 mM.

9. The composition of claim 8, wherein said composition comprises

arginine-HCl at a concentration of about 100 mM to about 175 mM.

10. ~ The composition of claim 9, wherein said composition comprises

arginine-HCI at a concentration of about 150 mM.

11. The composition of claim 8, wherein the concentration of said

buffering agent is about 5 mM to about 20 mM.

12. The composition of claim |1, wherein said buffering agent is a sodium
citrate/citric acid buffer, and wherein the concentration of said buffering agent is

about 10 mM, and said composition has a pH of about pH 5.5.

13. The composition of claim 12, wherein said composition comprises

arginine-HCI at a concentration of about 150 mM.
14, The composition of claim |, further comprising a surfactant.

15.  The composition of claim 14, wherein said surfactant is polysorbate
20.

16. The composition of claim 15, wherein said surfactant is polysorbate 20

at a concentration of about 0.001% to about 1.0% (w/v).

17. The composition of claim 16, whefein said COmposition comprises

polysorbate 20 at a concentration of about 0.025% to about 0.1% {(w/v).

18. The composition of claim 1 or claim 14, further comprising methionine
in an amount sufficient to inhibit oxidation of at least one oxidizable amino acid

residue in said anti-CD40 monoclonal antibody during storage of said composition.
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19. The composition of claim 18, wherein said composition comprises

methionine at a concentration of about 0.5 mM to about 20.0 mM.

20.  The composition of claim 19, wherein said composition comprises

methionine at a concentration of about 1.0 mM to about 20.0 mM.

21.  The composition of claim 20, wherein said composition comprises

methionine at a concentration of about 5.0 mM.

22, The éomposition of anyone of c]aims 1 through 21, wherein said
antagonist anti-CD40 monoclonal antibody is selé;::ted from the group consisting of:

a) the monoclonal antibody CHIR-5.9 or CHIR-12.12;

b) | the monoclonal antibody produced by the hybridoma cell line
59o0rl2.12;

c)  amonoclonal antibody comprising an amino acid sequence
selected from the group consisting of the sequence shown in SEQ ID NO:0, the
sequence shown in SEQ ID NO:7, the sequence shown in SEQ ID NO:8, both the
sequence shown in SEQ ID NO:6 and SEQ ID NO:7, and both the sequence shown in
SEQ ID NO:6 and SEQ ID NO:g;

d) a monoclonal antibody coryprising an amino acid sequence
selected from the group consisting of the sequence shown in SEQ 1D NO:2, the
sequence shown in SEQ ID NO:4, the sequence shown in SEQ ID NO:$, both the
sequence shown in SEQ ID NO:2 and SEQ ID NO:4, and both the sequence shown in
SEQ ID NO:2 and SEQ ID NO:5;

) a monoclonal antibody having an amino acid sequence encoded
by a nucleic acid molecule comprising a nucleotide sequence selected from the group
consisting of the sequence shown in SEQ ID NO-;;vl, the sequence shown in SEQ ID
NO:3, and both the sequence shown in SEQ 1D NO:1 and SEQ ID NO:3;

f) a monoclonal antibody that binds to an epitope capable of

binding the monoclonal antibody produced by the hybridoma cell line 5.9 or 12.12;
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g) a monoclonal antibody that binds to an epitope comprising
residues 82-87 of the human CD40 sequence shown in SEQ ID NO:10 or SEQ ID
NO:12;

. h) . a monoclonal antibody that binds to an epitope comprising
residues 82-89 of the human CD40 sequence shown in SEQ ID NO:10 or SEQ ID
NO:12; ;

1) a monoclonal antibody that competes with the monoclonal
antibody CHIR-5.9 or CHIR-12.12 in a competitive binding assay;

j) the monoclonal antibody of preceding item a) or a monoclonal
antibody of any one of preceding items c)-i), wherein said antibody is recombinantly
produced; and

k) a monoclonal antibody that is an antigen-binding fragment of a
monoclonal antibody of any one of preceding items a)-j}, wherein said fragment

retains the capability of specifically binding to said human CD40 antigen.

23, The composition of claim 22, wherein said fragment is selected from
the group consisting of a Fab fragment, an F(ab'), fragment, an Fv fragment, and a

single-chain Fv fragment.

24, The composition of anyone of claims 1 through 23, wherein said
antagonist anti-CD40 monoclonal antibody is present in said composition ata

concentration of about 0.1 mg/ml to about 50.0 mg/ml.

25. The composition of claim 24, wherein said antagonist anti-CD40
monoclonal antibody is present in said composition at a concentration of about 1.0

mg/ml to about 35.0 mg/ml.

26.  The composition of claim 25, wherein said antagonist anti-CD40
monoclonal antibody is present in said composiﬁd’h at a concentration of about 10.0

mg/ml to about 35.0 mg/ml.

27.  The composition of claim 1, wherein said composition is stable at a

temperature of about 2°C to about 8°C for a period of at least 18 months.
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28. The composition of claim 1, wherein said composition is stable at

about 25°C for a period of at least 3 months.

29. A stable liquid pharmaceutical composition comprising an antagonist
anti-CD40 monoclonal antibody as a therapeutically or prophylactically active
component, arginine in its acidic form (arginine-HCl) at a concentration of about 50
mM to about 200 mM, and a buffering agent to maintain the pH of said composition
within a range from about pH 5.0 to about pH 7.0, wherein said buffering agent is
sodium citrate/citric acid buffer at a concentration of about 5 mM to about 20 mM,
wherein said antagonist anti-CD40 monoclonal antibody is selected from the group
consisting of: .
a)  the monaclonal antibody CHIR-5.9 or CHIR-12.12:

b) the monocional antibody produced by the hybridoma cell line
5.90r12.12;

c) a monoclonal antibody comprising an amino acid sequence
selected from the group consisting of the sequence shown in SEQ ID NO:6, the
sequence shown in SEQ ID NO:7, the sequence shown in SEQ 1D NO:8, both the
sequence shown in SEQ ID NO:6 and SEQ ID NO:7, and both the sequence shown in
SEQ ID NO:6 and SEQ ID NO:8;

d) a monoclonal antibody comprising an amino acid sequence
selected from the group consisting of the sequence'shown in SEQ ID NO:2, the
sequence shown in SEQ ID NO:4, the sequence shown in SEQ ID NO:5, both the
sequence shown in SEQ ID NO:2 and SEQ ID NO:4, and both the sequence shown in
SEQ ID NO:2 and SEQ ID NO:5; .

e) a monoclonal antibody having an amino acid sequence encoded
by a nucleic acid molecule comprising a nucleotide sequence selected from the group
consisting of the sequence shown in SEQ ID NO: I\, the sequence shown in SEQ ID
NO:3, and both the sequence shown in SEQ ID NO:1 and SEQ [D NO:3;

) a monoclonal antibody that binds to an epitope capable of

binding the monoclonal antibody produced by the hybridoma cell line 5.9 or 12.12;
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g) a monoclonal antibody that binds to an epitope comprising
residues 82-87 of the human CD40 sequence shown in SEQ ID NO:10 or SEQ ID
NO:12; |

h) a monoclonal antibody that binds to an epitope comprising
residues 82-89 of the human CD40 sequence shown in SEQ ID NO:10 or SEQ ID
NO:12;

i) a monoclonal antibody that competes with the monoclonal
antibody CHIR-5.9 or CHIR-12.12 in a competitive binding assay;

i) the monocional antibody of preceding item a) or a monoclonal
antibody of any ‘one of preceding items c)-i), wherein said antibody is recombinantly

produced; and

k) a monoclonal antibody that is an antigen-binding fragment of a

monoclonal antibody . of any one of preceding items a)-j), wherein said fragment

retains the capability of specifically binding to said human CD40 antigen.

30. The composition of claim 29, wherein said fragment is selected from
the group consisting of a Fab fragment, an F(ab"), fragment, an Fv fragment, and a

single-chain Fv fragment.

3L The composition of claim 29, wherein said composition comprises
arginine-HCI at a concentration of about 150 mM, and the buffering agent is sodium
citrate/citric acid at a concentration of about 5 mM to about 20 mM, wherein said
composition has a pH of about 5.0 to about 6.0 and-an osmolality of about 250

mmol/kg to about 330 mmol/kg.

32. The composition of claim 29, wherein said composition further
comprises methionine, polysorbate 20, or both methionine and polysorbate 20,
wherein said methionine when present is present in said composition at a
concentration of about 0.5 mM to about 20.0 mM, and wherein said polysorbate 20
when present is present in said composition at a concentration of about 0.025% to

about 0.1% (w/v).
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33.  The composition of any one of claims 29 through 32, wherein said
antagonist anti-CD40 monoclonal antibody is present in said composition at a

concentration of about 10.0 mg/ml to about 35.0 mg/ml,

34.  The composition of claim 33, wherein said antagonist anti-CD40
monoclonal antibody is the monoclonal antibody CHIR-5.9 or CHIR-12.12,

35. A method for treating a subject having a cancer or pre-malignant
condition that is associated with CD40-expressing cells, said method comprising
administering a pharmaceutically effective amount of the pharmaceutical composition

according to any one of claims ! through 34.

36.  The method of claim 35, wherein said cancer is characterized by

neoplastic B cell growth,

37. The method of claim 36, wherein said cancer is selected from the
group consisting of non-Hodgkin's lymphoma, chronic lymphocytic leukemia,
multiple myeloma, B cell lymphoma, high-grade B cell lymphoma, intermediate-
grade B cell lymphoma, low-grade B cell lymphoma, B cell acute lympohoblastic
leukemia, Hodgkin’s disease, plasmacytoma, follicular lymphoma, follicular small
cleaved lymphoma, follicular large cell lymphoma, follicular mixed small cleaved
lymphoma, diffuse small cleaved cell lymphoma, diffuse small lymphocytic
lymphoma, prolymphocytic leukemia, lymphoplasmacytic lymphoma, marginal zone
lymphoma, mucosal associated lymphoid tissue lymphoma, monocytoid B cell
lymphoma, splenic lymphoma, hairy cell leukemia, diffuse large cell lymphoma,
mediastinal large B ¢ell lymphoma, lymphomatoid granulomatosis, intravascular
lymphomatosis, diffuse mixed cell lymphoma, diffuse large cell lymphoma,
immunoblastic lymphoma, Burkitt’s lymphoma, AIDS-related lymphoma,

Waldenstrom’s Macroglobulinemia, mantle cell lymphoma, and heavy chain disease.

38. The method of claim 35, wherein said cancer is a non-B cell

hematological malignancy.
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39. The method of claim 38, wherein said malignancy is selected from the
group consisting of acute leukemias, myeloblastic leukemias, acute myelocytic
leukemias, promyelocytic leukemia, myelomonocytic leukemia, monocytic leukemia,

erythroleukemia, chronic myelocytic leukemia, and polycythemia vera.

40. The method of claim 35, wherein said cancer is a solid tumor

comprising neoplastic celis expressing CD40 antigen.

41. The method of claim 40, wherein said solid tumor is selected from the
group consisting of lung carcinoma, breast carcinoma, ovarian carcinoma, skin
carcinoma, colon carcinoma, urinary bladder carcinoma, liver carcinoma, gastric
carcinoma, prostate cancer, renal cell carcinoma, nasopharyngeal caréinoma,
squamous cell carcin{)ma, thyroid papillary carcinoma, cervical carcinoma, and

sarcomas.

42, The method of claim 35, wherein said pre-malignant condition is

monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS).

43. A method for treating a subject having an inflammatory disease or
autoimmune disease that is associated with CD40-expressing cells, said method
comprnsing administering a therapeutically effective amount of the pharmaceutical

composition according to any one of claims 1 through 34.

44, The method of claim 43, wherein said inflammatory disease or
autoimmune disease is selected from the group consisting of systemic lupus
erythematosus (SLE), discoid lupus, lupus nephritis, sarcoidosis, juvenile arthritis,
rheumatoid arthritis, psonatic arthritis, Reiter’s syn‘arome, ankylosing spondylitis,
gouty arthritis, rejection of an organ or tissue transplant, graft versus host disease,
multiple sclerosis, hyper IgE syndrome, polyarteritis nodosa, primary biliary cirrhosis,
inflammatory bowel disease, Crohn’s disease, celiac's disease (gluten-sensitive
enteropathy), autoimmune hepatitis, pemicibus anemia, autoimmune hemolytic
anemia, psoriasis, scleroderma, myasthenia gravis, autoimmune thrombocytopenic

purpura, autoimmune thyroiditis, Grave’s disease, Hashimoto's thyroiditis, immune
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complex disease, chronic fatigue immune dysfunct_i:on syndrome (CFIDS),
polymyositis and dermatomyositis, cryoglobulinen{ia, thrombolysis, cardiomyopathy,
pemphigus vulgaris, pulmonary interstitial fibrosis, sarcoidosis, Type I'and Type II
diabetes mellitus, type I, 2, 3, and 4 delayed-type hypersensitivity, allergy or allergic
disorders, asthma, Churg-Strauss syndrome (allergic granulomatosis), atopic
dermatitis, allergic and irritant contact dermatitis, urtecaria, IgE-mediated allergy,
atherosclerosis, vasculitis, idiopathic inflammatory myopathies, hemolytic discase,

Alzheimer's disease, and chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy.

45. A method for increasing stability of an anti-CD40 monoclonal
antibody in a liquid pharmaceutical composition, s:éid method comprising formulating
said composition by combining said anti-CD40 monoclonal antibody, an amount of
arginine-HCI sufficient to render to said composition near isotonic, and a buffering
agent to maintain the pH of said composition between about pH 5.0 and about pH 7.0,

wherein said buffering agent is a citrate/citric acid buffer.

46. A method for preparing a liquid ph'gt_rmaceutical composition
comprising an anti-CD40 monolconal antibody, sé}d method comprising formulating
said composition by combining said anti-CD40 monoclonal antibody, an amount of
arginine in its acidic form (arginine-HCI) sufficient to render to said composition near
isotonic, and a buffering agent to maintain the pH of said composition between about

pH 5.0 and about pH 7.0, wherein said buffering agent is a citrate/citric acid buffer.

47, The method of claim 45 or 46, wherein said composition has an

osmolality of about 240 mmol/kg to about 360 mmol/kg.

48, The method of claim 45 or 46, wherein the concentration of said
buffering agent is about 5 mM to about 100 mM, and about 50 mM to about 200 mM
arginine-HCl is combined with said anti-CD40 monoclonal antibody and said

buffering agent.
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49. The method of claim 48, wherein the concentration of said buffering
agent is about 5 mM to about 20 mM, and about 1'90 mM to about 175 mM arginine-

HClis combined with said anti-CD40 monoclonal antibody and said buffering agent.

50. The method of claim 49, wherein the concentration of said buffering
agent is about 10 mM, and about 150 mM arginine-HCl is combined with said anti-

CD40 monoclonal antibody and said buffering agent.

51. The method of anyone of claims 45 through 50, wherein said

buffering agent is a sodium citrate/citric acid buffer.

52.  The method of claim 51, wherein said composition has a pH of about
pH 5.5.

53. The method of claim 45 or 46, wherein said composition is formulated
to further comprise methionine, polysorbate 20, or both methionine and polysorbate
20, wherein said methionine when present is present in said composition at a
concentration of about 0.5 mM to about 20.0 mM; and wherein said polysorbate 20
when present is present in said composition at a concentration of about 0.025% to

about 0.1% (w/v).

54, The method of any one of claims 45 through 53, wherein said
antagonist anti-CD40 monoclonal antibody is selected from the group consisting of:
a) the monoclonal antibody CHIR-5.9 or CHIR-12.12;
b) the monoclonal antibody produced by the hybridoma cell line
5.9 0r12.12;

c) a monoclonal antibody comprising an aminc acid sequence
selected from the grdup consisting of the sequence shown in SEQ ID NO:6, the
sequence shown in SEQ ID NO:7, the sequence shown in SEQ ID NO:8, both the
sequence shown in SEQ ID NO:6 and SEQ ID NO:7, and both the sequence shown in
SEQ ID NO:6 and SEQ ID NO:g;

d) a monoclonal antibody comprising an amino acid sequence

selected from the group consisting of the sequence shown in SEQ ID NO:2, the
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sequence shown in SEQ ID NO:4, the sequence shown in SEQ ID NO:5, both the
sequence shown in SEQ ID NO:2 and SEQ ID NO:4, and both the sequence shown in
SEQ ID NO:2 and SEQ ID NO:5;

€) a monoclonal antibody havi_r}g an amino acid sequence encoded
by a nucleic acid molecule comprising a nucleotid% sequence selected from the group
consisting of the sequence shown in SEQ ID NO:1, the sequence shown in SEQ ID
NO:3, and both the sequence shown in SEQ ID NO:| and}SEQ ID NO:3;

f) . amonoclonal antibody that binds to an epitope capable of
binding the monoclonal antibody produced by the hybridoma cell line 5.9 or 12.12;

g) a monoclonal antibody that binds to an epitope comprising
residues 82-87 of the human CD40 sequence shown in SEQ ID NO:10 or SEQ ID
NO:12;

h) a monoclonal antibody that binds to an epitope comprising
residues 82-89 of the human CD40 sequence shown in SEQ ID NO:10¢ or SEQ ID
NO:12;

i) a monoclonal antibody that competes with the monoclonal
antibody CHIR-5.9 or CHIR-12.12 in a competitive bim'iing assay;

)] the monoclonal antibody of preceding item a) or a monoclonal
antibody of any one of preceding 1tems c¢)-1), wherein said antibody is recombinantly
produced; and

k) a monoclonal antibody that‘g‘iis an antigen-binding fragment of a
monoclonal antibody of any onc of preceding items a)-j), wherein said fragment

retains the capability of specifically binding to said human CD40 antigen.

55. The method of claim 54, wherein said fragment is selected from the
group consisting of a Fab fragment, an F(ab'), fragment, an Fv fragment, and a single-

chain Fv fragment.
56. The method of anyone of claims 45 through 55, wherein said

antagonist anti-CD40-monoclonal antibody 1s present in said composition at a

concentration of about 0.1 mg/ml to about 50.0 mg/ml.
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57. The method of claim 56, wherein said antagonist anti-CD40
monoclonal antibody is present in said composition at a concentration of about 10.0
mg/ml to about 35.0 mg/ml.

58. A stable liquid pharmaceutical comf)osition comprising the
" monoclonal antibody CHIR-12.12 or CHIR-5.9, or antigen-binding fragment thereof,
as a therapeutically or prophylactically active component, arginine in its acidic form
(arginine-HCI) at a concentration of about 50 mM to about 200 mM, and a buffering
agent to maintain the pH of said composition within a range from about pH 5.0 to
about pH 7.0, wherein said buffering agent is sodium citrate/citric acid buffer at a

concentration of about 5 mM to about 20 mM.

59. A method for treating a subject having a cancer or pre-malignant
condition that is associated with CD40-expressing cells, said method comprising
administering a pharmaceutically effective amount of the pharmaceutical composition

of ctaim 58.

60. A method for treating a subject having an inflammatory disease or
autoimmune disease that is associated with CD40-expressing cells, said method
comprising administering a therapeutically effective amount of the pharmaceutical

composition of claim 58.

61. A method for increasing stability of the monoclonal antibody CHIR-
12.12 or CHIR-5.9, or antigen-binding fragment thereof, in a liquid pharmaceutical
composition, said method comprising formulating said composition by combining
said monoclonal antibody or antigen-binding fragment thereof with about 50 mM to
about 200 mM arginine in its acidic form (arginine-HCI} and a buffering agent to
maintain the pH of said composition between about pH 5.0 and about pH 7.0, wherein
said buffering agent is sodium citrate/citric acid buffer at a concentration of about 5

mM to about 20 mM_.

62. A method for preparing a liquid pharmaceutical composition

comprising the monoclonal antibody CHIR-12.12 or CHIR-5.9, or antigen-binding
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fragment thereof, said method comprising formulating said composition by
combining said monoclonal antibody or antigen-binding fragment thereof with about
50 mM to about 200 mM arginiﬁe m its acidic form (arginine-HCI) and a buffering
agent to maintain the pH of said composition between about pH 5.0 and about pH 7.0,
wherein said buffering agent is sodium citrate/citrié acid buffer at a concentration of

about 5 mM to about 20 mM.
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<221>
<222>

720
ONA
Artificial Sequence

~anti-Ccp40 antibody

<400> 1

atg
Met
1

ety

gtc
val

ctc
Leu

cca
Pro
65

tcc
Ser

aca
Thr

tgc
Cys

gt
va

gcg
Ala

tcc
Ser

acc
Thr

ctg
Leu
50

3ty

iy

ctg
l.eu

atg
Met

gat
Asp
130

CDS
...

ctc
Leu

agt
Ser

cct
Pro
35

tat
Tyr

cag
GlIn

gtc
val

add
Lys

caa
Gln
115

atc
Ile

(720)

cct
Pro

o1y
20
&ty

agt
ser

tct
Ser

cct
Pl"Or

atc
Ile
100

gct
Ala:

aga
Arg

gct
Ala
5

gat
Asp

gag
Glu

aat
Asn

cca
Pro

gac
Asp
85

agc
Ser

cga
Arg

cga
Arg

cag
Gln

att
Ile

ccy
Pro

ety

cag
Gln
70

agg
Arg

aga
Arg

caa
Gln

act
Thr

ctc
Leu

gt
Va

acc
Ala

tac
Tyr
55

gtc
val

t1c
Phe

gt
Va

act
Thr

gt
va
135

Coding sequence for tight

ctg
Leu

atg
Met

tcc
ser
40

aac
Asn

ctg
Leu

agt
Ser

gag
Glu

cca
Pro
120

gct
Ala

SEQUENCE LISTING

chain of 12.

&ty

act
Thr
25

atc
Ile

tat
Tyr

atc
Ile

oty

gct
Ala
105

ttc
Phe

gca
Ala

FastSEQ for windows version 4.0

ctg
Leu
10

cag
GlIn

Tcc
ser

ttg
Leu

tct
ser
agt
Ser

90

gag
Glu

act
Thr

cca
Pro

Page 1

cta
Leu

tct
ser

tgc
cys

gat
Asp

ttg
Leu
75

&y

gat
Asp

ttc
Phe

tct
Ser

12 human

atg
Met

cca

Pro

agg
Arg

tgg
Trp
60

oty

tca
Ser

gtt
val

&ty

gtc
val
140Q

ctc
Leu

ctc
Leu

tce
Ser
45

tac
Tyr

Tct
ser

Sy
3Ty

cct
Pro
125

ttc
Phe

tag
Trp

tcc
ser
30

agt
ser

ctg

teu

aat
Asn

aca
Thr

gtt
val
110

&ty

atc
Ile

gtc
val
15

ctg
Leu

cag
GlIn

cag
GlIn

cgg
Arg

gat
Asp
95

tat
Tyr

acc
Thr

ttc
Phe
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tct
Ser

acc
Thr

agc
ser

aag
Lys

gcc
Ala
80

Tttt
Phe

tac
TYr

aaa
Lys

ccg
Pro

48

96

144

192

240

288

336

384

432



cca
Pro
145

ctg
Leu

aacC
Asn

agc
ser

gca
Ala

ety
225

tct
ser

aat
Asn

gcc
Ala

aag
Lys

gac
Asp
210

ctg
Leu

<210> 2
<211l> 239
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 2

Met
1
Gly
val
Leu
Pro
65
ser
Thr
Cys
val
Pro
145
Leu
Asn
ser
Ala

Gly
225

Ala
Ser
Thr
Leu
50

Gly
Gly
Leu
Met
ASp
130
ser
AsSn
Ala
Lys
Asp

210
Leu

<210> 3

gat
Asp

aac
Asn

ctc
Leu

gac
ASp
195

tac
TYr

age
ser

Light

Leu
ser
Pro
35

Tyr
Gln
val
Lys
Gln
115
Ile
ASp
Asn
Leu
ASp
195
Tyr

Ser

gag
Glu

ttc
Phe

caa
Gln
180

age
ser

gag
Glu

tcg
Ser

cag
GIn

tat
Tyr
165

tcg
Ser

acc
Thr

aaa
Lys

cCcC
Pro

SEQLISTPP028228
aaa tct g?a
Lys ser Gly

ttg
Leu
150

ccc
Pro

ety

tac
Tyr

cac
Hi1s

gtc
val
230

aga
Arg

daac
Asn

agc
ser

aaa
Lys
215

aca
Thr

artificial sequence

gag
Glu

tcc
ser

ctc
Leu
200

gtc
val

aag
Lys

gcce
Ala

cag
GIn
185

agc
Ser

tac
Tyr

agc
ser

0002(325023) . TXT
gcc tct gtt gt
Ala Ser val va

act
Thr

aaa
Lys
170
gag
Glu

agc
ser

gcc
Ala

ttcC
Phe

155

gta
val

agt
Ser

acc
Thr

tgc
Cys

aac
Asn
235

cag
Gln

gtc
val

ctg
Leu

gaa
Glu
220

agg
Arg

tgg
Trp

aca
Thr

acg
Thr
205

gtc
val

oy

chain of 12.12 human anti-cp40 antibody

Pro
Gly
20

Gly
Ser
ser
Pro
Ile
100
Ala
Arg
Glu
Phe
G1In
180
Ser
Glu

Ser

Ala
5
ASp
Glu
Asn
Pro
Asp
85
ser
Arg
Arg
GIn
TYr
165
ser
Thr
Lys

Pro

GIn
Ile
Pro
Gly
GIn
70

Arg
Arg
Gln
Thr
Leu
150
Pro
Gly
Tyr
His

val
230

Leu
val
Ala
Tyr
v
Phe
val
Thr

val
135

Lys

Arg
Asn
ser
Lys

215
Thr

Leu
Met
ser
40

ASh
Leu
Ser
Glu
Pro
120
Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
200
val

Lys

Gly
Thr
25

Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala
105
Phe
Ala
Gly
Ala
GIn
185
ser
Tyr

Ser

Leu Leu Met

10

GlIn
ser
teu
ser
ser
90

Glu
fhr
Pro
Thr
Lys
170
Glu
ser
Ala

Phe

Pagepz

ser
Cys
ASp
Leu
75

Gly
Asp
rPhe
Ser
Ala
155
val
ser
Thr
Cys

Asn
235

Pro
Arg
Trp
60

Gly
ser
vatl
Gly
val
140
Ser
Gln
val
Leu
Glu

220
Arg

Leu
Leu
Ser
45

Tyr
Ser
Gly
Gly
Pro
125
Phe
val
Trp
Thr
Thr
205
val

Gly

aag
Lys

gag
Glu
190
ctg
Leu

acc
Thr

gag
Glu

Trp
ser
30

Ser
Leu
Asn
Thr
val
110
Gly
Ile
val
Lys
Glu
190
Leu
Thr

Glu

tgc
Cys

gt
va
175
cag
Gin

agc
ser

cat
His

tgt
Cys

val
15

Leu
Gin
Gln
Arg
ASp
95

Tyr
Thr
Phe
Cys
val
175
GIn
ser
His

Cys

ctg
Leu
160
gat
Asp

gac
Asp

aaa
Lys

cag
GIn

tag
L4

Ser
Thr
ser
Lys
Ala
Phe
Tyr
Lys
Pro
Leu
160
Asp
Asp
Lys
Gln

480

528

576

624

672

720



<211> 2016
<212> DNA .
<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Coding sequence for heavy chain of 12.
anti-cbp40 antibody (with 1intro

<400> 3
atg gag
gtc cag
CcCct ggg
agt agc
gag tgg
gac tcc
acg ctg
tat tac

tgg ggc
cca tcc

-aca gcg

acg gtg
ccg gect
acc gtg
aat cac
cca gca
tgc ctg
agg ccc
gct cag
cag gct
tgg gct
cct aag
cct tct
gcc caa
gcc agc
agt agc
cCct cca
tce tct
ctg agg
tca agt
caa agc
tcc tca
gca agg
cca aag
ggc cgg
tct gtc
cca tcc
gtc aaa
ggg cag
gac ggc
tgg cag
cac d4dac

<210> 4

ttt
tgt
agg
tat
gtg
gtg
tat
tgt
cag
gtc
gcc
tcg
gtc
cce
aag
cag
gac
cgt
gga
agg
cag
cce
ctc
atc
cca
cty
tct
tcc
tca
tca
cgc
ccg
tct
cca
ctc
cct
<gg
g99c
ccg
tcc
cag
cac

<211> 469
<212> PRT )
<213> Artificial Sequence

<220>

ga99
cag
tcc

ggc

gca

aag
ctg
gcg
gga
ttc
ctg
tgg
cta
tcc
cccC
gga
gca
ctg
gag
tgc
acc
aCcC
ctc
ttg
ggc
cat
ctt
CCC
cat
act
999
tcc
CCa
aag
ggc
aca
gag
ttrc
gag
ttc

999
tac

ctg
gtg
ctg
atg
gtt
ggc
caa
aga
dacc
CcCC
ggc
aac
<ag
agcC
agc
g99
tcC
cCct
gt
CCC
tgc
cCca
cCa
tga
ctcC
CCa
cCt
caa
gcg
agt
agyg
tgc
dca
gtg
cca
ag9g
gag
tat
aac
ttc
aac
acg
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agc
cag
aga
cac
ata
cga
atg
gat
ctg
ctg
tgc
tca
tcc
agc
aac
agg
€gg
ctt
ctt
taa
caa
aag
gat
caa
gcc
g9g
cag
aac
tgg
acg
agc
acc
aag
gga
ccc
cag
atg
ccc
aac
ctcC
gtc
cag

tgg
ttg
ctc
tgg
tca
ttc
aac
gag
gtc
gcg
ctg
9gc
tca
ttg
accC
gtg
cta
cac
ctg
cce
gag
gcc
tee
dadc
ctc
aca
cac
ccCa
tgg
tag
agt
agg
CCC
cccC
tct
cCccC
acc
agc
tac
tat
ttc
aag

gtt
gtg
tcc
gtc
tat
acc
agce
ggt
acc
ccc
gtc
gcc
gga
ggc
aag
tct
th
cCg
gct
ag9
cca
aaa
agt
tca
cag
g9cC
cty
agg
tgg
acg
aca
act
tee
gtg
gcc
cga
aag
gac
aag
agc
tca
agc

ttc
gag
tgt
cgc
gag
atc
ctc
ata
gtc
gct
aag
ctg
ctc
acc
gtg
gct
agt
gag
ttt
cce
tat
ctc
aac
cac
ctc
ccc
aac
aca
acg
gcg
aca
ggc
cag
g99
ctg
gaa
aac
atc
acc
aag
tgc
ctc

ns)

ctt
tct
gca
cag
gaa
tce
aga
gca
tce
agc
gac
acc
tac
cag
gac
gga
ccc
gcc
tcc
tgc
ccg
tcc
tcc
atg
aag
agc
tcc
cece
tga
tgg
gca
tga
cce
tgc
aga
cca
cag
gcc
acg
ctc
tce
tcc

gtt
gag
gcc
gct
agt
aga
act
gca
tca
aag
tac
agc
tcc
acc
aag
agc
agt
tct
cca
aca
gga
act
caa
ccc
gcg
cgg
tgg
tca
gcc
agg
cgt
atg
cca
gag
gtg
cag
gtc
gtg
cct
acc
gtg
ctg

12 human

gct att tta aga ggt 48
dgga ggc gtg gtc cag 96
tct gga ttc acc ttc 144
cca ggc aag ggg ctg 192
aat aga tac cat gca 240
gac aat tcc aag atc 288
gag gac acg gct gtg 336
¢Cct ggg cct gac tac 384
gca agt acc aag ggc 432
agc acc tct ggg ggc 480
ttc ccc gaa. ccg gtg 528
ggc gtg cac acc ttc 576
ctc agc agc gtg gtg 624
tac atc tgc aac gtg 672
aga gtt ggt gag agg 720
€ag gct cag cgc tcc /68
cca ggg <ag caa ggc 816
gcc Cgc Cccc act cat 864
ggc tct ggg cag gca 912
caa agg ggc agg tgc 960
gga €CcC tgc ccc tga 1008
CCC tca gct cgg aca 1056
tct tct Cctc tgc aga 1104
acc gtg ccc agg taa 1152
gga cag gtg ccc tag 1200
gtg ctg aca cgt cca 1248
ggg gac cgt cag tct 1296
tga tct ccc gga ccc 1344
acg aag acc ctg agg 1392
tgc ata atg cca aga 1440
acc gtg tgg tca gcg 1488
gca agg agt aca agt 1536
tcg aga aaa cca tct 1584
ggc cac atg gac aga 1632
acc gct gta cca acc 1680
gtg tac acc ctg ¢ccC 1728
agc ctg acc tgc ctg 1776
gag tgg gag agc aat 1824
ccc gtg ctg gac tcc 1872
gtg gac aag agc agg 1920
atg cat gag gct ctg 1968
tct ccg ggt aaa tga 2016

<223> Heavy chain of 12.12 human anti-Ccp40 antibody

<400> 4
1

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp val Phe Leu val Ala Ile Leu Agg Gly
5 1 1

0
val GIn Cys G&n val GIn Leu val G;u ser Gly Gly Gly val val Gln
2

30

2
Pro Gly Arg ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr phe
35 40

Page 3

i
H

45



Ser
Glu
65

ASp
Thr
Tyr
Trp
Pro
145
Thr
Thr
Pro
Thr
ASn
225
ser
Leu
Leu
ser
Glu
305
Thr
AsSn
Pro
GIn
val
385
val
Pro
Thr
val

Leu
465

Ser
50
Trp
Ser
Leu
Tyr
Gly
130
ser
Ala
val
Ala
val
210
His
Cys
Gly
Met
His
290
val
Tyr
Gly
Ile
val
370
ser
Glu
Pro
val
Met

450¢
Ser

<210> 5
<211> 469
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>

<223>

<400> 5
Met Glu Phe Gly Lgu Ser Trp val Phe Leu val Ala Ile Leu Arg Gly
15

Heav
anti

Tyr
val
val
Tyr
Cys
115
GIn
val
Ala
Ser
val
195
Pro
Lys
ASp
Gly
Ile
275
Glu
His
Arg
Lys
Glu
355
TYr
Leu
Trp
val
Asp
435
His

Pro

gody

Gly
Ala
Lys
Leu
100
Ala
Gly
Phe
Leu
Trp
180
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
260
ser
ASp
Asn
val
Glu
340
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
420
Lys
Glu

Gly

Met
val

Gly
85

GIn
Arg
Thr

Pro

Gly
165
Asn
GIn
Ser
Ser
Thr
245
ser
Arg
Pro
Ala
val
325
Tyr
Thr
Leu
Cys
ser
405
ASp
Ser
Ala

Lys

SEQLISTPP028228
His Trp val

Ile
70

Arg
Met
Asp
Leu
Leu
150
Cys
Ser
ser
ser
ASnh
230
His
val
Thr
Glu
LYyS
310
ser
Lys
Ile
Pro
Leu
390
Asn
Ser
Arg

Leu

35
ser

Phe
ASn
Gly
val
135
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
215
Thr
Thr
Phe
Pro
val
295
Thr
val
Cys
Ser
Pro
375
val
Gly
Asp
Trp

His
455

Tyr
Thr
ser
Gly
120
Thr
Pro
val
Ala
Gly
200
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
280
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
360
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

440
AsSn

Arg
Glu
Ile
Leu
105
Ile
val
Ala
Lys
Leu
185
Leu
Thr
val
Pro
Phe
265
val
Phe
Pro
Thr
val
345
Ala
Arg
Gly
Pro
ser
425
Gln

His

0002(325023) . TXT
Ala gro Gly Lys
0

GIn

Glu
Ser
90

Arg
Ala
Ser
ser
Asp
170
Thr
Tyr
é]n
Asp
Pro
250
Pro
Thr
Asn
Arg
val
330
ser
Lys
Glu
Phe
Glu
410
Phe
Gly

TYrF

Ser Asn
75
Arg Asp

Thr Glu
Ala Pro

ser Ala
140

Lys Ser

155

Tyr Phe

ser Gly

Ser Leu

Thr Tyr
220

Lys Arg

235

Cys Pro

Pro Lys
Cys val
Trp Tyr
300
Glu Glu
315
Leu His
Asn Lys
Gly Gln
Glu Met
380
Tyr Pro
395
Asn Asn
Phe Leu
Asn val

Thr G1n

Arg
Asn
Asp
Gly
125
Ser
Thr
Pro
val
Ser
205
Ile
val
Ala
Pro
val
285
vail
GlIn
Gln
Ala
Pra
365
Thr
ser
Tyr
Tyr
Phe

445
Lys

460

Tyr
ser
Thr
110
Pro
Thr
sSer
Glu

His

180

Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
270
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
350
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
430
ser

ser

chain of variant of 12.12 human anti-Cb40

10

Page 4

Gly
His
Lys
Ala
Asp
Lys
Gly
Pro
175
Thr
val
AsSn
Pro
Glu
255
Asp
Asp
Gly
Ash
Trp
335
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
415
Lys
Ccys

Leu

ﬂn’_"

Leu
Ala
80

Ile
val
Tyr
Gly
Gly
160
val
Phe
val
val
Lys
240
Leu
Thr
val
val
ser
320
Leu
Ala
Pro
GIn
Ala
400
Thr
Leu
Ser

Ser



val
Pro
Ser
Glu
65

Asp
Thr
Tyr
Trp
Pro
145
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
225
ser
Leu
Leu
ser
Glu
305
Thr
ASNH
Pro
Gln
val
385
val
Pro
Thr
val

Leu
465

GlIn
Gly
Ser
50

Trp
Ser
Leu
Tyr
Gly
130
Ser
Ala
val
Ala
val
210
His
Cys
Gly
Met
His
290
val
Tyr
Gly
Ile
val
370
ser
Glu
Pro
val
Met

450
ser

<210> 6

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

Cys
Arg
35

Tyr
val
val
Tyr
Cys
115
GlIn
val
Ala
Ser
val
195
Pro
Lys
AsSp
Gly
Ile
275
Glu
His
Arg
Lys
Glu
355
Tyr
Leu
Trp
val
Asp
435
His

Pro

239
PRT o
Artificial Sequence

GTn
20

ser
Gly
Ala
Lys
Leu
100
Ala
Gly
Phe
Leu

Trp

180

Ley
ser
Pro
Lys
Pro
260
ser
ASp
Asn
val
Glu
340
LysS
Thr
Thr
Glu
Leu
420
Lys
Glu
Gly

val

Leu
Met
val
Gly
Gln
Arg
Thr
Pro
Gly
165
Asn
GIn
ser
ser
Thr
245
Ser
Arg
Pro
Ala
val

325
Tyr
Thr
Leu
cys
ser
405
AsSp
Ser

Ala

Lys

SEQLISTPPQ28228

GIn Leu val

Arg
His
Ile
70

Arg
Met
Asp
Leu
Leu
150
Cys
ser
ser
ser
Asn
230
H1S
val
Thr
Glu
LYS
310
ser
Lys
Ile
Pro
Leu
390
AsSn
ser
Arg

Leu

Leu
Trp
55

ser
Phe
Asn
Gly
val
135
Ala
Leu
Gly
ser
Leu
215
Thr
Thr
Phe
Pro
val
295
Thr
val
Ccys
ser
Pro
375
val
Gly
ASp
Trp

His
455

ser
40

val
Tyr
Thr
Ser
Gly
120
Thr
Pro
val
Ala
Gly
200
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
280
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
360
ser
Lys
Gln
Gly
GIn

440
AsSn

Glu
25

Cys
Arg
Glu
Ile
Leu
105
Ile
val
Ser
Lys
Leu
185
Leu
Thr
val
Pro
Phe
265
val
Phe
Pro
Thr
val
345
Ala
Arg
Gly
Pro
ser
425
Gln

His

0002(325023) ., TXT
Ser Giy Gly Gly

Ala Ala Ser

Gln
Glu
ser
90

Arg
Ala
Ser
ser
Asp
170
Thr
Tyr
Gln
Asp
Pro
250
Pro
Thr
AsSn
Arg
val
330
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
410
Phe
cly
Tyr

Page 5

Ala
ser
75

Arg
Thr
Ala
Ser
Lys
155
Tyr
ser
ser
Thr
Lys
235
Cys
Pro
cys
Trp
Glu
315
Leu
ASn
Gly
Glu
Tyr
395
AsSn
Phe
AsSn

Thr

Pro
60

ASn
Asp
Glu
Pro
Ala
140
Ser
Phe
Gly
Leu
TYr
220
Arg
Pro
Lys
val
Tyr
300
Glu
His
Lys
Gln
Met
380
Pro
Asn
Leu
val

GlIn
460

Gly
45

Gly
Arg
ASD
Asp
Gly
125
Ser
Thr
Pro
val
ser
205
Ile
val
Ala
Pro
val
285
val
Gln
Gln
Ala
Pro
365
Thr

ser

Tyr

Tyr

Phe
445
LyS

Light chain of 5.9 human anti-CD40 antibody

val
30

Phe
Lys
Tyr
Ser
Thr
110
Pro
Thr
Ser
Glu
His
190
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
270
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
350
Arg
Lys
Asp
Lys
ser
430
Ser

ser

val
Thr
Gly
His
Lys
95

Ala
Asp
Lys
Gly

Pro

175

Thr
val
ASn
Pro
Glu
255
Asp
AsSp
Gly
ASN
Trp
335
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
415
Lys
Cys

Leu

Glin
Phe
Leu
Ala
80

Ile
val
Tyr
Gly
Gly
160
val
Phe
val
val
Lys
240
Leu
Thr
val
val
ser
320
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
400
Thr
Leu

ser

ser

f"—”)’



<400> 6

Met
1
Gly
val
Leu
Pro
65
ser
Thr
Cys
Leu
Pro
145
Leu

Asn

Ser.

Ala

Gly
225

Ala
Ser
Thr
val
50

Gly
Gly
Leu
Met
Glu
130
Ser
ASnH
Ala
Lys
AsSp

210
Leu

<210> 7
<211> 474

<212>

Leu
Ser
Leu
35

His
GIn
val
Lys
GIn
115
Ile
Asp
Asn
Leu
AS

195
TYr

ser

PRT

Leu
Gly
Gly
ser
Pro
Pro
Ile
100
val
LYyS
Glu
Phe

Gln
180

p Ser

Glu

ser

Ala
Ala
Gln
Asp
Pro
Asp
85

Ser
Thr
Arg
Gln
Tyr
165
Ser
Thr
Lys

Pro

P
N

SEQLISTPP028228 0002(325023).TXT

Gln
Ite
Pro
Gly
Arg
70

Arg
Arg
G1in
Thr
Leu
150
Pro
Gly
Tyr
His

val
230

Leu Leu Gly Leu Leu Met Leu Trp

val
Ala
ASn
55

Leu
Phe
val
Phe
val
135
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

215
Thr

<213> Artificial Sequence

<220>
<223>

<400> 7

Met
1
val
Pro
Thr
Glu
65
Pro
Thr
Tyr
Tyr
Ala
145
ser
Phe

Gly

Gly
Cys
Gly
ser
S0

Trp
Ser
Ala
Tyr
Gly
130
ser
Thr

Pro

val

ser
Ala
Glu
35

TYr
Met
Phe
Tyr
Cys
115
Met
Thr
ser
Glu

His
195

Thr
Glu
20

ser
Trp
Gly
GIn
Leu
100
Ala
Asp
Lys
Gly
Pro

180
Thr

Ala
5
val
Leu
Ile
Ile
Gly
85
GlIn
Arg
val
Gly
Gly
165
val

Phe

Ile
Gln
Lys
Gly
Ite
70

GIn
Trp
Gly
Trp
Pro
150
Thr
Thr

Pro

Leu
Leu
Ile
Trp
55

Tyr
val
ser
Thr
Gly
135
sSer
Ala
val

Ala

Met
ser
40

Thr
Leu
Ser
Glu
Pro
120
Ala
ser
Glu
ser
Leu
200
val

Lys

Ala
val
ser
40

val
Pro
Thr
ser
Ala
120
GIn
val
Ala
ser

val
200

10
Thr Gln
25
Ile Ser

Tyr Leu
Ile Tyr
Gly Ser

90

Ala Glu
105
His Thr

Ala Pro
Gly Thr

Ala Lys
170

Gln Glu

185

ser ser

Tyr Ala

Ser Phe

Leu Leu
10

Gln ser

25

Cys Lys

Arg Gln
Gly Asp

Ile Ser
90

Leu Lys

105

Ala Gly

Gly Thr

Phe ﬁ}o

Leu Gly
170

Trp Asn

185

Leu GIn

Page ©

Pro Pro Leu Ser

Cys
Asn
Lys
75

Gly
ASp
Phe
Ser
Ala
155
val
Ser
Thr
Cys

Asn
235

Leu
Gly
Gly
Met
ser
75

Ala
Ala
Arg
Thr
Leu
155
Cys
ser

sSer

Arg
Trp
60

Phe
Ala
val
Gly
val
140
Ser
Gin
val
Leu
Glu

220
Arg

Ala
Ala
Ser
Pro
60

AsSD
Asp
ser
Asp
val
140
Ala
Leu
Gly

ser

Ser

15 -

Leu
rhe
Gly
Gly
GlIn
125
Phe
val
Trp
Thr
Thr
205
val

Gly

Heavy chain of 5.9 human anti-Cp40 antibody

val
Glu
Gly
45

Gly

Thr

Lys

ASp
Tyr
125
Thr
Pro
val
Ala

Gly
205

ser
Gln
Arg
Thr
val
110
Gly
Ile
val
LYyS
Glu
190
Leu

Thr

Glu

Leu
val
30
Tyr
Lys
Arg
ser
Thr
110
Tyr
val
Ala
Lys
Lteu

190
Leu

val
15

ser
Gin
GIn
Arg
Asp
95

TYyr
Thr
Phe
Cys
val
175
Gln
ser
His

Cys

GIn
15

Lys
ser
Gly
Tyr
Ile
Ala
Tyr
ser
Ser
Asp
175
Thr

Tyr

ﬂ[37§

Pro
Pro
Ser
Arg
Leu
80

Phe
TYr
Arg
Pro
Leu
160
Asp
ASp
Lys
GIn

Gly
Lys
Phe
Leu
ser
80

ser
Met
Tyr
ser
LysS
160
Tyr

Ser

Ser



Leu
Tyr
225
Arg
Pro
Lys
val
TYyr
305
Glu
His
LYyS
GlIn
Met
385
Pro
AsSN
Leu

val

Gln
465

ser
210
Ile
val
Ala
Pro
val
290
val
GIln
Glin
Ala
Pro
370
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

450
Lys

<210> 8

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 8

Met
1
val
Pro
Thr
Glu
65
Pro
Thr
Tyr
TYyr
Ala

145
Ser

Gly
Cys
Gly
Ser
50

Trp
ser
Ala
TYr
Gly
130
Ser

Thr

Han
anti

Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
275
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
355
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
435
ser

Ser

474
PRT
Artificial Sequence

ser
Ala
Glu
39

Tyr
Met
Phe
Tyr
Cys
115
Met
Thr

§er

gody

val
Asn
Pro
Glu
260
ASp
Asp
Gly
Asn
Trp
340
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
420
LysS
Cys

Leu

val
val
Lys
245
Leu
Thr
val
val
ser
325
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
405
Thr
Leu
Ser

ser

SEQLISTPP028228 10002 (325023) .TXT

Thr
AsSnh
230
Ser
Leu
Leu
ser
Glu
310
Thr
Asn
Pro
GIn
val
390
val
Pro
Thr
val

Leu
470

val
215
His
Cys
Gly
Met
His
295
val
Tyr
Giy
Ile
val
375
ser
Glu
Pro
val
Met

455
Ser

Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
280
Glu
His
Arg
Lys
Glu
360
Tyr
Leu
Trp
val
Asp
440
His

Pro

chain of variant of

Thr
Glu
20

ser
Trp
Gly
Gln
Leu
100
Ala
ASP
Lys

G]Q

Ala
5
val
Leu
Ile
Ile
Gly
85
GlIn
Arg
val
Gly

Gly
165

Ile
Gln
Lys
Gly
Ile
70

GlIn
Trp
Gly
Trp
Pro

150
Thr

Leu
Leu
Ile
Trp
55

Tyr
val
ser
Thr
Gly
135
Ser

Ala

Ala
val
Ser
40

val
Pro
Thr
Ser
Ala
120
Gln
val

Ala

ser
Pro
Lys
Pro
265
Ser
Asp
Asn
val
Glu
345
LYS
Thr
Thr
Glu
Leu
425
Lys
Glu

Gly

5.9

Leu
GIn
25

Cys
Arg
Gly
Ile
Leu
105
Ala
Gly
Phe

Leu

Ser
Ser
Thr
250
ser
Arg
Pro
Ala
val
330
Ty
Thr
Leu
Cys
Ser
410
Asp
Ser
§1a

Lys

Ser
Asn
235
His
val
Thr
Glu
Lys
315
ser
LyS
Ile
Pro
Leu
395
Asn
ser
Arg

Leu

Leu
220
Thr
Thr
Phe
Pro
val
300
Thr
val
Cys
ser
Pro
380
val
Gly
Asp
Trp

His
460

Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
285
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
365
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

445
AsSn

human anti-Ccp40

Leu
10

ser
Cys
Gln
Asp
Ser
90

Lys
Gly
fhr
Pro

Gly
170

Page 7

Leu
Gly
Gly
Met
ser
75

Ala
Ala
Arg
Thr
Leu

155
Cys

Ala
Ala
ser
Pro
60

Asp
Asp
Ser
Asp
val
140
Ala

Leu

val
Glu
Gly
Gly
Thr
Lys
ASp
Tyr
125
Thr

Pro

val

Thr
val
Pro
Phe
270
val
Phe
Pro
Thr
val
350
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
430
GlIn

His

Leu
val
30

Tyr
Lys
Arg
Ser
Thr
110
Tyr
val
ser

Lys

GIn
Asp
Pro
255
Pro
Thr
Asn
Arg
val
335
ser
Lys
Glu
Phe
Glu
415
Phe
Gly

Tyr

GIn
15

Lys
ser
Gly
Tyr
Ile
95

Ala
Tyr
ser
ser

AsSp
175

Thr
Lys
240
cys
Pro
Cys
Trp
Glu
320
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
400
Asn
Phe

Asn

Thr

Gly
LysS
Phe
Leu
sSer
80

ser
Met
Tyr
Ser
LYyS

160
Tyr



Phe
Gly
Leu
Tyr
225
Arg
Pro
Lys
val
Tyr
305
Glu
His
Lys
Gln
Met
385
Pro
Asn
Leu
val

GIn

465

Pro
val
Ser
210
Ile
val
Ala
Pro
val
290
val
Gln
Gln
Ala
Pro
370
Thr
Ser
Tyr
TYrF
Phe

450
Lys

<210> 9

<211>
<212>
<213>

<220>
<221> CDS

<222>

<221>
<222>
<223>

<400> 9
atg gtt
Met val

1

gct gtc
Ala val

ata aac
Ile Asn

agt

gac

ser Asp

Glu
His
195
ser
Cys
Glu
Pro
Lys
275
val
Asp
Tyr
Asp
Leu
355
Arg
Lys
ASp
Lys
Ser
435
ser

ser

612
DNA _
HComo sapiens

cgt
Arg

cat
His

agt
Ser
35

tgc
Cys

Pro
180
Thr
val
Asn
Pro
Glu
260
AsSp
Asp
Gly
Asn
Trp
340
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
420
Lys
Cys

Leu

ctg
Leu

cca
Pro
20

cag
Gln

aca
Thr

val
Phe
val
val
Lys
245
Leu
Thr
val
val
ser
325
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
405
Thr
Leu

Ser

ser

(1)...(612)

misc_feature

(0)...C0)
Coding sequence for short

cct

Pro
5

gaa

Glu

tgc
Cys

gag
Glu

SEQLISTPPO28228 0002(325023).TXT
Asn Ser Gly

Thr
Pro
Thr
Asn
230
Ser
Leu
Leu
Ser
Glu
310
Thr
Asn
Pro
GIn
val
390
val
Pro
Thr
val

Leu
470

ctg
Leu

cca
Pro

tgt
Cys

ttc
Phe

val
Ala
val
215
His
Cys
Gly
Met
His
295
val
Tyr
Gly
Ite
val
375
ser
Glu
Pro
val
Met

455
ser

cag
GIn

cccC
Pro

tct
ser

act
Thr

Ser
val
200
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
280
Glu
His
Arg
Lys
Glu
360
Tyr
Leu
Trp
val
Asp
440
His

Pro

tgc
Cys

act
Thr

ttg
Leu
40

gaa
Glu

Trp
185
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
265
Ser
ASp
Asn
val
Glu
345
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
425
Lys
Glu

Gly

Gln Ser Ser

Ser
ser
Thr
250
Ser
Arg
Pro
Ala
val
330
Tyr
Thr
Leu
Cys
ser
410
Asp
ser
Ala

Lys

isoform

gtc
val

gca
Ala
25

tgc
Cys

acg
Thr

CctcC
Leu
10

tgc
Cys
s
cag
G]n

gaa
Glu

Page 8

Ser
Asn
235
His
val
Thr
Glu
Lys
315
ser
Lys
Ile
Pro
Leu
395
Asn
Ser
Arg

Leu

Leu
220
Thr
Thr
Phe
Pro
val
300
Thr
val
Cys
Ser
Pro
380
val
Gly
Asp
Trp

His
460

Ala
Gly
205
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
285
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
365
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

445
AsSn

Leu
150
Leu
Thr
val
Pro
Phe
270
val
Phe
Pro
Thr
val
350
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
430
Gln

His

of human ¢D40
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ALSTON & BIRD LLP

Bank Of America Plaza

101 South Tryon Street, Suite 4000
Y Charlotte, NC 28280-4000

(PCT Administrative [nstructions. S(‘féﬁf)l% 1‘»%!:___,“_-:;'_ “ETATS-UNIS D'AMERIQUE

NOTIFICATION CONCERNING
SUBMISSION OR TRANSMITTAL, . 50cf
OF PRIORITY DOCUMENT Wi & ¢ &%

Wl e

Date of mailing (denmonth year)

16 July 2007 (16.07.2007)

Applicant's or agemt'’s file reference

PP028228.0002(325023

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

PCT/US2007/066757

International filing e (deyinonthvear)

17 April 2007 (17.04.2007)

Priority date (dei-inonth year)

21 April 2006 (21.04.2006)

International publication date (dlayrmionth yeari
Not yet published

Applicant

NOVARTIS AG et al 3

. By means of this Form, which replaces any previously issued notification concerming submission or trunsmiltal of priority
documents, the applicant is lereby notitied of the date of receipt by the International Bureau of the priority document(s) refating to
all earlier application(s) whose prioritv 15 claimed. Unless otherwise indicated by the letters "NR", in the right-hand colimn or by an
asterisk appearing next to a date of receipt, the priority document concerned was submitted or transmitted to the international Bureau
in compliance with Rule t7.1¢a) or (b).

2 fif applicable) The letters “NR" appearing in the right-hand column denote 3 priority document which, e date ailing of
this Form, had not vet been received by the International Bureau under Rule 17.1(a) or (b). Where, under Rule 17.1{a), the
priority document must be submitted by the applicant to the receiving Ottice or the Intemational Bureau, but the applicant tails o
submit the priority document within the applicable time Hmit under that Rule, the attention of the applicant is directed 1o Rule
{7.1(¢) which provides thal no designated Office mayv disregard the priority claim concerned before giving the applicant an
opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority document within a time limit which is reasonable under the
cireumstances.

%

f applicable)An asterisk (%) appearing next 10 a date of receipt. in the right-hand column, denotes a priority document submitted
or transmitted to the International Burcau but not in compliance with Rule 17.1{a) or (b) (the pnority document was received
atter the time limit prescribed in Rule 17.1(a) or the request to prepare and transnut the priority document was submitted to the
receiving Office after the applicable time lumit under Rule 17.1(b)). Even though the priority document was not fumished in
wmpinmc with Rule 17.1{a} or {b), the International Bureau will nevertheless transnuit a copy of the document to the designaled
Ottices, for their consideration. In case such a copy is not accepted by the designated Qtfice as the priority document, Rule 17. I{c)
provides that no designated Ottice may disreeard the priority claim concemed belore giving tle applicant an opportunity. upon entry
mte the national phase, o Murmsh the pnoril_\' document witlun a e lunit which is reasonable under the circunstances,
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NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
ALSTON & BIRD, LLP THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND
Attn. Henry, Leslie T. THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
Bank of America Plaza SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLAFIATION

101 South Tryon Street, Suite 4000

Charlotte, NC 28280-4000

(PCT Rule 44.1)
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ETATS-UNIS D'AMERIQUE . , Reck ”TD

Date of mailing
(day/month/vear) 30/10/2007
Applicant's or agenlt's file reference
PP028228.0002(225023 FOR FURTHER ACTION See paragraphs 1 and 4 below
International application No. . Internationat filing date
PCT/US2007/066757 (day/month/year) 17/04/2007
Applicant

NOVARTIS AG

1. E The applicant is hereby notified that the international search report and the written opinion of the International Searching
Authority have been established and are transmitied herewith,

Filing of amendments and statement under Article 19:
The applicant is entitled, if he so wishes, to amend the claims of the International Application (see Rule 46):

When? The time limit for filing such amendments is normally two months from the date of transmittal of the
internationat Search Report.

Where? Directly to the International Bureau of WIPQ, 34 chemin des Colombeltes
1211 Geneva 20, Switzerland, Fascimile No.: (41-22) 338.82.70

For more detailed instructions, see the notes on the accompanying sheet.

2. D The applicant is hereby notified that no international search report wilt be established and that the declaration under
Article 17(2)(a) to that effect and the written opinion of the International Searching Authority are transmitied herewith.

3. D With regard to the protest against payment of (an) additionat fee{s) ynder Rule 40.2, the appiicantis notified that:

the protest together with the decision thereon has been transmitted to the International Bureau together with the
applicant's reguest to forward the texts of both the protest and the decision thereon to the designated Qffices.

no decision has been made yet on the protest; the applicant will be notified as soon as a decision is made.

4. Reminders

Shorlly after the expiration of 18 months from the priority date, the international application will be published by the
International Bureau. !f the applicant wishes to avoid or postpone publication, a notice of withdrawal of the international
application, or of the priority claim, must reach the International Bureau as provided in Rules 90bis.1 and 90bis.3, respectively,
before the completion of the technical preparations tor international publication.

The applicant may submit comments on an informal basis on the wrilien opinion of the International Searching Authority 10 the
Internationat Bureau. The International Bureau will send a copy of such comments to all designated Offices unless an
international preliminary examination report has been or is to be established. These comments would also be made available to
the public but not before the expiration of 30 months from the priority date.

Within 19 months from the priority date, but only in respect of some designated Offices, a demand for international preliminary
examination must be filed if the applicant wishes to postpone the entry into the national phase until 30 months from the priority
date (in some Oflices even later); otherwise, the applicant musl, within 20 months from the priority date, perform the preseribed
acts for entry into the national phase before those designated Offices.

in respect ot other designated Offices, the time limit of 30 months (or later) wnl apply even if no demand is filed within 19
months.

See the Annex to Form PCT/IB/301 and, for details about the applicable time limits, Office by Qtfice, see the PCT Applicant's
Guide, Voiume 11, National Chapters and the WiPQ Internet sile.

Name and mailing address of the International Searching Autharity | Authorized officer i S 7
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 . o P b/ ..
Q)) NL-2280 HV Rijswijk Michela Digiusto : . , {f

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Form PCT/ISA/220 (October 2005) (See notes

; i:companymg sheet) :
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NOTES TO FORM PCT/ISA/220

These Notes are intended to give the basic instructions cancerning the filing of amendments under article 19. The
Notes are based on the requirements of the Patent Cooperation Treaty, the Regulations and the Administrative instructions
under that Treaty. in case of discrepancy between these Notes and those requirements, the latter are applicable. For more
detailed information, see also the PCT Applicant's Guide, a publication of WIPQ.

In these Notes, "Article”, "Rule”, and "Section” refer to the provisions of the PCT, the PCT Regulations and the PCT
Adminisirative Instructions, respectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant has, after having received the international search report and the written opinion of the International
Searching Authority, one opportunity to amend the claims of the internationat application. It should however be emphasized
that, since all parts of the internaticnal application (claims,desciiption and drawings) may be amended during the
international preliminary examination procedure, there is usually no need to file amendments of the claims under Article 19
except where, e.g. the applicant wants the latter to be published for the purposes.of provisional protection or has another
reason for amending the claims before international publication. Furthermore, it should be emphasized that provisional
protection is avaitable in some States only (see PCT Applicant's Guide, Volume VA, Annexes B1 and B2).

The attention of the applicant is drawn to the fact that amendments ta the claims under Articte 19 are not allowed where
the International Searching Authority has declared, under Article 17(2), that no mternahonal search report would be
established (see PCT Applicant's Guide, Volume /A, paragraph 2986). .K

What parts of the international application may be amended?

Under Article 19, only the claims may be amended.

During the international phase, the claims may also be amended (or further amended) under Article 34 before the
International Preliminary Examining Authority, The description and drawings may only be amended under

Article 34 before the International Examining Authority.

Upon entry into the national phase, all parts of the international application may be amended under Article 28 or,
where applicable, Article 41.

When? Within 2 months from the date of ransmittal of the international search report or 16 months fram the priority date,
whichever time limit expires later. It should be noted, however, that the amendments will be considered as having
been received on time if they are received by the International Bureau after the expiration of the applicable time
limit but befare the completion of the technical preparations for international publication (Rule 46.1},

Where not to file the amendments?

The amendments may only be filed with the International Bureau and not with the receiving Office or the
International Searching Authority (Rule 46.2).

Where a demand for international preliminary examination has been/is filed, see below.

How? Either by cancelling one or more entire claims, by adding one or more new claims or by amending the text of one
or more of the claims as filed.

A replacement sheet must be submitted for each sheet of the claims which, on account of an amendment or
amendments, differs from the sheet originally filed. £

All the claims appearing on a replacement sheet must be numbered in Arabic numerals. Where a claim is
cancelled, no renumbering of the other claims is required. In all cases where claims are renumbered, they must be
renumbered consecutively {Section 205(b)).

The amendments must be made in the language in which the international application is to be published.

What documents must/may accompany the amendments?
Letter (Section 205(b)): -
The amendments must be submitted with a letter.

The ietter will not be published with the internationaf application and the amended claims. It should not be
confused with the "Statement under Article 18(1)" (see below, under "Statement under Article 19(1)").

The letter must be in Enghsh or French, at the choice of the applicant. However, if the language of the

T -

F O )

international application is Eaglish, the letter must be in English; if the language of the international apphcat:on !

is French, the letter must be in French.

i
{

i

Notes to Form PCT/ISA/220 (first sheet) (October 2005)
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Applicant's or agent's fitle reference FOR FURTHER ) see Form PCT/ASA/220

PP028228 .0002 (325023 ACTION as well as, where applicable, item 5 below.
International application No. International fiting date (day/month/year) (Earliest) Priority Date (day/month/year)
PCT/US2007/066757 17/04/2007 21/04/2006
Applicant

NOVARTIS AG

This international search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Article 18. A copy Is being transmitied to the International Bureau.

This international search report consists of a total of 7 sheets.
itis also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the report
a. With regard to the language, the international search was carried out on the basis of:

the international application in the language in which it was filed

D a translation of the international application into , which is the language
of a translation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b))

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, see Box No. I.

Certain claims were found unsearchabie {See Box No. 1)

00 ®

Unity of invention is lacking {see Box No Ilf)

4. With regard to the title,
the text is approved as submitted by the applicant
D the text has been established by this Authority to read as follows: ‘

5. With regard to the abstract,

the text is approved as submitted by the applicant

D the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant
may, within cne month from the date of mailing of this internaticnal search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No. _§
as suggested by the applicant
D as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure
D as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention
b. D none of the figures is to be published with the abstract

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (April 2005)
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Box No. | Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.b of the first sheet)
1. With regard to any nuclectide andfor amino acid sequence disclosed in the international application and necessary to the claimed
invention, the international search was carried out on the basis of;
a. type of material
a sequence listing
D table(s) related to the sequence listing
b. format of material
on paper
in electronic form .
C. time ot filing/furnishing :
contained in the international application as fited :

filed together with the international application in electronic fo[’m

D furnished subsequently to this Authority for the purpose of search

2. [:, In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto has been fited
or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identicat to thatin the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

3. Additional comments:
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A. CLASSIFICATION O

INV.

SUBJECT MATTER

C07K16/28

+

According to International Patent Classification {IPC) or to both naticnat classification and iPC

B. FIELDS SEARCHED

CO7K

Minimum documenlation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the tields searched

Eleclronic dala base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used)

EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE, WPI Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

paragraphs [0022] - [0034]

[DE] ET AL) 11 August 2005 (2005-08-11)

Category* j Citation of document, with indicalion, where appropriate, of the relevant passages Relevant 10 ctaim No.
Y WO 99/37329 A (ASTRA AB [SE]; FLINK OLA 1-62

[SE]; PETREN SVEN [SE]) A

29 July 1999 (1999-07-29)

abstract ~

page 3, lines 4-11

page 5, lines 1-3

page 6, lines 10,11

page 9, lines 7-10
X US 2005/175611 Al (MAHLER HANNS-CHRISTIAN 1-62

—/—

Further documents are listed in the continuation of Box C.

See palent family annex.

* Special calegories of cited documents :

'A" document defining the general state of the ar which is nol
considered to be of particular relevance

eariier document but published on or afler the inlernational
filing date

document which may throw doubls on priority claims) or
which is cited (o establish the publication dale o} ancther
citation or other speciafl reason (as specilied) :
document referring to an oral disctosure, use, exhibilion or
other means

*P* document published prior to the internalional filing date but
later than the priority date claimed

e

e

o

‘T* later document published after the inlernational tiling date
or priority date and nel in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the

invention

document of particular relevance; the claimed invention
cannol be considered novel or cannol be considered to
involve an inventive slep when the document is taken alone

document of particular relevance; the claimed invention
cannol be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu~
menls, such combination being obvious 1o a person skilled
in the an.

document member of the same patent family

e

v

g

Date of the aclual completion of the internalional search

12 October 2007

Dale of mailing of the international search report

30/10/2007

Name and mailing address of the ISA/

European Patent Office, P.B. 5518 Palentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. {(+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax; (+31-70) 340-3016

Aulhorized officer

Irion, Andrea

Form PCT/iISA/210 (second sheet) (April 2005)
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C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegory”

Gitation of document, with indicalion, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No,

Y

WO 2006/020935 A (WYETH CORP [US]; LI LI
[US]; KANTOR ANGELA [US]; MACMILLAN
SHANNON B [) 23 February 2006 (2006-02-23)
paragraph [0010]

paragraph [0076]

paragraph [0080]

paragraph [0103]

paragraphs [0127] - [0129]

paragraphs [0143] - [0146]

paragraph [0157]

paragraphs [0183] - [0187]

ZHENG ET AL: "Influence of pH, buffer
species, and storage temperature on
physicochemical stability of a humanized
monoclonal antibody LAZ98"
INTERNATIONAL JOURNAL OF PHARMACEUTICS,
AMSTERDAM, NL,

vol. 308, no. 1-2,

3 February 2006 (2006-02-03), pages 46-51,
XP005249234

ISSN: 0378-5173

abstract

in protein refolding, solubilization, and
purification”

BIOTECHNOLOGY PROGRESS, XX, XX,

vol. 20, no. 5, September 2004 (2004-09),
pages 1301-1308, XP002383385

ISSN: 8756-7938

the whole document

ISHIBASHI M ET AL: "Is arginine a
protein-denaturant?”

PROTEIN EXPRESSION AND PURIFICATION,
ACADEMIC PRESS, SAN DIEGO, CA, US,

vol. 42, no. 1, July 2005 (2005-07), pages
1-6, XP004918440

ISSN: 1046-5928 .

the whole document

MAHLER H-C ET AL: “"Induction and analysis
of aggregates in a liquid IgGl-antibody
formulation™

EUROPEAN JOURNAL OF PHARMACEUTICS AND
BIOPHARMACEUTICS, ELSEVIER SCIENCE
PUBLISHERS B.V., AMSTERDAM, NL,

vol. 59, no. 3, April 2005 (2005-04),
pages 407-417, XP004780138 ;
ISSN: 0939-6411 ;
the whole document.
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1-62

1-62

1-62

1-62
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Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages
)

Relevant 1o claim No.

P,X

P, X

MATHEUS SUSANNE ET AL: "A critical
evaluation of T-m(FTIR) measurements of
high-concentration IgG(l) antibody
formulations as a formulation development
tool”

PHARMACEUTICAL RESEARCH (DORDRECHT),

vol. 23, no. 7, July 2006 (2006-07), pages
1617-1627, XP002454792

ISSN: 0724-8741

the whole document

WO 2006/125207 A (AMGEN INC [US]; CHU
GRACE C [US])

23 November 2006 (2006-11-23)

the whole document

WO 2007/092772 A (MEDIMMUNE INC [US];
ALLAN CHRISTIAN {US]; LEACH WILLIAM [US];
CHANG ST) 16 August 2007 (2007-08-16)

the whole document

WANG WEI: "Instability, stabilization,
and formulation of liquid protein
pharmaceuticals”

INTERNATIONAL JOURNAL OF PHARMACEUTICS,
AMSTERDAM, NL, N
vol. 185, no. 2,

20 August 1999 (1999-08-20), pages
129-188, XP002323952

ISSN: 0378-5173

the whole document

WO 2005/044854 A (CHIRON CORP [US]; LONG
LI [US]; LUQMAN MOHAMMAD [US]; YABANNAVAR
ASHA) 19 May 2005 (2005-05-19)

the whole document
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1-62
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Box Il Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This International Search Report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. Claims Nos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: ¥

Although claims 35-44,59 60 are directed to a method of treatment of the :
human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged -
effects of the compound/composition. "

2. [:I Cilaims Nos.:

because they relate to parts of the International Application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningfu! International Search can be carried out, specifically:

e -

3. D Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box il Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This international Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

v

O B
i

1. |:] As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this International Search Report covers all ’
searchable claims. i

i
'

2. D As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any additional fee.

3. D As only some of the required additional search fees were imely paid by the applicant, this International Search Report
covers only those claims for which fees were paid, specilically claims Nos.: T

L]
4, D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this International Search Report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

PR £

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 {continuation of first sheet (2)) (January 2004} !5
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o , national application No An 7
Im - ation atent family member: ' )
" e ymembers PCT/US2007/066757 :
Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date
WO 9937329 A 29—07—1999 AU 2444899 A 09-08-1999
Us 2005175611 Al 11-08-2005  NONE :
WO 2006020835 A 23-02-2006 AU 2005272603 Al 23-02-2006
CA 2575870 Al 23-02-2006 5
EP 1784219 A2 16-05-2007 i
US 2006115472 Al 01-06-2006 y
WO 2006125207 A 23-11-2006 US 2006269543 Al 30-11-2006 }
WO 2007092772 A 16-08-2007  NONE
WO 2005044854 A 19-05-2005 AU 2004287482 Al 19-05-2005 .
‘ AU 2004287879 Al 19-05-2005 :
CA 2544853 Al 19-05-2005 ;
CA 2544948 Al 19-05-2005 i}
CA 2544949 Al 19-05-2005
EP 1694360 A2 30-08-2006
EP 1682178 A2 26-07-2006 .
EP 1682180 A2 26-07-2006 «
JP 2007510666 T 26-04~-2007 R
JP 2007512243 7T 17-05-2007 %
KR 200601115585 A 27-10-2006 v
KR 20060132602 A 21-12-2006 #
WO 2005044306 AZ 19-05-2005 y
WO 2005044294 A2 5

19-05-2005

Foim PCT/ISA/210 {patent family annex) (Apfil 2005)
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INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Date of mailing
(dayimonth/rear} see form PCTASAR10 (second sheet)

Applicant's or agent's file reference

FOR FURTHER ACTION

see form PCTASAR220 . See paragraph 2 below
International application No. International filing date (dayfnonthdear) Priority date {daydnonthArear)
PCTMUS2007066757 17.04.2007 21.04.2006

International Patent Classification {IPC} or both national classification and IPC

INV. CO7K16/28

Applicant
NQOVARTIS AG '

1. This opinion contains indications relating to the following items:

Box No. | Basis of the opinion

O Box No.Hl  Priority

Box No. Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

[J Box No. IV Lack of unity of invention

B Box No. v Reasoned statement under Rule 43bis.1{a}(i) with regard to novelly, inventive step or industrial
applicability; ¢itations and explanations supporting such statement

Box No. VI Certain documents cited ’

[0 Box No. VIl Certain defects in the international appiication

] Box No. Vil Certain observations on the international application

2. FURTHER ACTION

If a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usually be considered to be a
written opinion of the International Preliminary Examining Authority ("IPEA") except that this does not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
International Bureau under Rule 66.1bis(b) that written opinions of this International Searching Authority

will not be so considered.

If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to

submit to the IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months

from the date of mailing of Form PCTASAZ220 or before the expiration of 22 months from the priority date,
whichever expires later.

For further options, see Form PCTASAR20.

3. For further details, see notes to Form PCTASA220.
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY : PCTMUS2007/066757

Box No.| Basis of the opinion

1. With regard to the languade, this cpinion has been established on the basis of:

d
(]

the international application in the language in which it was filed
a transtation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search {Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. With regard to any nucleotide andior amino acid sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of: :

a. type of material:

Bd  asequence listing

[ table(s) related to the sequence listing

b. format of material:

& on paper

X in electronic form

c. time of filingfurnishing:

3. 0

& contained in the international application as filed. ;

filed together with the international application in electronic form.

B R

[0 turnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

i ks
H

In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as -
appropriate, were furnished.

4. Additional comments:

Form PCTASA/237 (April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE _ Internationai application No. |
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAUS2007066757
Box No. Hl Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial '
applicability

The questions whether the claimed invention appears o be novel, to involve an inventive step (to be non
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of

“

O the entire international application

K claims Nos. 35-44.59.60 (1A)
because:

the said international appllcatlon or the said claims Nos. 35-44 59.60 (1A) relate to the following subject
matter which does not require an international search {specify):

see separate sheet

[0 the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos.  are so unclear
that no meaningfut opinion could be formed (specify):

(O the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed (specify):

O no international search report has been established for the whole application or for said claims Nos.

0O a meaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the
prescribed time limit:

O furnish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

[ turnish a sequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex C
of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

O pay the required late furnlshmg fee for the furnishing of a sequence listing in response to an {f
invitation under Rules 13ter.1(a) or (b). :

[l a meaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
did not, within the prescribed time limit, furnish such tables in electronic form complying with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not
available to the International Searching Authaority in a form and manner acceptable 1o it. :

O the tables related to the nucleotide andfor amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not
comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

[0 See Supptemental Box for further details

Form PCTASA/237 (April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE : International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAS2007066757

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-62
No: Claims

Inventive step (I1S) Yes: Claims g
No: Claims 1-62

Industrial applicability (1A) Yes: Claims 1-34, 45-58,61,62
No: Claims

2. GCitations and explanations

see separate sheet

Box No. VI Certain documents cited

1. Certain published documents (Rules 43bis.1 and 70.10)
and/or
2. Non-written disclosures (Rules 43brs.1 and 70.9)

seg form 210

Form PCTASA/237 (April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2007/066757
Item Il

.1 With respect to claims 35-44, 59 and 60 _
Claims 35-44, 59 and 60 relate to subject-matter considered by this Authority to be
covered by the provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be
formulated with respect to the industrial applicability of the subject-matter of these
claims (Article 34(4){l) PCT).

ltem V

V.1 Reference is made to following documentis

D1:
D2:
D3:
D4

D5:

D6:

D7:

D8:

D9:

WQ09937329 (ASTRA AKTIEBOLAG) 29 July 1999 (1999-07-29)
US2005/0175611 (MAHLER ET AL.) 11 August 2005 (2005-08-11)
WQ02006020935 (WYETH) 23 February 2006 (2006-02-23)

J.Y. ZHENG & L.J. JANIS: 'Influence of pH, buffer species, and storage
temperature on physicochemical stability of a humanized monocional antibody
LA298', INTERNATIONAL JOURNAL OF PHARMACEUTICS, 03 February
2006 (2006-02-03), vol. 308, no. 1-2, pages 46-51

K. TSUMOTO ET AL.: 'Role of arginine in protein refolding, solubilization, and
purification’, BIOTECHNOLOGY PROGRESS, September 2004 (2004-09}, val.
20, no. 5, pages 1301-1308

ISHIBASHI ET AL.:'Is arginine a protein-denaturant?’, PROTEIN EXPRESSION
AND PURIFICATION, July 2005 (2005-07), vol. 42, no. 1, pages 1-6

H.-C. MAHLER ET AL.: 'Induction and analysis of aggregates in a liquid
lgG1-antibody formulation’, EUROPEAN JOURNAL OF PHARMACEUTICS
AND BIOPHARMACEUTICS, April 2005 (2005-04), vol. 59, no. 3, pages
407-417

S. MATHEUS ET AL.: 'A critical evaluation of T-m(FTIR) measurements of
high-concentration IgG(1) antibody formulations as a formulation development
tool', PHARMACEUTICAL RESEARCH, July 2006 (2006-07), vol. 23, no. 7,
pages 1617-1627

W02006125207 (AMGEN INC.) 23 November 2006 (2006-11-23)

D10: WO2007092772 (MEDIMMUNE, INC.) 16 August 2007 (2007-08-16)
D11: WO2005044854 (CHIRON) 19 May 2005 (2005-05-19)

V.2 Novelty (Article 33(2) PCT)

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING :
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2007/066757

V.2.1 With respect to claims 1-62
None of the documents cited above describe a liquid composition comprising an -
antagonist anti-CD40 antibody, Arg-HCI, citrate/citric acid buffer, pH 5.0-7.0.
Therefore, the subject-matter of claims 1-62 is considered novel in the sense of
Article 33(2) PCT.

V.3 Inventive step (Article 33(3) PCT)

V.3.1 With respect to claims 1-62 ; _,
Document D1 describes a pharmaceutical formulatlon comprising an humanized
igG1 antibody (0.5 mg/ml to 10 mg/ml), a citrate buffer (5 mM to 20 mM) and the pH -
of the formulation is 5.3 to 7.2 {abstract). Preferably, the pH is 5.5, citrate buffer is
present at 10 mM (p. 3 . 4-11, p. 5 [. 1-3). NaCl is added to make the solution
isotonic (p. 6 I. 10-11). The formulations were stable at 5°C for 24 months (p. 9 I. 7-
10). :

Document D2 describes a pharmaceutical preparation comprising an anti-EGFR
antibody (0.1-50 mg/ml) (paragraph [22]), citrate buffer (10 mM) (paragraph [23]), pH
5.5 (paragraph [24]), arginine-HCI (100 mM) (paragraph [26]-[27]), Tween (0.001-
1.0%) (paragraph [28]-(30]). Said preparation is stable over a period of up to 2 years '
at elevated temperatures, i.e. 25°C (paragraph [25]). The osmolality is from 250-350
mOsmol/kg (paragraph [31]). NaCl is used as isotonicity modifier (paragraph [32]).
Antioxidants are added (paragraph [33]). A particularly advantageous embodiment
is the aqueous preparation comprising 5 mg/ml antibody, 10 mM of citrate buffer
having a pH of 5.5, 100 mM of arginine, 100 mM NaCl and 0.01% of polyoxyethylene ?'
(2) sorbitan monooleate (paragraph [34]).

Document D3 describes a stable antibody formulation comprising 10 mM citrate
buffer, pH 5.5 and 75 mM NaCl (paragraph [10]). The formulation is stable for at least

3 years at 5°C (paragraph [8]). See also paragraph [76], [80}, [103], [127]-[129],
[143]-[146], [157], [183]-[187].

Document D4 describes a formulation comprising an IgG1 antibody, citrate buffer at
pH 5.0-5.5 (abstract).

Documents D5 and D6 describe the effects of arginine on protein aggregation during
storage and at high temperatures (e.g. D5: p. 1304 left-hand col. 2nd paragraph -

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING "
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2007/066757

right-hand col. 2nd paragraph).

Document D7 describes the protecting effect of polysorbate 80 on protein
aggregation in a IgG1 antibody formulation (abstract).

rr

F 5
O

Document D11 describes the anti-CD40 antibodies CHIR-12.12 and CHIR-5.9 used .

in the present application (see whole document).

Pharmaceutical compositions comprising an antibody, a citrate buffer at pH 5.5 and
arginine-HCl are known in the field (see e.g. D2). Furthermore, various antibodies are
stored in citrate buffer at pH 5.5 further comprising an isotonicity modifier (see e.g.
D1-D3).

Considering document D2 as the closest prior art document, the subject-matter of
claims 1-62 differs from D2 in that the antibody is directed against CD40 and has an
antagonistic activity. The technical problem to be solved may be regarded as
providing an antibody formulation comprising an alternative antibody. Said technical
prablem is solved only for the antibody formulations shown in the present application.

It appears that the conditions, i.e. buffer, pH, excipients, are largely dependent on the
sequence or structure of the antibody used. The present application shows an
optimal formulation comprising the antibody CHIR-12.12 (Examples 1-3) and the
effects of various buffer species, methionine, Arginine-HCI, and Tween on the
stabilization of said antibody. Antibodies directed against a specific antigen, i.e.
CD40, or an epitope, can comprise differing sequences and structures. Said
antibodies comprise similar antigen binding structures. However, the variable
domains defining said binding structure are only a small part of the whole antibody
molecule. Therefore, it appears that the formulations defined in present claims 1-62
cannot be generalized for any anti-CD40 antibodies or fragments derived from the
CHAIR-12.12 antibody. Thus, the subject-matter of claims 1-62 is not considered
inventive in the sense of Article 33(3) PCT.

V.4 Industrial applicability (Article 33(4) PCT)
V.4.1 With respect to claims 1-34, 45-58, 61 and 62

The subject-matter of claims 1-34, 45-58, 61 and 62 appears to be susceptible of
industrial application.

. Forrn PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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V.4.2 With respect to claims 35-44, 59 and 60
The subject-matter of claims 35-44, 59 and 60 is considered to be a method of
treatment by therapy of the human or animal body.

For the assessment of the present claims 35-44, 59 and 60 on the question whether
they are industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States.
The patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The
EPO, for example, does not recognize as industrially applicable the subject-matter
of claims to the use of a compound in medical treatment, but may allow, however,
claims to a known compound for first use in medical treatment and the use of such
a compound for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

V.5 Further remarks

V.5.1 With respect to claims 1, 45, and 46
The expression "near isotonic" used in claims 1, 45, and 46 is vague and unclear
(Article 6 PCT).

V.5.2 With respect to claims 1-4, 8-11, 16, 17, 19, 20, 24-29, 31-33, 45-49, 53, 56-58,
and 61
The repeated use of the non-restrictive phrase "about [...] to about [...]" introduces
ambiguity into claims 1-62. '

V.5.3
In a later European regional phase objections might be raised against any expression
within the description such as "incorporation by reference” (e.g. p. 9 1. 27-28, p. 10
.8 and 14, p. 181. 16, p. 27 1. 21 and 31-32, p. 31 1. 23-24, p. 32 . 3-4, p. 42 |. 33,
p. 441 32, p. 451 9-10, p. 45 1. 28, p. 47 I. 6-7, p. 49 I. 31 etc.) as the regionai patent ..
law requires that the specification is self-contained. ’

V.5.4 With respect to D8 |
The examination report has been based on an assumed valid priority for the present
application. Should the priority of the present application not be valid, the above cited

document D8 would be relevant with respect to novelty and inventive step (Article
33(2) and (3) PCT).

Iltem Vi

Form PCT/NSA/237 (Separate Sheet) (Sheet 4) (EPO-April 2005)
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International application No.

V1.1 With respect to documents D9-D10
The examination report has been based on an assumed valid priority for the present
application. Should the priority of the present application not be valid, the above cited
document D9 would be relevant with respect to novelty and inventive step (Article
33(2) and (3) PCT). Furthermore, should the present application be entered into the
regional phase, the documenis DS-D10 could be refevant to the question of noveity.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 5) (EPO-Aprili 2005)
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For all international applications filed on or after 01/01/2004 the competent
ISA will establish an SR It is accompanied by the WO-1SA. Unlike the
former written opinion of the IPEA (Rule 66.2 PCT), the WO-1SA is not
meant to be responded to, but to be taken into consideration for further
procedural steps. This document explains about the possibilities.

Within 2 months after the date of mailing of the ISR and the WO-ISA the
applicant may file amended claims under Art. 19 PCT directly with the
International Bureau of WIPO. The PCT reform of 2004 did not change
this procedure. For further information please see Rule 46 PCT as well as
form PCT/1SA/220 and the corresponding Notes to form PCT/1SA/220.

In principle, the WO-1SA will be considered as the written opinion of the
I|PEA. This should, in many cases, make it unnecessary to file a demand for
international preliminary examination.  If the applicant nevertheless wishes
to file a demand this must be done béfore expiry of 3 months after the
date of mailing of the ISR/WO-ISA or 22 months after priority
date, whichever expires later (Rule 54bis PCT). Amendments under Art.
34 PCT can be filed with the |PEA as before, normally at the same time as
filing the demand (Rule 66.1 (b) PCT).

If a demand for international preliminary examination is filed and no
comments/amendments have been received the WO-1SA will be transformed
by the IPEA into an |PRP (International Preliminary Report on Patentability)
which would merely reflect the content of the WO-1SA. The demand can still
be withdrawn (Art. 37 PCT).

After receipt of the ISR/WO-ISA the applicant may file informal comments
on the WO-ISA directly with the International Bureau of WIPQO. These
will be communicated to the designated Cffices together with the IPRP
(International Preliminary Report on Patentability) at 30 months from the
priority date. Please also refer to the next box.

At the end of the international phase the International Bureau of WIPO will
transform the WO-ISA or, if a demand was filed, the written opinion of the
|PEA into the IPRP, which will then be transmitted together with possible
informal comments to the designated Offices. The IPRP replaces the former
| PER (international preliminary examination report).

Rule 43 PCT, Rule 43bis PCT, Rule 44 PCT, Rule 44bis PCT, PCT Newsletter
12/2003, OJ 11/2003, OJ 12/2003
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COMPOSICIONES FARMACEUTICAS DE ANTICUERPO ANTAGONISTA ANTI-CD40

CAMPO DE LA INVENCION

La presente 1invencidén estd dirigida al campo de 1las
formulaciones farmacéuticas, mas particularmente a las
composiciones farmacéuticas liquidas estables que comprenden
anticuerpos antagonistas anti-CD40 para uso en tratamiento de
enfermedades proliferativas y enfermedades que tienen un

componente autoinmune o inflamatorioc.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Recientes avances en el desarrollo de la tecnologia de
ingenieria genética han suministrado una variedad de polipéptidos
biolbébgicamente activos en cantidades suficientemente grandes para
uso como farmacos. Los polipéptidos, sin embargo, pueden perder

la actividad biolégica como resultado de inestabilidades fisicas,

incluyendo la desnaturalizacidén y la formacién de agregados
solubles e insolubles, y una variedad de inestabilidades
gquimicas, tales como la hidrélisis, oxidacién, y desamidacidn. La
estabilidad de los polipéptidos en las formulaciones

farmacéuticas liquidas se puede afectar, por ejemplo, mediante

- factores tales como el pH, la concentracidn iénica, la

temperatura, les ciclos repetidos de congelamiento-
descongelamiento, y la exposicidén a fuerzas de corte mecénicas
tal como ocurre durante el p?ocesamiento. La formacidén de
agregado y la pérdida de actividad bioldgica también pueden

ocurrir como resultado de la agitacién fisica y las interacciones

23
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de moléculas de polipéptido en solucidén y en 1las interfaces
ligquido-aire dentro de frascos de almacenamiento. Los cambios
conformacionales adicionales pueden ocurrir en polipéptidos
adsorbidos a las interfaces aire-liquido y sélido-liguido durante
la compresidén-extensién de las interfaces que resultan de la
agitacién durante el transporte u otro. Tal agitacidén puede
originar que la proteina se enmarafie, agregue, forme particulas,
y finalmente se precipite con otras proteinas adscorbidas. Para
una revisidén general de la estabilidad de los farmacéuticos de
proteina, ver, por ejemplo, Maﬁning et al. (1989) Pharm. Res.
6:903-918, vy Wang vy Hanson (1988) J. Parenteral Sci. Tech.

42:814.

La inestabilidad de las formulaciones farmacéuticas liquidas
que contiene polipéptido ha impulsado el empaque de estas
formulaciones en la forma liofilizada junto con un medio liquido
adecuado para la reconstitucidédn. Aunque la liofilizacidn mejora
la estabilidad de 1la composicién, muchos polipéptidos exhiben
actividad decreciente, durante el almacenamiento en el estado
seco (Pikal (1990) Biopharm. 27:26-30) o como un resultadc de
formacidén de agregado o la pérdida de actividad catalitica luego
de la reconstitucidén como una formulacidn liquida (ver, por
ejemplo, Carpenter et al. (1991) Dévelqp. Biol. Standard 74:225-
239; Broadhead et al. (1992) Drug Devel. Ind. Pharm. 18:116%-
1206; Mumenthaler et al. (1994) Pharm. Res. 11:12-20; Carpenter y
Crowe (1988) Cryobiology 25:459-470; vy Roser (1991) Biopharm.
4:47-53). Aungue el uso de aditivos ha mejorado la estabilidad de
las proteinas secas, muchas formulaciones re-hidratadas continuan

teniendo cantidades inaceptables o 1indeseables de proteina

04



10

15

20

25

flnqn

inactiva, agregada (ver, por ejemplo, Townsend y DeLuca (1983) J.
Pharm. Sci. 80:63-66; Hora et al. (1992) Pharm. Res. 9:33-36;
Yoshiaka et al. (1993) Pharm. Rés, 10:687-691). También, la
necesidad de reconstitucidén es un inconveniente e introduce la

posibilidad de dosificacidn incorrecta.

Incluidos en los polipéptidos farmacéuticamente utiles estén
los anticuerpos monoclonales recombinantemente producidos. Entre
esta clase de agentes terapéuticos, los anticuerpos antagonistas
anti-CD40 que apuntan al miembro receptor de la familia TNF CD40
se mantienen como una gran promesa para el tratamiento de
malignidades relacionadas con c¢élula B y malignidades no
hematolégicas, asi como también enfermedades que tienen un
componente autoinmune y/o inflamatorio. El1 receptor CD40 es un
antigeno de superficie <celular de 50-55 kDa presente en la
superficie tanto de células B humanas normales como neoplasicas,
células dendriticas monocitos, macrdéfagos, células T CD8",
células endoteliales, células monoliticas y epiteliales, algunos
carcinomas epiteliales, y muchos tumores sdélidos, que incluyen
pulmén, mama, ovario, vejiga urinaria, vy canceres de colon. El
antigenc CD40 también se expresa sobre células T activadas,
plaguetas activadas, células de musculo liso vascular inflamado,
eosin6filcs, membranas sinoviales en artritis reumatoide,
fibroblastos dérmicos, y otros .tipos de célula no linfoide.
Dependiend5 del tipo de célula gue expresa CD40, el ligamiento
puede inducir la adhesidén intercelular, la diferenciacién, la

activacidén y la proliferacidn.

Jd
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Por ejemplo, la unidén del CD40 a su ligando andlogo, CD40L
(también designado CDlSQ), estimula la proliferacidén vy la
diferenciacidén de célula B y en células de plasma, la produccién
de anticuerpo, el cambio de iso?ipo, y la generacidn de memoria
de célula B. Durante la difefenciacién de la célula B, el CD40 se
expresa sobre células pre-B pero se pierden luego de la
diferenciacién en las células de plasma. La expresidén del CD40
sobre los APC Jjuega un papel co-estimulatorio importante en la
activacién de estas células. Por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales anti-CD40 agonistas (mAbs) se han mostrado por
semejar los efectos de las células ayudantes T en la activacidn

de la célula B. Cuando se presenta sobre células adherentes que

expresan FcyRII, estos anticuerpos inducen 1la proliferacidn de
célula B (Banchereau et al. (1989) Science 251:70). Mas aun, los
mAbs anti-CD40 agonistas pueden reemplazar la senal auxiliar T
para la secrecidén de IgM, IgG,be IgE en ;a presencia de IL-4
(Gascan et al. (1991) J. Immunol. 147:8). Adicionalmente, los
mAbs anti-CD40 agonistas puedén evitar la muerte celular
programada (apoptédésis) de las células B aisladas de los nodos

linféaticos.

Estas y otras observaciones sostienen la teoria habitual de
que la interaccidén del CD40 y el CD40L juega un papel pivote en
la regulacién tanto de las respuestas inmune como humoral mediada
por célula. Estudios mé&s recientes han revelado un papel mucho
més amplio de la interaccién CD40/CD40L en diversos procesos

fisioldgicos y patoldgicos.
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Asi, el acoplamiento del CD40 mediante el CD40L y 1la
posterior activacién de la sefializacidén del CD40 son etapas
necesarias para las respuestas inmunes normales; sin embargo, la
désregulacién de la sefializacién CD40 puede conducir a
enfermedad. La senda de sefializacidn CD40 se ha mostrado que se
involucra en la enfermedad autoinmune (Ichikawa et al. (2002) J.
Immunol. 169:2781-2787 y Moore et al. (2002) J. Autoimmun.
19:139-145). Adicionalmente, la interaccidén CD40/CD40L juega un
papel importante en los procesos inflamatorios. Por ejemplo,
tanto el CD40 como el CD40L se sobre-expresan en lesiones de
aterosclerosis humana y experimental. La estimulacidn del CD40
induce la expresién de enzimas degradantes de matriz y expresidn
de factor de tejido en tipos de célula asociados a ateroma, tales
como las células endoteliales, las células de musculo liso, y los

macrdéfagos. Ademds, la estimulacién del CD40 induce la produccidn

~de citoquinas pro-inflamatorias tales como el IL-1, IL-6, e IL-8,

y las moléculas de adhesidn tales como el ICAM-1, la E—seleétina,
y VCAM. La inhibicién de la interaccién CD40/CD40L - evita la
atercogenia en modelos animales. En modelos de trasplante,
bloquear la interaccién del CD40/CD40L evita la inflamacidn. Se
ha mostrado gue la unidén del CD40/CD40L actua sinérgicamente con
el péptido beta amiloide del Alzheimer para promover la
activacién microglial, conduciendo asi a neuro-toxicidad. En
pacientes con artritis reumatoide (RA}, la expresidédn del CD40 se
incrementa sobre los condrocitos articulares, asi, la
sefilalizacidén del CD40 contribuye probablemente a la produccidn de
dafic de citoquinas y metaloproteinasas de matriz. Ver, Gotoh et

al. (2004) J. Rheumatol. 31:1506-1512.
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De manera similar, las células B malignas provenientes de
los tipos de tumor de linaje de la célula B expresan CD40 vy
parecen depender de la sefializacidén de CD40 para la supervivencia
y proliferacién. Las ceélulas itransformadas de pacientes con
linfomas de «célula B de bajo vy alto grado, la leucemia
linfobléastica aguda de célula B, el mieloma miltiple, la leucemia
linfocitica crénica, la Macroglobulinemia de Walsdenstrom, y la
enfermedad de Hodgkin expresan CD40. ©La expresidn del CD40
también se detecta en dos tercios de 1los casos de leucemia
mielobléstica aguda y el 50% de los linfomas relacionados con

SIDA.

Un nuimero de carcinomas y sarcomas también exhibe altos
niveles de expresidén de CD40, aunque el papel de la senalizacidn
del CD40 en relacidn con la expresidon del CD40 sobre estas
células cancerosas e€s menos biep entendido. Los carcinomas que
expresan CD40 incluyen el carcinoma de la vejiga urinaria (Paulie
et al. (1989) J. Immunol. 142:590-595; Braesch-Andersen et al.

(1889) J. Immunol. 142:562-567), carcinoma de mama (Hirano et al.

(1999) Blood 93:2999-3007; Wingett et al. (1998) Breast Cancer

Res. Treat. 50:27-36); cancer de préstata (Rokhlin et al. (1997)
Cancer Res. b57:1758-1768), carcinoma de célula renal (Kluth et
al. [(1997) Cancer Res. 57:891-899), carcinoma nasofaringeo no
diferenciade (UNPC) (Agathanggelcu et al. (1995) Am. J. Pathol.
147:1152-1160), carcincoma de célula escamosa (SCC} {(Amo et al.
(2000) Eur. J. Dermatol. 10:438-442; Posner et al. (1999) Clin,
Cancer Res. 5:2261-2270), carcinoma papilar de tiroides (Smith et
al. (1999) Thyroid. 9:748-755), melanoma maligno cutaneo (van den

Oord et al. (1996) Am. J. Pathol. 149:1953-1961), carcinoma
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y carcinoma del higado (ver, por ejemplo, Sugimoto et al. (1999)
Hepatology 30(4):920-26, discuten el carcinoma hepatocelular
humano) . Para los sarcomas que expresan (D40, ver, por ejemplo,
Lollini et al. (1898) Clin. Cancer Res. 4(8):1843-849, que

discuten el osteosarcoma humano y el sarcoma de Ewing.

Dados los |beneficios terapéuticos potenciales de los
anticuerpos antagonistas anti-CD40 en regular la sefalizacidn
CD40 mediada por CD40L en varios canceres vy enfermedades
autoinmunes/inflamatorias, Y los retos de formular estos
polipéptidos, son necesarias las composiciones farmacéuticas

estables que comprenden estos anticuerpos.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

Se suministran composiciones farmacéuticas liquidas estables
que comprenden un anticuerpo antagonista anti-CD40 como un
componente terapéutica o profilacticamente activo y métodos
gtiles en su preparacién. Estaé composiciones comprenden el
anticuerpo antagonista anti*CD40; un agente amortiguadeor para
mantener el pH de la composicidn entre aproximadamente pH 5.0 y
aproximadamente pH 7.0, y una canfidad de arginina-HCl suficiente
para hacer la composicién liquida casi iscoténica. En algunas
modalidades, el agente amortiguante es un amortiguador de
citrato/acido citrico, el anticuerpo antagonista anti-CD40 es el
anticuerpo antagonista anti-CD40. CHIR-12.12 o CHIR-5.9 o el
fragmento de unidén a antigeno de éste, la composicidén comprende

arginina-HCl como el agente isotonizante, y 1la composicién
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comprende ademds un .tenscactive no iénico y/o una metionina L
como agentes estabilizantes adicionales. Las composiciones
farmacéuticas que contienen el anticuerpo antagoniéta anti~CD40
ligquidas estables de la invencidén encuentran uso en métodos para
tratar enfermedades proliferativas y enfermedades gque tienen un

componente autoinmune y/o inflamatorio.
BREVE DESCRIPCION DE VARIAS VISTAS DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra el efecto de especies amortiguadoras
sobre la pureza de las formulaciones CHIR-12.12 mAb almacenadas a
25°C durante 3 meses o 5 meses medidas mediante analisis SEC-

HPLC.

La Figura 2 muestra el efecto de especies amortiguadoras
sobre la formacidén de agregade del CHIR-12.12 mAb dentro de
varias formulaciones de anticuerpc almacenadas a 25°C durante 3

meses O 5 meses, medidas mediante analisis SEC-HPLC.

La Figura 3 muestra el efecto de especies amortiguadoras
sobre 1la fragmentacidén del CHIR-12.12 mAb dentro de varias
formulaciones de anticuerpo almacenadas a 25°C durante 3 meses ©

5 meses, medidas mediante analisis SEC-HPLC.

La Figura 4 muestra el efecto de especies amortiguadoras

sobre la pureza de las formulaciones CHIR-12.12 mAb almacenadas a

40°C durante 3 meses o 5 meses medidas mediante analisis SEC-

HPLC.
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La Figura 5 muestra el efecto de especies amortiguadoras
schbre la formacidén de agregado del CHIR-12.12 mAb dentro de
varias formulaciones de anticuerpo almacenadas a 40°C durante 3

meses o 5 meses, medidas mediante andlisis SEC-HPLC.

La Figura 6 muestra el efecto de especies amortiguadoras

socbre la fragmentacién del CHIR-12.12 mAb dentro de wvarias
formulaciones de anticuerpo almacenadas a 40°C durante 3 meses ©

5 meses, medidas mediante andlisis SEC-HPLC.

La Figura 7 muestra los termogramas de calorimetria de
exploracidn diferencial bara el CHIR-12.12 mAb en las
fermulaciones que contienen NacCl o L-arginina-HCl como el agente

isoteonizante.

(=}

La Figura 8 muestra el % de la forma de mondémero del CHIR-
12.12 mAb restante en las formulaciones que contienen NaCl ¢ L-

arginina-HCl como el agente isotonizante cuando se almacena a

25°C durante 2, 4, o 6 meses, medido mediante SEC-HPLC,

La Figura 9 muestra el % de agregados de CHIR-12.12 mAb en
formulaciones que contienen NaCl o L- arginina-HCl como el agente
isotonizante cuando se almacena a 25°C durante 2, 4, o 6 meses,

medido mediante SEC-HPLC.

La Figura 10 muestra el % de fragmentos de CHIR-12.12 mAb en

formulaciones que contienen NaCl o L- arginina-HCl como el agente
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isotonizante cuando se almacena a 25°C durante 2, 4, o © meses,

medido mediante SEC-HPLC.

La Figura 11 muestra el % de la forma de mondémero del CHIR-
12.12 mAb restante en formulaciones que contienen NaCl o L-

arginina-HCl como el agente isotonizante cuando se almacena a

40°C durante 2 o 4 meses, medido mediante SEC-HPLC.

o]

La Figura 12 muestra el % de agregados para CHIR-12.12 mAb
en las formulaciones que contienen NaCl o L- arginina-HCl como el
agente isotonizante cuando se almacena a 40°C durante 2 o 4

meses, medido mediante SEC-HPLC.

La Figura 13 muestra el %-de fragmentos de CHIR-12.12 mAb en

formulaciones gue contienen NaCl ¢ L- arginina-HCl como el agente
isotonizante cuando se almacena a 40°C durante 2 o 4 meses,

medidec mediante SEC-HPLC.

La Figura 14 muestra el % de pureza de CHIR-12.12 mAb en
formulaciones que contienen NaCl o L- arginina-HCl como el agente
isotonizante cuando se almacena a 25°C durante 2, 4, o 6 meses,

medido mediante CIEX-HPLC.

La Figura 15 muestra el % de variantes &cidas del CHIR-12.12

mAb en formulaciones que contienen NaCl o L- arginina-HCl como el
agente isotonizante cuando se almacena a 25°C durante 2, 4, o 6

meses, medido mediante CIEX-HPLC.



10

15

20

25

- A

nno’
4 g

11

La Figura 16 muestra el % variantes basicas del CHIR-12.12

mAb en formulaciones que contienen NaCl o L- arginina-HCl como el

agente isotonizante cuando se almacena a 25°C durante 2, 4, o 6

meses, medido mediante CIEX-HPLC.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Las presentes invencioneé se describirédn ahora mas
completamente en lo sucesivo con referencia a los dibujos que las
acompafian, en los cuales algunos, pero no tocdas las modalidades
de las invenciones se muestran. De hecho, estas invenciones
pueden ser modalidades en muchas formas diferentes y no se deben
considerar como limitadas a las modalidades establecidas aqui;

/

por el contrario, estas modalidades se suministran con el fin de

que esta descripcidn satisfaga los requisitos legales aplicables.

Muchas modificaciones y otras modalidades de las invenciones
establecidas aqui vendran a la mente de un experto en la técnica
al cual pertenecen estas invenciones que tenga el beneficio de
las ensefianzas presentadas en las descripciones anteriores y los
dibujos asociados. Por lo tantoc, se debe entender gque las
invenciones no deben estar limitadas a las modalidades
especificas descritas y que las modificaciones y otras
modalidades pretenden estar incluidas dentro del alcance de las
reivindicaciones finales. Aungue se emplean términos especificos
aqui, ellos se utilizan en un sentido genérico y descriptivo

solamente y no con propédsitos de limitacidn.
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La presente invencién se dirige a composiciones
farmacéuticas liquidas estables que comprenden por lo menos un
anticuerpo antagonista anti-CD40 o wun fragmento de unidén a
antigeno de éste como un componente terapéutica o]
profildcticamente activo, y a los métodos udtiles para su
preparacién. Para los propdésitos de la presente invenciédn, el
término “liquido” con relacidn a las composiciones -0
formulaciones farmacéuticas pretende incluir el término “acuoso”.
Por ‘“componente terapéutica o; profiladcticamente activo” se
entiende el anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmentc de
unién a antigeno de éste que se incorpora especificamente en la
composiciédn para efectuar la respuesta terapéutica o profiléctica
deseada con relacidén al tratamiento, prevencidn, o diagndstico de
una enfermedad o condicién en un sujeto cuando la composicidn

farmacéutica se administra a ese sujeto.

Por “estables” se entiende que las composiciones
farmacéuticas de la invencidén suministren estabilidad fisica y/o
quimica del anticuerpo antagonista anti-CD40 o del fragmento de
unién a antigeno de éste. Esto es, el anticuerpc antagonista
anti-CD40 o el fragmento de wunidén a antigeno de éste
ésencialmente retiene su estabilidad fisica y/o0 guimica y tiene
la actividad bioldébgica deseada, es decir, una o mas de las
actividadés antagonistas definidas en cualquier otra parte aqui,
incluyendo, perc no se limita a: la inhibicién de la secrecidn de
inmunoglobulina mediante las c¢élulas B periféricas humanas
normales estimuladas por las células T; la inhibicidén de 1la
supervivencia vy/o proliferacidén de las células B periféricas

humanas normales estimuladas por las células T Jurkat; la
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inhibicién de la supervivencia y/o proliferacidén de las células B
periféricas humanas normales estimuladas por las células gue
expresan CD40L o el ligando CD40 soluble (sCD40L); la inhibicién
de las seflales intracelulares anti—apoptésicas de “supervivencia”
en cualquier célula estimulada por el sCD40L o el CD40L de fase
sélida; 1la dinhibicién de la transduccidén de la sefal CD@O en
cualquier célula luego del ligamiento con el sCD40L o el CD40L de
fase sdlida; la inhibicidén de proliferacidén de las células B
malignas humanas; supresidn, induccién a la anergia y/o
tolerancia a las células objetivo que 1llevan el CD40 o a los
ligandos analogos que llevan células al CD40 que incluyen, pero
no se limitan a, las células T y las células B; la induccidn de
la expansién o activacién de las células T regulatorias CD4*CD25"
(ver por ejemplo, rechazo de tejido especifico de aloaﬁtigeno
donador pro via de la interferencia de CD40-CD40L, wvan Maurik et
al. (2002) J. Immunol. 169:5401-5404); citotoxicidad por via de
cualquier mecanismo (incluyendo, peré no se limita a,
citotoxicidad mediada por célﬁla dependiente de anticuerpo
(ADCC), citotoxicidad dependiente de complemento (CDC), sub-
regulacién de proliferacidn, vy/o apoptésis en las células
objetivo); modulacién de 1la secrecién de la citcequina de 1la
célula objetivo y/o la expresién de la molécula de la superficie

de la célula; y combinaciones de ésta.

Los métodos para monitorear la estabilidad de la proteina se
conocen bien en la técnica. Ver, por ejemplo, Jones (1993 Adv.
Drug Delivery Rev. 10:29-90; Lee, ed. (1991) Peptide and Protein
Drug Delivery (Marcel Dekker, Inc., New York, New York); y los

ensayos de estabilidad descritos aqui adelante. En general, la
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estabilidad de la proteina se mide a una temperatura escogida
durante un periodo de tiempo ‘especifico. En las modalidades
preferidas, una composicién farmacéutica de anticuerpo estable
suministra la estabilidad del anticuerpo antagonista anti-CD40 o

el fragmento de unién a antigeno de éste cuando se almacena a
temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) durante por lo menos
1 mes, por lo menos 3 meses, d por lo menos 6 meses, y/o es
estable a aproximadamente 2-8°C durante por lo mencs 6 meses, por
lo menos 9 meses, por lo menos 12 meses, por lo menos 18 meses,

,

por lo mencs 24 meses.

Una proteina tal como un anticuerpo, cuando se formula en
una composicidén farmacéutica, 'se considera que retiene su
estabilidad fisica en un punto dado de tiempo si éste no muestra
signos visuales (es decir, 1la decoloracién o 1la pérdida de
claridad) .o los signos medibles (por ejempio, utilizar
cromatografia de exclusién de tamario (SEC) o dispersién de luz
UV) de precipitacidén, agregacidn, y/o desnaturalizacidén en esa
composicion farmacéutica. Con respecto a la estabilidad gquimica,
una proteina tal comc un anticuerpo, cuando se formula en una
composicion farmacéutica, se considera que retiene su estabilidad
quimica en un punto de tiempc dade si las mediciones de la
estabilidad gquimica son indicativas ﬁe que . esa proteina (es
decir, anticuerpo) retiene la actividad biolégica de interés en
esa composicién farmacéutica. Los métodos para monitorear los
cambios en la estabilidad quimica se conocen bien en la técnica e
incluyen, pero no se limitan a, métodos para detectar formas

gquimicamente alteradas de la proteina tal como el resultadeo de
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recorte, utilizando, por ejemplo, S$SDS-PATE, SEC, y/o ionizacidn
desorpcién lidser ayudada por mafriz/tiempo de espectrometria de
masa de vuelo; y degradaciédn asociada con los cambios en la carga
molecular (por ejemplo, asociada con la desamidacién) utilizando,
por ejemplo, cromatografia de intercambio de idén. Ver, por

ejemplo, los métodos descritos aqui adelante.

El anticuerpo antagonista anti-CD40 o e; fragmento de unién
a antigeno de éste, cuando se formula en una composicidn
farmacéutica, se considera que retiene una actividad bioldgica
deseada en un punto de tiempo dado si la actividad biocldgica
deseada en ese momento estd en aproximadamente 30%,
preferiblemente en aproximadamente 20% de la actividad bioldgica
deseada exhibida en el momento eﬁ que la composicién farmacéutica
se prepara segun se determina en un ensayo adecuado para la
actividad bioldgica deseada. Los ensayos para medir la actividad
bioldégica deseada de los anticuerpos antagonistas anti-CD40
descritos aqui, y los fragmentos de unién a antigeno de éstos, se
pueden desarrollar como se describidé en las solicitudes
provisionales tituladas “Antagonist Anti-CD40 Monoclonal
Antibodies and Methods for Their Use,” presentadas en noviembre
4, 2003, noviembre 26, 2003, vy aEril 27, 2004, y las Solicitudes
de Patente U.S. cedidas Nos. 60/517,337 (Referé&cia de Abogado

No. PP20107.001 (035784/258442)), 60/525,579‘ (Referencia de

Abogado PP20107.002 (035784/271525)), y 60/565,710 (Referencia de

Abogado No. PP20107.003 (035784/277214)), respectivamente; y la
Solicitud de Patente Internacional No. PCT/US2004/037152
{Referencia de Abogadc No. PP20107.004 (035784/282916)), también

titulada "“Antagonist Anti-CD40 Monoclonal Antibodies and Methods

7
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for Their Use,” presentada en noviembre 4, 2004, y publicada como
WO 2005/044854; cuyos contenidoé de cada uno se incorporan agqul
como referencia en su totalidad. Ver también los ensayos
descrites en la solicitud provisional titulada “Methods for
Diagnosis and Treatment of Proliferative Disorders Mediated by

rr

CD40 Signaling,” presentada en Diciembre 9, 2005, y la Solicitud
de Patente de los Estados ‘Unidos cedida No. 60/749,285
(Referencia de BAbogado No. PP028035.0002 (035784/304312)), y la
correspondiente Solicitud de Patente Internacional No.
PCT/US2006/019414 (Referencia Tde Abogado No. PP028035.0003
(035784/311611)), presentada en mayo 18, 2006, y publicada como
WO 2006/125143; y la solicitud pfovisional titulada “Methods for
Diagnosis and Treatment of Diseéses Having an Autoimmune and/or
Inflammatory Compeonent,” presentada en Diciembre 9, 2005, y la
Solicitud de éatente U.S5. cedida No. ©0/749,336 (Referencia de
Abogado No. PP028062.0002 (035784/304311)), y la correspondiente
Solicitud de Patente Internacional No. PCT/US2006/019325
(Referencia de Abogado No. PP028062.0003 (035784/311608) ),
presentada en mayo 18, 2006, y publicada comc WO 2006/125117;
cuyos contenidos dé cada una se incorporan aquil como referencia
en su totalidad. También ver los ensayos descritos en Schultze et
al. (1998} Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:8200-8204; Denton et al.
(1998) Pédiatr. Transplant. 2:6-15; Evans et al. (2000) J.
Immunol. 164:688-697; Noelle (1998) Agents Actions Suppl. 49:17-
22; Lederman et al. (19%6) Curr. Opin. Hematol. 3:77-86; Coligan
et al. (1991) Current Protoceols in Immunology 13:12; Kwekkeboom
et al. (1993) Immunology 79:439-444; y las Patentes U.S. Nos.

5,674,492 y 5,847,082; incorporadas aqul como referencia.
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El anticuerpc antagonista anti-CD40 o el fragmento de unidn
a antigeno de éste que se formula de acuerdo con los métodos de
la presente invencién se puedep, preparar utilizando cualquier
método conocido en 1la técnica, gque 1incluye aquellos métodos
descritos en cualquier otra parte aqui. En una modalidad, el
anticuerpo antagonista anti-CD40, por ejemplo, el anticuerpo
monoclonal CHIR-12.12 o CHIR-5.9, o el fragmento de unidn a
antigeno de éste se produce recombinantemente en wuna linea

celular CHO como se describe aqul adelante.

Luego de su preparacién y purificacién, el anticuerpo
antagonista anti-CD40 o el fragmento de unidén a antigeno de éste
se puede formular como una composicién farmacéutica liguida de la:
manera como se establece aqui. Donde el anticuerpo antagonista
anti-Cb40 o el fragmento de unién a antigeno de éste se va a
almacenar antes de su formulacidn, éste se puede congelar, por
ejemplo, a <-20°C, y luego se descongela a temperatura ambiente

para formulacidén adicional.

Las composiciones farmacéuticas liquidas de la invencidn
comprenden una cantidad terapéutica o profilacticamente efectiva
del anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmento de unidén a
antigeno de éste. La cantidad de anticuerpo o fragmengo de unién
a antigeno de éste presente en la formulacidén toma en
consideracién la ruta de administracién y el volumen de dosis

deseado.

De esta manera, las composiciones farmacéuticas liquidas de

la presente invencidén comprenden un anticuerpo antagonista anti-
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CD40, por ejemplo, el anticuerpo CHIR-12.12 o CHIR-5.9, o el
fragmento de unidén a antigeno de éstos en una concentracidn de
aproximadamente 0.1 mg/ml a aproximadamente 50.0 mg/ml,
aproximadamente 0.5 mg/ml a aproximadamente 40.0 mg/ml,
aproximadamente 1.0 mg/ml a aproximadamente 35.0 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,
aproximadamente 10.0 mg/ml a ‘aproximadamente 35.0 mg/ml, o
aproximadamente 15.0 mg/ml a aproximadamente 25.0 mg/ml. En

algunas modalidades, la composicidn farmacéutica ligquida

“comprende el anticuerpo antagonista anti-CD40 o el'fragmento de

unién a antigeno de éste a una concentracidon de aproximadamente
0.1 mg/ml a aproximadamente 5.0mg/ml, aproximadamente 5.0 mg/ml a

aproximadamente 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
aproximadamente 40.0 mg/ml, aproximadamente  40.0 mg/mi a

aproximadamente 45.0 mg/ml, o aproximadamente 45.0 mg/ml a
aproximadamente 50.0 mg/ml. En otras modalidades, la composiciédn
farmacéutica 'liquida comprende gl anticuerpo antagonista anti-
CD40 o el fragmento de uniég a antigeno de éste a una
concentracién de aproximadamente 15.0 mg/ml, aproximadamente 16.0
mg/ml, aproximadamente 17.0 mg/ml, aproximadamente 18.0 mg/ml,

aproximadamente 12.0 mg/ml, aproximadamente 20.0 mg/ml,

aproximadamente 21.0 mg/ml, aproximadamente 22.0 mg/ml,



10

15

20

25

Dn})
72

19
aproximadamente 23.0 mg/ml, aproximadamente 24.0 mg/ml,
aproximadamente 25.0 mg/ml, aproximadamente 26.0 mg/ml,
aproximadamente 27.0 mg/ml,  aproximadamente 28.0 mg/ml,
aproximadamente 29.0 mg/ml, . aproximadamente 30.0 mg/ml,
aproximadamente 31.0 mg/ml, aproximadamente 32.0 mg/ml,
aproximadamente 33.0 mg/ml, éproximadamente 34.0 mg/ml, o

aproximadamente 35.0 mg/ml.

De acuerdo con la presente invencidn, el anticuerpo
antagonista anti-CD40, por ejemplo, el anticuerpo monoclonal
CHIR-12.12 o CHIR-5.9 descrito aqul adelante, o el fragmento de
unién a antigeno de éste, se formula con un amortiguador que
mantiene el pH de la composicidén farmacéutica en el range de
aproximadamente un pH 5.0 a aproximadamente un pH 7.0, y una
cantidad de arginina en su forma &cida, denominada aqui como
arginina-HCl, suficiente para hacer la composicidén
aproximadamente isotdnica. Por “aproximadamente isotdnica” se
entiende que la formulacidn aéuosa tenga una osmolalidad de
aproximadamente 240 mmol/kg a aproximadamente 360 mmol/kg,
preferiblemente aproximadamente 240 a aproximadamente 340
mmol/ kg, mas preferiblemente aproximadamente 250 a
aproximadamente 330 mmol/kg, aun mas preferiblemente
aproximadamente 260 a aproximadamente 320 mmol/kg, todavia mas
preferiblemente aproximadamente 270 a aproximadamente 310
mmol/kg. En algunas modalidade$, la composiéién farmacéutica
liquida tiene una osmolalidad de aproximadamente 295 mmol/kg. Los
métodos para determinar la 1sotonicidad de una solucidn se.

conocen por aquellos expertos en la técnica. Ver, por ejemplo,

Setnikar et al. (1959) J. Am. Pharm. Assoc. 48:628.
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La arginina-HC1 no solamente sirve ccomo un agente
isotonizante, sino también sirve para estabilizar el anticuerpo.
contra los cambios conformacionales, la formacidn de agregado, la
fragmentacidén, y/o la desamidacidédn durante el almacenamiento de
las composiciones farmacéuticas ligquidas de 1la invencidn. Por
“durante el almacenamientc” se entiende una composicidén o©
formulacién farmacéutica liquida que una vez preparada, no se
administra inmediatamente a un sujeto. Por el contrario, luego de

la preparacidén, ésta se empaca para almacenamiento, en una forma
liquida, en un estado congelado, o en una forma seca para
reconstitucién posterior en una forma 1liquida u otra forma
adecuada para la administracidén a un sujeto. Por “forma seca” se
entiende que la composicidén o formulacidén farmacéutica liquida se
seca por secado por congelamienté (es decir, liofilizaciép; ver,
por ejemplo, Williams y Polli (1984) J. Parenteral Sci. Tchnol.
38:48-59), secado por rociado (ver Masters (1991) en Spray-Drying
Handbook (5th ed; Longman Scientific and Technical, Essez, U.K.),
pp. 491-676; Broadhead et al. i1992) Drug Devel. Ind. Pharm.
18:1169-1206; y Mumenthaler et al. (1994) Pharm. Res. 11:12-20),
o secado por aire (Carpenter y Crowe (1988) Cryobiology 25:459-
470; y Roser (1991) Biopharm. 4:47-53) . Los cambios
conformacionales, la formacién de agregado, fragmentacidn, vy/o
desamidacién de un anticuerpo durante el almacenamiento de una
composicién farmacéutica liquida puede afectar adversamente la
actividad bioldgica _del anticuerpo, dando como resultado 1la
pérdida de eficacia terapéutica de la comppsicién farmacéutica.
Adicionalmente, la formacidén de agregado puede originar otros

problemas tales como el bloqueo de tuberia, membranas, o© bombas
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cuando la composicidén farmacéutica que contiene el anticuerpo se

administra utilizando un sistema de infusién.

Cualguier estereoisdmero (es decir, el isdémero 1L, D, o DL)
de arginina, o combinaciones de estos estereocisdOmeros, puede
estar ©presentes en las composiciones farmacéuticas de la
invencidén mientras esté presente la arginina en su forma acida,
es decir, arginina-HCL. Preferiblemente se utiliza el
estereoisémero L. Las composiciones de la invencidén también se
pueden formular con los andlogos de este amino acido. Por
“anadlogo de amino Acido” se entiende un derivado del aminoc &acido
de ocurrencia natural que realizé el efecto deseado de hacer la
composicidébn aproximadamente isotdnica asi como también disminuir
la formacién de agregado, fragmentacién, y/o desamidacidén del
polipéptido durante el almaceﬁamiento de las composiciones
farmacéuticas liguidas de la invencidn. Los andlogos de arginina
adecuados incluyen, por ejemplo, aaminoguanidina y N-monietil L-

arginina. Como con la arginina, los analogos de amino acido se

incorpeoran en las composiciones en su forma acida.

La concentracidén de arginina—HCl en la composicidn
farmacéutica dependerd de la contribucidén de otros compconentes a
la tonicidad. En algunas modalidades, la concentracién de
arginina-HCl es de aproximadamente 50 mM a aproximadamente 300
mM, aproximadamente 50 nM 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,
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aproximadamente 100 mM a aproximadamente 175 mM, aproximadamente
100 mM a aproximadamente 200 ;mM, aproximadamente 100 mM a
aproximadamenfe 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 mM a aproximadamente 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 concentracidén de arginina-HCl es de

aproximadamente 125 mM, aproximadamente 150 mM, o© aproximadamente

175 mM.

El pH de una composicién farmacéutica liquida que contiene
el anticuerpo afecta la estabilidad del anticuerpo contenido en
éste, principalmente a través de éste afecta la formacidén de
agregado de polipéptido. Asi la cantidad del agente amortiguador
presente en las composiciones farmacéuticas de la invencidn
variard dependiendo del pH Oéptimo para la estabilidad de un
anticuerpo antagonista anti-CD40 particular de interés. La
determinacién de este pH oOptimo se puede logar utilizando 1los
métodos generalmente disponibles en la técnica, incluyendo, por
ejemplo, Calorimetria de Exploracién Diferencial (DSC), que
evaluia la estabilidad conformacional; el SDS-PAGE % la
cromatografia de exclusidén de tamafio (SEC-HPLC), que evalua la
agregacién y la fragmentacién} y el anadlisis de HPLC de
Intercambio de Catidén (CIEX-HPLC), que evallla la degradacidn
relacionada con el cambio de carga. El pH preferido para las
composiciones farmacéuticas liquidas de 1la invencién es de

aproximadamente pH 5.0, 5.1, 5.2, 5.3, 5.4, 5.5, 5.6, 5.7, 5.8,
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5.9, 6.0, 6.1, 6.2, 6.3, 6.4, 6.5, 6.6, 6.7, 6.8, 6.9, 7.0, vy
otros valores dentro del rango de aproximadamente pH 5.0 a
aproximadamente pH 7.0. En aigunas modalidades, el agente
amortiguador mantiene el pH de lé comp;sicién farmacéutica en el
rango de aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente pH 6.5,
aproximadamente pH 5.0 a aproximédamente pH 6.0, aproximadamente
pH 5.0 a aproximadamente pH 5.5, aproximadamente pH 5.5 a

aproximadamente 7.0, aproximadamente pH 5.5 a aproximadamente pH

6.5, o aproximadamente pH 5.5 a aproximadamente pH 6.0.

Cualgquier agente amortiguadér adecuado que mantiene el pH
del la composicién farmacéutica liquida de anticuerpo antagonista
anti-CD40 en el rango de aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente
pH 7.0 se puede utilizar en la formulacidn, en tantc gque la
estabilidad fisicoquimica y la actividad bioldgica deseada del
anticuerpo se retenga como se anota aqui adelante. Los agentes
amortiguantes adecuados incluyen, pero no se limitan a, acidos y
sales convencionales de éstos, donde el contra ién puede ser, por
ejemplo, sodic, potasio, amonio, calcio o magnesio. Ejemplos de
acidos y sales coﬁvencionales de éstos que se pueden utilizar
para amortiguar la composicidén farmacéutica liquida incluyen,
pero no se limitan a, &cido citrico o citrato, acido succinico ©
succinato, &cido acético o acetato, acido tartarico o tartrato,
acido fosférico o fosfato, &cido glucénico o gluceonato, acido
glutédmico o glutamato, Acido aspartico o aspartato, &cido maléico
o maleato, y acido malico o amortiguadores de malato. Se reconcce
que el agente amortiguador puede ser una mezcla del écido y la
forma de sal del acido, por ejemplc, una mezcla de acido citrico

y citrato (denominada aqui como un amortiguador de citrato/acido
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citrico), una mezcla de &cido succinico y succinato (denominada
aqui como un amortiguador de succinato/acido succinico), una

mezcla de &cido acético y acetato (denominada aqui como un
amortiguador de acetato/dcido acético), y similares para cada uno

de los pares de acido/sales de acido anteriores. La concentracién
del agente amortiguante puede sér desde aproximadamente 1 mM a
aproximadamente 50 mM, incluyendo aproximadamente 1 mM, 2 mM, 5
m, 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 aproximadamente 50 mM. En algunas
modalidades, la concentracidn dél agente amortiguante es desde
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, u otros de tales wvalores en el rango

desde aproximadamente 5 mM a aproximadamente 15 mM.

En aigunas modalidades de. la invencidén, la composicidn
farmacéutica ligquida comprende ' la concentracidén deseada (es
decir, aproximadamente 0.1 mg/ml a aproximadamente 50.0 mg/ml
comc se anotdé anteriormente) de un anticuerpo antagonista anti-
CD40 descritc en cualquier parte aqui, por ejemplo, el anticuerpo
monoclonal CHIR-12.12 o CHIR-5.9, o el fragmento de unidén a
antigeno de éste, una cantidad de arginina-HCl para hacer la
composicién aproximadamente isotdnica, y un agente amortiguador
gue es un amortiguador de citrato/écido citrico, donde 1la
concentracién del agente amortiquante es tal que el agente
amortiguante mantiene el pH de la composicidn farmacéutica en el

rango de aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente pH 7.0,
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preferiblemente aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente pH 6.5,
incluyendo aproximadamente pH 5.0, 5.5, 6.0 y 6.5. Por “citrato”
se entiende un amortiguador qu comprende una sal de acido
citrico. En una modalidad preferida, el contra 1ién citrato es el
catién de sodio, y asi el componente amortiguador de citrato es
citrato de sodio. Sin embargo, cualquier catidn se espera qué sea
efectivo. Otros cationes de citrato posibles incluyen, pero, no se
limitan a, potasio, amonio, calcio, y magnesio. Como se anotd
anteriormente, un amortiguador de citrato/dcido citrico comprende
una mezcla de &cido (es decir, &cido citrico) y la forma de sal
del acido (es decir, citrato), donde el contra idén en la forma de
sal del A&cido puede ser cualquier catién adecuado. En una de
tales modalidades, el contra ién para la forma de sal del acido
es el catidén de sodio, y de esta manera el agente amortiguador
comprende una mezcla de acido citrico y de citrato de sodio. Como
se anotdé anteriormente, la concentracidén del amortiguador de
citrato/adcido citrico puede ser de 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, 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 del amecrtiguador de citrate/acido
citrico es desde aproximadaménte 5 mM a aproximadamente 15 mM,
incluyendo aproximadamente 5 mM, 6 mM, 7 mM, 8 mM, S mM, 10 mM,

11 mM, 12 mM, 13 mM, 14 mM, o aproximadamente 15 mM.

En otras modalidades, la composicién farmacéutica liguida

1

comprende un anticuerpo antagonista anti-CD40 tal ccmo un

anticuerpo mcnoclonal CHIR-12.12 o CHIR-5.9, o un fragmento de
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unidén a antigeno de éste, a una Eoncentracién de aproximadamente
0.1 mg/ml a aproximadamente 50.0 mg/ml, aproximadamente 5.0 mg/ml
a aproximadamente 35.0 mg/ml, 'aproximadamente 10.0 mg/ml a
aproximadamente 35.0 mg/ml, o japroximadamente 10.0 mg/ml a
aproximadamente 20.0 mg/ml; una: cantidad de arginina-HCl para
hacer la composicidédn aproximadamente isotdnica; y el agente
amortiguador es un amortiguador de citrato/adcido citrico en una
concentracisén de aproximadamente‘l mM a aproximadamente 20 mM,
aproximadamente 5 mM a aproximadamente 15 mM, preferiblemente
aproximadamente 10 mM. En alin otras modalidades, la compocsicidn
farmacéutica 1liquida comprende un anticuerpo antagonista anti-
CD40 tal como un anticuerpo mondclonal CHIR-12.12 o CHIR-5.9, o
un fragmento de unidén a antigenc de éste, a una concentracidn de
aproximadamente 0.1 mg/ml a aproximadamente 50.0 mg/ml,
aproximadamente 5.0 mg/ml a ' aproximadamente 35.0 mg/ml,
aproximadamente 10.0 mg/ml a éproximadamente 35.0 mg/ml, o
aproximadamente 10.0 mg/ml a aproximadamente 20.0 mg/ml; una
cantidad de arginina-HC1 para hacer la compesicidn
aproximadamente isctdénica; y el agente amortiguador es un
amortiguador de citrato de ‘ sodio/acido citrico a una
concentracién de aproximadamente- 1 mM a aproximadamente 20 mM,

aproximadamente 5 mM a aproximadamente 15 mM, preferiblemente

aproximadamente 10 mM.

En algunas modalidades | preferidas, la composicién
farmacéutica liquida comprende un anticuerpo antagonista anti-
CD40, por ejemplo, el anticuerpo monoclonal CHIR-12.12 o CHIR-
5.9, o un fragmento de unidén a antigeno de éste; un agente

amortiguador para mantener el pH de la composicidén farmacéutica
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dentro del rango de aproximadamehte pH 5.0 a aproximadamente pH
7.0; y la concentracidn de arginihé—HCl es aproximadamente 100 mM
a aproximadamente 200 mM. En aiqunas de estas modalidédes, el
agente amortiguador es amortiguador de citrato de sodio/4cido
citrico a una concentracién ' de aproximadamente 5 mM a
aproximadamente 15 mM, la coﬁposicién farmacéutica liquida
comprende el anticuerpo antagonista anti-CD40, por ejemplo, el
anticuerpo monoclonal CHIR—12.12.0 CHIR-5.9, o el fragmento de
unién a antigeno de éste, y la composicidén farmacéutica tiene un
pH de aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente pH 7.0 a
aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente pH 6.5, o
aproximadamente pH 5.5 a aproximadamente pH 6.0. En otras
modalidades, la composicién farmacéutica‘ ligquida comprende el
anticuerpo antagonista anti-CD40, por ejemplo, el anticuerpo
monoclonal CHIR-12.12 o CHIR-5.9, o© un fragmento de unidén a
antigenc de éste, a una concentracidén de aproximadamente 0.1
mg/ml a aproximadamente 50.0 mg/ml, aproximadamente 5.0 mg/ml a
aproximadamente 35.0 mg/ml, © aproximadamente 10.0 mg/ml a
aproximadamente 35.0 mg/ml, incluyendo aproximadamente 10.0
mg/ml, aproximadamente 15.0 mg/ml, aproximadamente 20.0 mg/ml,
aproximadamente 25.0 mg/ml, aproximadamente  30.0 mg/ml, o
aproximadamente 35.0 mg/ml; aproximadamente 150 mM de arginina-
HCl; y el agente amortiguador es aproximadamente 10 mM de
amortiguador de citrato de godio/écido citrico; donde 1la

formulacién tiene un pH de aproximadamente pH 5.5

La degradacién de la proteina debido al congelamiento
descongelamiento o al corte mecénico durante el procesamiento de

las formulaciones farmacéuticas liquidas de la presente invencidn
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se puede inhibir mediante la incorporacién de tensocactivos en la
formulacién con el fin de disminuir la tensién superficial en la
interfaz soclucidn-aire. Asi, en algunas modalidades, la
composicién farmacéutica liquida comprende un anticuerpo
antagonista anti-CD40, por ejemplo, el anticuerpc monoclonal
CHIR-12.12 o CHIR-5.9, o un fragmento de unidén a antigeno de
éste; un agente amortiguador para mantener el pH de 1la
composiciodn farmacéutica dentro del rango de aproximadamente pH
5.0 a aproximadamente pH 7.0; una cantidad de arginina-HCl para

hacer la composicidén farmacéutica liquida aproximadamente
isctdnica; y ademéas comprendg un  tensoactivo. En otras
modalidades, la composicidén farmacéutica liquida comprende un
anticuerpo antagonista anti—CD4é, por ejemplo, el anticuerpo
monoclonal CHIR-12.12 o CHIR~5.9, o un fragmento de unidén a
antigenc de éste; un agente amortiguador para mantener el pH de
la composicién farmacéutica dentro del rango de aproximadamente
pH 5.0 a aproximadamente pH 7.0; aréinina—HCl a una concentraciodn

de aproximadamente 50 mM a aproximadamente 300 mM, 0

aproximadamente 100 mM a aproximadamente 200 mM; vy ademas

comprende un tensoactivo.

Los tensocactivos tipicos empleados son tensoactivos no
ionicos, que incluyen ésteres de polioxietileno sorbitol tal como
polisorbato 80 (Tween 80) y polisorbato 20 (Tween 20); ésteres de
polioxipropileno-polioxietileno tal come Pluronic Fé68; alcoholes
de polioxietileno tal como Brij 35; simeticona; polietilenglicol
tal como PEG400; lisofosfatidilcolina; vy polioxietileno-p-t-
octilfenol tal como Triton X-100. La estabilizacidn clasica de

los farmacéuticeos mediante tensocactivos o emulsificadores se
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describe por ejemplc, en Levine et al. (1991) J. Parenteral Scir
Technol. 45(3):160-165, incorporada aqui como referencia. Un
tensoactivo preferido empleado en la practica de la presente
invencién es el polisorbato 20 o el polisorbato 80. Donde se
incluye un tensocactivo, éste se agrega tipicamente en una
cantidad desde aproximadamente 0.001% a aproximadamente 1.0%,
aproximadamente 0.001% a aproximadamente 0.5%, aproximadamente
0.001% a aproximadamente 0.4%, aproximadamente 0.001% a
aproximadamente 0.3%, aproximada@ente 0.001% a aproximadamente

0.2%, aprbximadamente 0.005% a aproximadamente 0.5%,

aproximadamente 0.005% a aproximadamente 0.2%, aproximadamente

0.01

e

a aproximadamente 0.5%, aproximadamente 0.01% a

aproximadamente 0.2%, aproximadamente 0.03% a aproximadamente

ow

0.5%, aproximadamente 0.03% a aproximadamente 0.3%,

aproximadamente 0.05% a aproximadamente 0.5%, o aproximadamente
0.05% a aproximadamente 0.2%, donde los porcentajes estén sobre

una base de peso/volumen (p/v).

Asi, en algunas modalidades, la composicién farmacéutica
ligquida comprende un anticuerpo antagonista anti-CD40, por
ejemplo, el anticuerpo monoclonal CHIR-12.12 o CHIR-5.9, o un
fragmento de unién a antigeno de éste; el agente amortiguante es
un amortiguador de citrato/acido citrico, por ejemplo, un
amortiguador de ~ citrato de  sodio/acido citrico, a una
concentracién de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 50 mM,
aproximadamente 5 mM a aproximadamente 25 mM, o aproximadamente 5
mM a aproximadamente 15 mM; la compcsicidén tiene un pH de
aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente pH 7.0, aproximadamente

pH 5.0 a aproximadamente pH 6.5, o aproximadamente pH 5.5 a
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aproximadamente pH 6.0; la arginina-HCl estd presente a una
concentracioéon de aproximadamente 50 mM a aproximadamente 300 mM,
aproximadamente 100 mM a 'aproximadamente 200 mM, o]
aproximadamente 50 mM a aproximadamente 150 mM; y la composicidn
farmacéutica comprende ademds 'un tenscactivo, por ejemplo,
polisorbato 20, en una cantidad desde aproximadamente 0.001% a
aproximadamente 1.0% (p/v) b aproximadamente 0.001% a
aproximadamente 0.5% (p/v). En otras modalidades, la composicidn
farmacéutica liguida comprende un anticuerpo antagonista anti-
CD40, por ejemploc, el anticuerpo monoclonal CHIR-12.12 o CHIR-
5.9, o un fragmento de unién a antigeno de éste, a una
concentracién de aproximadamente 0.1 mg/ml a aproximadamente 50.0
mg/ml, aproximadamente 5.0 mg/ml a aproximadamente 35.0 mg/ml, ©
aproximadamente 10.0 mg/ml a aproximadamente 35.0 mg/ml, que
incluyen aproximadamente 10.0 mg/ml, aproximadamente 15.0 mg/ml,
aproximadamente 20.0 mg/ml,  aproximadamente 25.0 mg/ml,
aproximadamente 30.0 mg/ml, o aproximadamente 35.0 rmg/ml;
aproximadamente 50 mM a aproximadamente 200 mM de arginina-HC1,
incluyendo aproximadamente 150 ﬁM de arginina-HCl; el agente
amortiguante es amortiguador de éitrato de sodio/acido citrico a
una concentracidén de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 20
mM, incluyendo  aproximadamente 10 mM; y la composicidn
farmacéutica opcionalmente comprende un tensocactive, por ejemplo,
polisorbato 20, en una cantidad desde aproximadamente 0.001% a

aproximadamente 1.0% (p/v), inclﬁyendo aproximadamente 0.001% a

aproximadamente 0.5% (p/v), aproximadamente 0.01% a
aproximadamente 0.25% (p/v), aproximadamente 0.025% a
aproximadamente 0.2% (p/v), aproximadamente 0.025% a

aproximadamente 0.1% (p/v), o} aproximadamente 0.05% a
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aproximadamente 0.2% (p/v); donde la composicién farmaceutica
liquida tiene un pH de aproximadémente pH 5.0 a aproximadamente
pH 7.0, aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente pH 6.0,
aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente pH 5.5, aproximadamente

pH 5.5 a aproximadamente pH 6.5, aproximadamente pH 5.5 a

aproximadamente pH 6.0, o aproximadamente pH 5.5.

La composicidn farmacéutica liquida puede estar
esencialmente libre de cualquier conservante y otros portadores,
excipientes, o estabilizadores. Alternativamente, la composicidn
farmacéutica puede incluir opcionalmente uno o mé&s conservantes,
por ejemplo, agente antibacterianos, portadores farmacéuticamente
aceptables, excipientes, o estabilizadores descritos en cualquier
otra parte aqui siempre y cuando ellos no afecten adversamente la
estabilidad fisicoquimica del anticuerpo anti-CD40 o del
fragmento de unidén a antigeno de éste. Ejemplos de portadores,
excipientes, y estabilizadores aceptables incluyen, pero no se
limitan a, agentes amortiguantes adicionales, co-disolventes,
tensocactivos, antioxidantes que incluyen 4&cido ascérbico vy
metionina, agentes quelantes tales como EDTA, complejos de metal
(por ejemplo, complejos de proteina Zn), y polimercs
biocodegradables tales como poliésteres. Una discusidén completa de
la formulacidn y seleccidn de los portadores, estabilizadores, e
isomolitos farmacéuticamente acgptables se puede encontrar en
Remington’s Pharmaceutical Sciences (18" ed.; Mack Publishing
Company, Eaton, Pennsylvania, 1990), incorporada aqui como

referencia.
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Asi, en una modalidad, las composiciones farmacéuticas
liquidas que contienen el anticuerpo antagonista anti-CD40 de la
invencién comprenden ademas el amino acido metionina para inhibir
la oxidacidn de.los residucos de aminc &cido oxidables dentro de
las cadenas de polipéptide de anticuerpo. Por “inhibir” se
entiende la acumulacién minima de especies oxidadas durante el
tiempo. Inhibir la oxidacién da como resultado la mayor retencidn
del anticuerpo antagonista anti—CD4O en su forma molecular
adecuada. Se puede utilizar cualquier estereoisdmero de metionina
(el isémero L, D, o DL) o combinaciones de éstos. La cantidad que
se va a agregar debe ser una cantidad suficiente para inhibir la
oxidacién de los residuos de amino &cido oxidables de tal forma
que la cantidad de las especies oxidadas es aceptable a las
agencias regulatorias. Tipicamente, esto significa que la
composicidn contiene no mas . de aproximadamente 10% a
aproximadamente 30% de productos de oxidacidédn. En general, esto
se puede lograr al agregar metionina de tal forma que la
proporcién de la metionina agregada a los residuos de metionina
varia desde aproximadamente 1:1‘ a aproximadamente 1000:1, méas

preferiblemente 10:1 a aproximadamente 100:1.

La cantidad preferida de metionina que se va a agregar se
puede determinar facilmente de manera empirica al preparar la
composicidén que comprende el anticuerpo antagonista anti-CD40 de
interés, o el fragmento de unién a antigeno de éste, con
concentraciones diferentes de metionina y determinar el efecto
relativo sobre la formacién ; de especies oxidativas del
polipéptido utilizando, por ejemplo, separacién cromatografica de

las especies moleculares y la identificacidén wutilizando los
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estandares de peso molecular de polipéptido, tal como RP-HPLC, o©
la cromatografia de interaccién hidréfoba (HIC) como se describe
adelante en el Ejemplo 1. Esa Iconcentracién. de metionina que
maximiza la inhibicién de la oxidacidén de los residuos de amino
Acido oxidables, sin tener efectos adversos sobre la inhibicidn
relacionada con el amino acido de la agregacién de anticuerpo,
representaria una cantidad preferida de metionina que se va a

agregar a la composicién para mejorar adicionalmente la

estabilidad del anticuerpo.

Asi, en algunas modalidades de la invencién, la composicidn
farmacéutica liquida comprende un anticuerpo antagonista anti-
CD40, por ejemplo, el anticuerpo monoclonal CHIR-12.12 o CHIR-
5.9, o un fragmento de unidn a antigeno de éste; el agente
amortiguante es un amortiguader de citrato/acido citriceo, por

ejemplo, un amortiguador de citrato de sodio/acidc citrico, a una

" concentracién de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 50 mM,

aproximadamente 5 mM a aproximadamente 25 mM, o aproximadamente 5
mM a aproximadamente 15 mM; la cémposicién farmacéutica tiene un
pH de aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente pH 7.0,
aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente pH 6.5, o
aproximadamente pH 5.5 a aproximadamente pH 6.0; la arginina-HCl
estd presente a una concentracién de aproximadamente 530 mM a
aproximadamente 300 mM, aproximadamente 100 mM a aproximadamente
200 mM, o aproximadamente 50 mM a aproximadamente 150 mM; un
tenscactivo esta presente, por ejemplo, polisorbato 20 o
polisorbato 80, en una cantidad desde aproximadamente 0.001% a
aproximadamente 1.0% (p/v), o) aproximadamente 0.001% a

aproximadamente (0.5% (p/v); y la composicidén farmacéutica
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comprende ademas metionina en una concentracién de
aproximadamente 0.5 mM a aproximadamente 20.0 mM, aproximadamente
0.5 mM a aproximadamente 10.0 mM, aproximadamente 1.0 mM a
aproximadamente 20.0 mM, aproximadamente 1.0 mM a aproximadamente
10.0 mM, aproximadamente 1.0 mM a aproximadameﬁte 7.0 mM,
aproximadamente 2.0 miM a ‘aproximadamente 6.0 mM, o
aproximadamente 2.5 mM a aproximadamente 5.0 mM. En otras
modalidades, la composicidén farmacéutica liquida comprende un
anticuerpo antagonista anti-CD40, por ejemplo, el anticuerpo
monoclonal CHIR-12.12 o CHIR-5.9, o un fragmentc de unidn a
antigeno de éste, a una concentracidén de aproximadamente 0.1
mg/ml a aproximadamente 50.0 mg/ml, aproximadamente 5.0 mg/ml a
aproximadamente 35.0 mg/ml, o aproximadamente 10.0 mg/ml a
aproximadamente 35.0 mg/ml, ihcluyendo aproximadamente 10.0
mg/ml, aproximadamente 15.0 mg/ml, aproximadamente 20.0 mg/ml,
aproximadamente 25.0 mg/ml, aproximadamente 30.0 mg/ml, o
aproximadamente 35.0 mg/ml; ' aproximadamente 50 mM a
aproximadamente 200 mM de arginina-HCI1, incluyendo
aproximadamente 150 mM de arginina-HCl; el amortiguador de
citrato de sodio/acido | citrico a una concentracidén de
aproximadamente 5 mM a aproximadamente 20 mM, incluyendo
éproximadamente 10 mM; opcionalmente un tensoactive, por ejemplo,
pclisorbato 20, en una cantidad desde aproximadamente 0.001% a

aproximadamente 1.0% (p/v), incluyendc aproximadamente 0.001% a

aproximadamente 0.5% (p/v), aproximadamente 0.01% a
aproximadamente 0.25% (p/v),' aproximadamente 0.025% a
aproximadamente 0.2% (p/v), aproximadamente 0.025% a
aproximadamente 0.1% (p/v), 0 aproximadamente_ 0.05% a

aproximadamente 0.2% (p/v); vy opclonalmente metionina, por
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ejemplo, en una concentracién de aproximadamente 0.5 mM a
aproximadamente 10.0 mM, aproximadamente 1.0 mM a aproximadamente
7.0 mM, aproximadamente 2.0 mM a aproximadamente 6.0 mM, o
aproximadamente 2.5 mM a aproximadamente 5.0 mM, incluyendo
aproximadamente 2.0 mM, aproximadamente 2.5 mM, aproximadamente
3.0 mM, aproximadamente 3.5 mM, aproximadamente 4.0 mM,
aproximadamente 4.5 mM, aproximadémente 5.0 mM, o aproximadamente
5.5 mM; donde la composicidén farmacéutica liquida tiene un pH de
aproximadamente pH 5.0 a aproximédamente pH 7.0, aproximadamente
pH 5.0 a aproximadamente pH 6.0, aproximadamente pH 5.0 a
aproximadamente pH 5.5, aproximadamente pH 5.5 a aproximadamente
pH 6.5, aproximadamente pH 5.5 a aproximadamente pH 6.0, o

aproximadamente pH 5.5. ‘

En atn otras modalidades, la composicién farmacéutica
liquida comprende el anticuerpo monoclonal CHIR-12.12 o CHIR-5.9,
o un fragmento de unidén a antigeno de éste, a una concentracidn
de aproximadamente 0.1 mg/ml a aproximadamente 50.0 mg/ml,
aproximadamente 5.0 mg/ml a aproximadamente 35.0 mg/ml, o
aproximadamente 10.0 mg/ml a aproximadamente 35.0 mg/ml,
incluyendo aproximadamente 10.Q mg/ml, aproximadameﬁte 15.0
mg/ml, aproximadamente 20.0 mg/ml, aproximadamente 25.0 mg/ml,
aproximadamente 30.0 mg/ml, o: aproximadaMente 35.0 mg/ml;
aproximadamente 100 mM a aproximadamente 200 mM de arginina-HC1,
incluyendo aproximadamente 150 mM de arginina-HCl; amortiguader
de citrato de sodio/éacido cifrico a una concentracién de
aproximadamente 5 mM a aprogimadamente 20 mM, incluyendo

aproximadamente 10 mM; opcionalmente un tensoactivo, por ejemplo,

polisorbato 20, en una cantidad. desde aproximadamente 0.025% a
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aproximadamente 0.1 % (p/v); y opcionalmente metionina, por
ejemplo, a wuna concentracién de aproximadamente 2.0 mM a
aproximadamente 5.5 mM, incluyendo aproximadamente 5.0 mM; donde
la composicién farmacéutica liquida tiene un pH de
aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente pH 6.0, incluyendo

aproximadamente pH 5.5.

Ademds de aguellos agentes descritos anteriormente, otros
agentes - estabilizantes, tales como albumina, acido
etilenodiaminatetracético (EDTA) .0 una de sus sales tales como
EDTA de disodio, se pueden opcionalmente agregar para mejorar
adicionalmente la estabilidad de las composiciones farmacéuticas
liqu‘idas. Donde es deseable, la cantidad de albumina se puede
agregar a concentraciones de aproximadamente 1.0% p/v o menos. El
EDTA actua comoc un absorbedor. de iones de metal conocidos por
catalizar muchas reacciones de oxidacién, suministrando asi un
agente estabilizante adicional. Donde es deseable, la cantidad de
EDTA se puede agregar a concentraciones de aproximadamente 0.1 a
aproximadamente 5.0 mM.

‘

Donde es deseable, los azucares o los alcoholes de azucar
también se pueden incluir en las composiciones farmacéuticas que
contienen anticuerpo antagonista anti-CD40 liquidas estabilizadas
de la presente invencidn. Se.puede utilizar cualquier azucar tal
como mono, di, o© polisacaridos, o glucancs solubles en agua,
incluyendo por ejemplo fructosa, glucosa, manosa, sorbosa,
xilosa, maltosa, lactosa, sacarosa, dextrano, pululan, dextrina,
ciclodextrina, almiddén soluble, almiddn hidroxietilo y

carboximetilcelulosa-Na. La sacarosa es el aditivo de azlcar méas
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preferido. El alcohcl de azucar se define como un hidrocarburo
C4-C8 gque tiene un grupo -CH e]incluye, por ejemplo, manitol,
sorbitol, inositol, galcititol, dulcitol, xilitol, y arabitolm
siendo el manitol el aditive de alcohol de azicar mas preferido.
Los azucares o alcoholes de azucar mencionados anteriormente se
pueden utilizar individualmente o en combinacién. No se fija
limite a la cantidad utilizada, en’' tanto que el azucar o el
alcohol de azucar es insoluble én la preparacidén liquida y no
afecta adversamente los efectos estabilizantes logrados

utilizando los métodos de la invencidén. Preferiblemente, la

concentraciéon de aziicar o de alcohol de azucar estd entre
aproximadamente 1.0% y aproximadamente 15.0% (p/v), mas
preferiblemente entre aproximadamente 2.0% y aproximadamente

10.0% (p/v) .

Después de que se prepara la composicidén farmacéutica
liquida descrita aqui, ésta se puede licofilizar para evitar la
degradacién. Los métodos para liofilizar composiciones liguidas
se conocen por aquellos expertos en la técnica. Justo antes del
uso, la composicién se puede reconstituir con un diluyente
estéril (solucidén de Ringer, agua destilada, o solucidn salina
estéril, por ejemplo) que puede incluir ingredientes adicionales.
Luego de la reconstituciédn, la composicién se administra
preferiblemente a sujetos que utilizan aquellos métodos gque se

conocen por aquellos expertos en la técnica.

Las composiciones farmacéuticas gue contienen el anticuerpo

antagonista anti-CD40 liquido de la invencidn son estables y asi

incrementan la estabilidad de almacenamiento con relacidén a las
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composiciones de anticuerpo antagonista anti-CD40 preparadas en
soluciones amortiguadas gque comprenden cloruro de sodio como el
agente isotonizante. Sin estar ligados por la teoria, se cree que
la estébilidad de almacenamiento creciente se observa en la
formulacidn liquida, sea almacenada directamente en esa forma
para uso posterior, almacenada enjestado congelado y descongelada
antes de uso, 0 preparada en una forma seca, tal como
liofilizada, secada al aire, o en forma secada por rociado;, para
la reconstitucidn posterior en una forma liquida u otra forma
antes de uso. Preferiblemente, las .composiciones de la invencién
se almacenan directamente en su forma liquida para tomar ventaja
completa de la conveniencia de tener una estabilidad de
almacenamiento creciente en la forma liquida, facil de
administracién sin reconstituciéﬁ, y la capacidad de suministrar
la formulacidén en jeringas listas para uso prellenadas o como
preparaciones multidosis si la formulacién es compatible con

i

agentes bactericestaticos.

Las composiciones de 1la invencidn se relacionan con el
descubrimiento de qué el uso de la arginina-HCl como un agente
isotonizante y una mezcla de un &cido y su forma de sal, tal como
citrato de sodio/adcido citrico, como el agente amortiguante da
como resultade una composicidn farmacéutica gue contiene
anticuerpo antagonista anti-CD40 gque tiene una estabilidad de
almacenamiento creciente con ' relacidn a la composicién
farmacéutica que contiene anticuerpo antagonista anti-CD40
liquida preparado con clorurc de sodic y con el respectivo agente

amortigquante. La estabilidad de almacenamiento creciente de la

composicidén se logra a través de la influencia de la forma acida
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de la arginina sobre la estabilidad del anticuerpo antagonista
anti-CD40 terapéuticamente activa, més particularmente  su
influencia sobre la agregacidén de polipéptido, la fragmentacidn,
y la desamidacién durante el almacenamiento en las formulaciones
liquidas. Ademas, la incorporacidn de la‘ arginina-HCl como un
agente isotonizante en una composicién de anticuerpo antagonista
anti-CD40 liquida amortiguada de la manera establecida aqui da
como resultadec composiciones farmacéuticas liguidas gque estan
aproximadamente isotdénicas sin tener que incluir agentes

isotonizantes adicionales, tales como clorurc de sodio.

La forma 4cida de la arginina incorporada en las
composiciones farmacéuticas liquidas estables de la invencidn
protege el anticuerpo antagonista anti-CD40 terapéuticamente
activo o el fragmento de unidén a antigenoc de éste contra cambios
fisicos y quimicos, incrementando de esta manera la estabilidad
del anticﬁerpo durante el almacenamiento de la composicién. Por
“estabilidad creciente” se entiende que unoc o mads de la formacién
de agregado,' fragmentacién, y desamidacidén por el anticuerpo
durante el almacenamiento de la composicidén farmacéutica liquida
disminuye con relacién a aquella observada durante el
almacenamiento de una composicién farmacéutica liquida que
comprende el anticuerpo antagonista anti-CD40 y los mismos
componentes de formulacién con la excepcién de la ausencia de
este agente isotonizante y estabilizante particular. El efecto de
la arginina-HCl sobre la agregacidén del anticuerpo antagonista
anti-CD40 durante el almacenamiento en una composicién liguida se
puede determinar facilmente al medir el cambio en el anticuerpo

soluble anti-CD40 en solucidn durante el tiempo. La cantidad de
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anticuerpoc anti-CD40 soluble en la solucidn se puede cuantificar
mediante el nlimero de ensayos analiticbs adaptados para la
deteccidn ‘del anticuerpo de interés. Tales ensayos incluyen, por
ejemplo, la fase ‘inversa (RP)-HPLC, la exclusidn de tamafio (SEC)-
HPLC, y la absorbancia de UV. La agregacidén también se puede
monitorear utilizando SDS-PAGE. Ver también los Ejemplos de

adelante,.

En el caso de la agregacidn, una cantidad efectiva de 1la
arginina-HCl para incorporarse dentro de la composicién
farmacéutica ligquida que contiene el anticuerpo antagonista anti-
CD40 para obtener las composiciones farmacéuticas estables de 1la
invencidén se visualizarian como ,una cantidad que resultaria en
una formacién de agregado disminuida durante el tiempo, y de esta
manera la mayor retencidén del anticuerpo antagonista anti-CD40
soluble en la solucidén en su forma molecular bioldgicamente
activa no agregada. Asi, por ejemplo, donde el anticuerpo
antagonista anti-CD40 es el anticuerpo monoclonal anti-CD40 CHIR-
12.12 descrito en los Ejemplos de adelante, una cantidad efectiva
de arginina-HCl para uso en preparar una composicidn estable de
la invencidén seria una cantidad gue resultaria en la mayor
retencién del anticuerpo CHIR-12.12 en su forma molecular

monomérica.

Sin estar ligados por la teoria, la estabilidad de

almacenamiento creciente de las composiciones que contienen

anticuerpo antagonista anti-CD40 liquidas estables de la
invencidén también se pueden asociar con los efectcos inhibitorios

de la arginina-HCl sobre 1la fragmentacidén y/o desamidacidn del
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anticuerpo de glutamina y/o los resiauos de asparagina dentro del
anticuerpo terapéuticamente activo durante el almacenamiento. EI
efecto de la arginina-HCl sobre la fragmentacidén de anticuerpo se
puede determinar facilmente al monitorear los cambios en las
especies moleculares dentro de la formulacién durante el tiempo,
por ejemplo, utilizando analisis K SDS-PAGE y/o SEC—HPLC; ver los
Ejemplos de adelante. El efecto de la arginina-HCl sobre la
desamidacidén del polipéptido de anticuerpc anti-CD40 durante el
almacenamiento en uné composicién liquida se puede determinar
fadcilmente al monitorear la cantidad del anticuerpo antagonista
anti-CD40 presente en su forma désamidada durante el tiempo. Los
métodés para medir las especies moleculares, es decir, nativo o’
desamidado, de un polipéptido presente en la fase de solucidn se
conocen generalmente en la técnica. Tales métodos incluyen la
separacidén cromatografica de las especles moleculares vy la
identificacidén wutilizando estandares de peso molecular de
polipéptido, 'tales como RP-HPLC, o cromatografia de intercambio
de catidén (CIEX-HPLC) como se describe en 1los Ejemplos de

adelante.

Las composiciones farmacéuticas que contienen el anticuerpo
antagonista anti-CD40 liguidas estables de la invencidn pueden
contener otros compuestos dque incrementan la efectividad o
promueven las calidades deseables del anticuerpo antagonista
anti-CD40 de interés que sirve como un componente
terapéuticamente activo en tanto que el efecto estabylizante
primario logrado con la arginina-HCl no se afecte adversamente.

La composicidén debe ser segura para la administracidn por via de
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la ruta que se escoge, ésta debe ser estéril, y debe retener su

actividad terapéutica deseada.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn se
pueden preparar, por ejemplo, al - premezclar los agentes
estabilizantes y amortiguantes, y otros excipientes, antes de 1la
incorporacion del anticuerpo antagonista anti-CD40 de interés.
Cualquier\ excipiente adicional que se puede agregar para
estabilizar adicionalmente las composiciones de la presente

invencidn no deben afectar adversamente los efectos

estabilizantes del agente isotonizante y estabilizante primario,
es decir, la arginina-HCl, ademds en combinacidén con el agente
amortiguante, como se utiliza para obtener las composiciones
novedosas descritas aqui. Luego de la adicién de la arginina-HC1l
para lograr la aproximada isotonicidad y la estabilidad creciente
del anticuerpo antagonista anti-CD40 de interés, el pH de la
composicidén liquida se ajusta utilizando el agente amortiguante,
preferiblemente dentro de un rango descrito aqui, mas
preferiblemente al pH dptimo para el anticuerpo antagonista anti-
CD40 de interés, por ejemplo, un pH entre aproximadamente pH 5.0
y pH 7.0, preferiblemente aproximadamente pH 5.5, para el
anticuerpc monoclonal CHIR-12.12. Aunque el pH se puede ajustar
luego de la adicidén del anticuerpo antagonista anti-CD40 en la
composicidn, preferiblemente éste se ajusta antes de la adicidn
de este pplipéptido, en la medida en que este puede reducir el
riesgo de desnaturalizacidén del polipéptido. Los dispositivoes
mecanicos apropiados son entonces utilizados para lograr una

mezcla adecuada de los constituyentes.
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Asi, la presente invencién suministra un método para
incrementar la estabilidad de un anticuerpo antagonista anti-
CD40, o un fragmento de unién a antigeno de éste, en una
composicidén farmacéutica liguida. El método comprende combinar el
anticuerpo antagonista anti-CD40 o el fragmentc de unidn a
antigeno de éste con un agente amortiguante gue mantiene la
composicidon farmacéutica a un pH entre aproximadamente pH 5.0 y
pH 7.0, y una cantidad de arginina-HCl suficiente para hacer la
composicidédn aproximadamente isotdnica. En algunas modalidades, el
agente amortiguante es un amortiguador de citrato/acido citrico,
la concentracidén del agente amortiguaﬁte es de aproximadamente 5
mM a aproximadamente 50 mM, vy la cantidad de arginina-HCl
suministra una concentracidn de este agente isotonizante dentro
de la composicién de entre aproximadamente 50 mM a
aproximadamente 300 mM de arginina-HCl. En otras modalidades, el
anticuerpo antagonista anti-CD40 es el anticuerpc CHIR-12.12 o
CHIR-5.9, o el fragmento de unidén a antigeno de éste; el agente
amortiguante es aproximadamente 5 mM a aproximadamente 25 mM de
amortiguador de citrato de sodio/acido citrico; la concentracién
de arginina-HCl dentro de la composicidédn es aproximadamente 150
mM, vy la composicién tiene un pH de aproximadamente 5.0,

aproximadamente 5.5, aproximadamente 6.0, o aproximadamente 6.5.

La composicidn farmacéutica liquida estabilizada
estabilizada que comprende el anticuerpo antagonista anti-CD40 de
interés, por ejemplo, un anticuerpc antagonista anti-CD40 tal
como el anticuerpo monoclonal CHIR-12.12 o CHIR-5.9, o el
fragmento de unidén a antigeno de éste se deben formular en una

dosis unitaria y puede estar en una forma inyectable ¢ infundible
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tal como una solucidn, suspensidn, o emulsidn. Como se anotd
previamente, ésta se puede almacenar congelada o© preparada en
forma seca, tal como un polvo liofilizado, que se puede
reconstituir en la solucidn, sﬁSpensién, o emulsidén liquida antes
de la administracién mediante cualquiera de los varios métodos
que incluyen las rutas de administracidn oral o parenteral.
Preferiblemente éste se almacena en la formulacidén ligquida para
tomar ventaja de la estabilidad de almacenamiento creciente
lograda de acuerdo con los métodos de la presente invencidn como
se subraya adelante. La composicidén farmacéutica estabilizada se
esteriliza preferiblemente mediante la filtracién de membrana y
se almacena en recipientes de dosis unitaria o multi-dosis tales
como frascos o ampollas selladas. Los métocdos adicicnales para
formular una composicién farmaceéutica generalmente conocidos en
la técnica se pueden utilizar para mejorar adicilonalmente la
establlidad de almacenamiento de las composiciones farmacéuticas
liquidas descritas aqui siempre y cuando ellas. no afecten
adversamente los efectos benéficos de los agentes estabilizantes
y amortiguantes preferidos descritos anteriormente aqui. Una
discusién completa de la formulacidén y seleccidn de los
portadores, estabilizadores farmacéuticamente aceptables, etc.,
se puede encontrar en Remington’s Pharmaceutical Sciences (199%0)
(18*® ed., Mack Pub. Co., Eaton, Pennsylvania), incorporada aqui

como referencia.

De esta manera, la presente invencién suministra un articulo
de manufactura que comprende un recipiente gue mantliene una
composicidén farmacéutica que contiene el anticuerpo antagonista

anti-CD40 liquido estable de la invenciédn, y comprende
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opcionalmente instrucciones para su  uso. Los reciplentes
adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, botellas, y Jeringas.
El recipiente se puede formar de una variedad de materiales,
tales como plastico o vidrio.‘En una modalidad, el recipiente es
un frasco de vidrio para uso unico de 3-50 cc. Alternativamente,
para una formulacidén lista para utilizar, el recipiente puede
ser, por ejemplo, un frasco de vidriec de 3-100 cc. El recipiente
mantiene la formulacién y la marca sobre, o asociada con, el
recipiente que puede indicar las direcciones de uso. El articulo
de manufactura puede incluir ademds otros materiales deseables
desde un punto de vista comercial y de usuario, incluyendo otros
amortiguadores, diluyentes, filtros, agujas, jeringas, € insertos

de paquete con instrucciones para uso.

Los Anticuerpos Anti-CD40 en las Composiciones Farmacéuticas de

Ja Invencién

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn
comprenden anticuerpos anti-CD40, particularmente los anticuerpos
antagonistas anti-CD40 o los fragmentos de unidén a antigeno de
éstos que apuntan al receptor CD40 y que modulan el ADCC,
interfieren con la seflalizacidn CD40, particularmente las sendas
de sefializacidén CD40 que se mencicnan mediante la interaccidn del
CD40 con el ligando CD40 (CD40L), o ambas. Por “antiéeno cDh40”,
“antigeno de superficie de célula CD40”, “receptor CD40”, o
“CD40” se entiende wuna glicoproteina de transmembrana gue
pertenece a la familia del receptor de facter 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 (1980)
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Tissue Antigens 36:33; Barclay et al. (1997) The Leucocyte
Antigen Facts Book (2d ed.; Academic Press, S$San Diego)). Se han

identificado dos isoformas del CD40 humano, codificadas mediante
variantes de trascripto altefnativamente empalmadas de este gen.
La primera isoforma (también conocida como la “isoforma larga” o
la “isoforma 1”) se expresa como un polipéptido precursor del
amino &cido 277 (SEQ ID NO:12 (reportada primero como Acceso al
GenBank No. CAAR43045, e identificada como la isoforma 1 en el
Acceso al GenBank No. NP _001241), codificada mediante la SEQ ID
NO:11 (ver Nos. de Acceso al GenBank X60592 y NM 001250)), que
tiene una secuencia de seflal representada por los primeros 19
residuos. La segunda isoforma (también conocida como la “iscforma
corta” o 1la “isoforma 2”) se expresa como un polipéptido
precursor del amino &cido 203 (SEQ ID NO:rl0 (Acceso al GenBank
No. NP _690593), codificada por la SEQ ID NO:9% (Acceso al GenBank
No. NM_152854)), que también tiene wuna secuencia de sefal
representada por los primeros 19 residuos. Los polipéeptidos
precursores de estas dos isoformas del CD40 humano comparten en
comun sus primeros 165 residuos (es decir, los residuos 1-165 de
la SEQ ID NO:10 y la SEQ ID NO:12). El polipéptido precursor de
la isoforma corta (mostrado en la SEQ ID NO:10) se codifica por
una variante de transcripto (SEQ ID NO:9) que le falta un
segmento modificante, que conduce a un cambio de estructura de
traduccién; la isoforma CD40 resultante contiene un terminal C
més corto y distinto (residuos 166-203 de la SEQ ID NO:10) de
aquel contenido en 1la isoforma larga del CD40 (terminal C
mostrado en los residuos 166-277 de la SEQ ID NO:12). Para los

propdsitos de la presente invencidn, el término “antigenc CD40”,
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“antigeno de superficie de <célula CD40”, “receptor CD40”, o

“CD40” comprende tanto las isoformas corta como larga del CD40.

El antigenc CD40 se despliega sobre la superficie de wuna
variedad de tipos de célula, como se describe en cualquier otra
parte aqui. Por “desplegado sobre la superficie” y “expresado
sobre la superficie” se entiende que toda o una porcién. del
antigenoc CD40 se expcone al exterior de la célula. El antigeno
CD40 desplegadc o expresado puede ser glicosilado completa o

parcialmente.

Por “actividad agonista” se entienden funciones de sustancia
como un agonista. Un agonista se combina con un receptor sobre
una célula e inicia una reaccidén o actividad que es similar a las
mismas como aquellas 1iniciadas por el ligando natural del
receptor. Un agonista del CD40 induce cgalquiera o todos, pero no
se limita a, las siguientes respuestas: proliferacién vy
diferenciacién de célula B, produccidén de anticuerpo, adhesiédn
intercelular, generacidén de memoria de célulé B, cambio de
isotipo, regulacidén hacia arriba de la expresidén de 'la superficie
de la célula de la Clase II de MHC y CD80/86, y la secrecién de
citoquinas pro-inflamatorias tales como IL-8, IL-12, y TNF. Por
“actividad antagonista” se entiende aquellas funciones de la
sustancia come un antagonista. Un antagonista de CD40 evita o
reduce la induccidén de cualquiera de las respuestas inducidas por
la unién del receptor CD40 a un ligando agonista, particularmente
Cb40L. E1 antagonista puede reducir la induccién de uno
cualquiera o mds de las respuestas a la unidén de agonista por el

5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, preferiblemente 40%, 45%, 50%,
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55%, 60%, mas preferiblemente 70%, 80%, 85%, Y mas
preferiblemente el 90%, 95%, 99%, o 100%. Los métodos para medir
la especificidad de wunidén del ligando CD40 y 1la actividad
antagonista de un agente terapéutico anti-CD40, por ejemplo, un
anticuerpo anti-CD40, se conocen en la técnica e incluyen, pero
no se limitan a, los ensayos de unidén competitiva estéandar, los
ensayos para monitorear la secrecidén de inmunoglobulina por las
células B, los ensayos de proliferacidn de célula B, los ensayos
de proliferacidén de célula B similares a Banchereau, los ensayos
de ayudante de célula T para produccidédn de anticuerpo, la co-
estimulacidn de los enéayos de preoliferacidn de célula B, y los
ensayos de regulacién hacia arriba de los marcadores de
activacién de célula B. Ver, por ejemplo, tales ensayos descritos
en la WO 00/75348 y la Patente U.S. No. 6,087,329, incorporados
aqui como referencia. También ver, solicitudes provisionales
£ituladas “Antagonist Anti-CD40 Monoclonal Antibodies and Methods

”

for Their Use, presentadas en noviembre 4, 2003, noviembre 26,
2003, y abril 27, 2004, y las Solicitudes de Patente U.S. cedidas
Nos. 60/517,337 {Referencia ‘de Abogado  No. PP20107.001
(035784/258442)), 60/525,579 {Referencia de Abogado No.
PP20107.002 (035784/271525)), y 60/565,710 (Referencia de Abogado
No. PP20107.003 (035784/277214)), respectivamente, y la Solicitud
de Patente Internaciocnal No. PCT/US2004/037152 (Referencia de
Abcgado  No. PP20107.004 (035784/282916)), también titulada
“Antagonist Anti-CD40 Monoclonal Antibodies and Methods for Their
Use,” presentada en noviembre 4, 2004, y publicada como WO

2005/044854); cuyos contenidos de cada uno se incorporan aqui

como referencia en su totalidad.
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Por actividad agonista ‘“significativa” se entiende una

actividad agonista de por lo menos 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%,

70%, 15%, 80%, 85%, 90%, 95%, o 100% mayor gque la actividad

agonista inducida por un control negativo o de sustancia neutra
segin se mide en un ensayo de una respuesta de célulé B.
Preferiblemente, la actividad agonista “significativa” es una
actividad agonista que es por lé menos 2 veces mayor o por 1lo
mencs 3 veces mayor gue la actividad agonista inducida por un
control negativo o de sustancia neutra segin se mide en un ensayo
de respuesta de célula B. Asi, pdr ejemplo, donde la respuesta a
la célula B de interés es la proliferaéién de la célula B, 1la
actividad agonista “significativa” seria la induccién de un nivel
de proliferacién de célula B que es por lo menos 2 veces mayor o
per lo menos 3 veces mayor gue el nivel de proliferacién de
célula B inducido por un control negativo o de sustancia neutra.
En una mcdalidad, una inmunoglobdlina no especifica, por ejemplo
el IgGl, gue no se une al CD40 sirve comc el control negativo.
Una sustancia “libre de actividad agonista significativa”
exhibiria una actividad agonista de no mas del 25% mayor que la
actividad agonista inducida por un contreol negativo o de
sustancia neutra, preferiblemente no mas de aproximadamente 20%

<

mayor, 15% mayor, 10% mayor, 5% mayor, 1% mayor, 0.5% mayor, o
auin no més de aproximadamente 0.1% mayor gque la actividad

agonista inducida por un control negativo o de sustancia neutra

segun se mide en un ensayo de respuesta de célula B.

En algunas modalidades de 1la invencién, 1las composicicnes
farmacéuticas liquidas estables de la invencidén comprenden un

anticuerpo antagonista anti-CD40. Tales anticuerpos estan libres
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de actividad agonista significativa como se anotd anteriormente
cuando se unen a un antigeno CD40 sobre una célula humana. En una
modalidad de la invencidén, el anticuerpo antagonista anti-CD40
estd libre de actividad agonista significativa en una respuesta
celular. En otra modalidad de 1la invencidn, el anticuerpo
antagonista anti-CD40 esta libre de actividad agonista
significativa en ensayos de mé&s de una respuesta celular (por
ejempld, proliferacidén y diferenciaciédn, o proliferacién,
diferenciacién, y, para las células B, produccidn de anticuerpo).
En algunas modalidades de la invencidn, el anticuerpo antagonista
anti-CD40 es, por ejemplo, el anticuerpo monoclonal completamente
humano CHIR-12.12 o CHIR-5.9, o un fragmento de unidén a antigeno

de éste, como se ancta aqul adelante.

Cualquiera de los ensayos conocidos en la técnica se puede
utilizar para determinar si un anticuerpo antagonista anti-CD40
actla come un antagonista de una o mas respuestas de célula B. En
algunas modalidades, el anticuerpo anti-CD40C actia como un
antagonista de por lo menos una respuesta de c¢élula B
seleccionada del grupo que consiste de proliferacidén de célula B,
diferenciacién de célula B, produccién de anticuerpo, adhesidn
intercelular, generacién de memoria de célula B, cambic de
isotipo, regulacidn hacia arriba de la expresién de la superficie
de la célula de la Clase II de MHC y CDB80/86, y la secrecidn de
citoquinas pro-inflamatorias tales como IL-8, IL-12, y TNF. De
particular interés son los anticuerpos antagonistas anti-CD40 que

estédn libres de actividad agonista significativa con respecto a

la proliferacién de la célula B cuando se une al antigeno CD40.

humano sobre la superficie de la célula B humana.
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En una de tales modalidades, el anticuerpo antagonista anti-
CD40 es un antagonista de la proliferacidén de célula B medida
mediante el ensayo de proliferacidédn de célula B tal como aquel
descrito en el Ejemplo 4 de adelante, y el anticuerpo antagonista
anti-CD40 estimula la proliferacidn de célula B a un nivel que no
es mas de aproximadamente 25% mayor que la proliferacién de
célula B inducida por un control negativo o de sustancia neutra,
preferiblemente no‘més de aproximadamente 20% mayor, 15% mayor,
10% mayor, 5% mayor, 1% mayor, 0.5% mayor, o© aun no mas de
aproximadamente 0.1% mayor que la proliferacién de ceélula B

inducida por un control negativo ¢ de sustancia neutra.

En otras modalidades, el anticuerpo anti-CD40 es un
antagonista de la proliferacién de célula B que se induce por
otro anticuerpo anti-CD40, por ejemplo, el anticuerpo anti-Cb40
S2Cb, medido en un ensayo de proliferacidén de célula B tal como
aquel descrito en el Ejemplo 4 aqui adelante, y el nivel de la
proliferacién de célula B estimulado por el otro anticuerpo anti-
CD40 en la presencia del anticuerpo antagonista anti-CD40 no es
mads de aproximadamente el 25% de la proliferacién de célula B
inducida por el otro anticuerpo anti-CD40 en la ausencia del
anticuerpo antagonista anti-CD40 (es decir, por lo menos 75% de
inhibicién), preferiblemente no mas de aproximadamente 20%, 15%,
10%, 5%, 1%, 0.5%, o aun no mas de aproximadamente 0.1% de la
proliferacién de célula B inducida por el otro anticuefpo anti-

CD40 en la ausencia del anticuerpo antagonista anti-CD40.
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En aun otras modalidades, el anticuerpo anti-CD40 es un
antagonista de la proliferacién de célula B gue se induce por la
linea celular EL4B5 medida en el ensayo de activacién de célula B
descrito en el Ejemplo 4 aqui adelante, y el nivel de la
proliferacidén de célula B estimulado por la linea celular EL4BS5
en la presencia del anticuerpo antagonista anti-CD40 no es mas de
aproximadamente el 25% de la proliferacidén de célula B inducida
por esta linea celular en la ausencia del anticuerpo antagonista
anti-CD40 {es decir, por lo menos 75% de inhibicidn),
preferiblemente no mas de aproximadamente 20%, 15%, 10%, 5%, 1%,
0.5%, o aun no mads de aproximadamente 0.1% de la proliferacidén de
la célula B inducida por esta linea celular en la ausencia del

anticuerpo antagonista anti-CD40.

En aun otras modalidades, el anticuerpo anti-CD40 es un
antagonista de la produccidn del anticuerpo inducido por célula T
humana por las células B medidc en el ensayo de ayudante de
célula T humanc para la produccién de anticuerpo por las células
B descrito en el Ejemplo 4 aquil adelante. De esta manera, el
nivel de produccién del anticuerpo IgG, la produccidén del
anticuerpo IgM, o tanto la produccién de anticuerpo IgG comoc IgM
por las células B estimuladas por la células T en la presencia
del anticuerpo antagonista anti-CD40 no es més de aproximadamente
el 50% de la produccidén de anticuerpo respectivo por las célula B
estimuladas por las células T en la ausencia del anticuerpo
antagonista anti-CD40 (es decir, por lc menos 75% de inhibicidn),

preferiblemente no mas de aproximadamente 25%, 20%, 15%, 10%, 5%,

1

o

, 0.5%, o aun no mas de aproximadamente 0.1% de la produccidn

1
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de anticuerpo respectivo por las' -células B estimuladas por las

células T en la ausencia del anticuerpo antagonista anti~CD40.

Por “ligando CD40” se ' entiende cualquier péptido,
polipéptido, o© proteina que se pueda unir a y activar una o méas
de las sendas de sefializacidén CD40. Asi, los “ligandos CD40Q”
incluyen, pero no se limitan a, las proteinas de ligando CD40 de
longitud completa y variantes y fragmentos de éstos gue retienen
actividad suficiente para llevar a cabo la funcién de unién vy
estimular la seflalizacién CD40 'sobre las célula que expresan
CD40. Las modificaciones al ligando CD40 nativo, por ejemplo, el
ligande CD40 humano (CD40L:; también conocidas comoe CD154),
incluyen, pero no se limitan a, sustituciones, supresiones,
truncamientos, extensiones, proteinas de fusidén, fragmentos,
peptidomiméticos, y similares. En algunas modalidades de 1la
invencidén, el ensayo para evaluar la actividad biolégica de un
anticuerpo antagonista anti-CD40 incluye el wuso del CD40L
soluble, por ejemplo, CD40L humano recombinante soluble (Alexis
Corporation, Bingham, Nottinghamshire, UK) para estimular la

seflalizacidén CD40 sobre las células gue expresan CD40.

Por “senalizacidén de CD40 mediadec por CD40L” se entiende
cualquier actividad bioldgica que resulta de la interaccidn del
receptor de superficie celular CD40 con un ligando CD40. Ejemplos
de la senalizacidén CD40 son sefilales gque conducen a 1la
proliferacién y supervivencia de las células que expresan CD40, vy
la estimulacién de una o més sendas de sefializacién CD40 dentro
de las células que expresan CD40. Una “senda de senalizacidn”

CD40 o “senda de transducciéon de sefial” pretende significar por
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lo menos una reaccidén bioquimica, o un grupc de reacciones
bioquimicas, que den como resultado de la interacciédn ‘de un
receptor CD40 con un ligando (D40, por ejemplo, CD40L, y gue
genera una sefial que, cuando se transmite a través de la senda de
sefial, conduce la activacidén de una o mas moléculas corriente
abajo en la cascada de sefializacién. Las sendas de transduccidn
de senial involucran un numero de moléculas de transducciédn de
sefial gque conducen a la transmisién de wuna seflal desde el
receptor CD40 de superficie celuiar a través de la membrana del
plasma de una célula, y a través de una o més series de moléculas
de transduccidén de serial, a travéé del citoplasma de la célula, vy
en alqunos casos, en el nucleo de la célula. Las sendas de
transducciédn de serial CD40 incluyen, por ejemple, la senda de
sefializacién AKT, gque <conduce a la activacidn del AKT, vy

finalmente a la activacidén del NF-kB por via de la senda de

sefializacidén NF-kB; vy las sendas de sefializacidén de proteina
quinaza activada con mitdgeno (MAPK), que incluyen la senda de
senalizacién MEK/ERK y 1la senda de sefializacidén MEK/p38, que
conducen a la activacién del ERK y p38, respectivamente. ElL
balance entre la activacidén y el bloqueo de estas sendas de

sefializacidén favorece la supervivencia o apoptosis celular

En algunas modalidades, las composiciones farmacéuticas
estables de la invencidén comprenden anticuerpos antagonistas
anti-CD40 para bloquear la sefializacidén CD40 mediada por CD40L.
Para una descripcién mas detallada del papel de los anticuerpos
antagogistas anti-CD40 en bloquear la sefializacién CD40 mediada

por CD40L, ver, por ejemplo, solicitudes provisionales tituladas
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“Antagonist Anti-CD40 Monoclonal Antibodies and Methods for Their
Use,” presentadas en noviembre 4, 2003, noviembre 26, 2003, vy
abril 27, 2004, vy las Solicitudes de Patente U.S. cedidas Nos.
60/517,337 (Referencia de Abogado No. PP20107.001
{035784/258442)), 60/525,579 (Referencia de Abogado No.
PP20107.002 (035784/271525)), y 60/565,710 (Referencia de Abogado
No. PP20107.003 (035784/277214)), respectivamente, y la Solicitud
de Patente Internacional No. PCT/US2004/037152 (Referencia de
Abogado No, PP20107.004 (035784/282916)), también titulada
“Antagonist Anti-CD40 Monoclonal Antibodies and Methods f&r Their
Use,” presentada en noviembre 4, 2004, vy publicada como WO
2005/044854); cuyos contenidos de cada uno se incorporan aqui
como referencia en su totalidad. Ver también la solicitud
provisional titulada "“Methods for Diagnosis and Treatment of

”

Proliferative Disorders Mediated by CD40 Signaling,” presentadas
en diciembre 9, 2005, y la Solicitud de Patente U.S. cedida No.
60/749,285 (Referencia de Abogado No. PP028035.0002
(035784/304312)), y la correspondiente Solicitud de Patente
Internacional No. PCT/US2006/019414 (Referencia de Abogado No.
PP028035.0003 (035784/311611)), presentada en mayo 18, 2006, vy
publicada como WO 2006/125143; vy la solicitud provisional
titulada “Methods for Diagnosis and Treatment of Diseases Having
an Autoimmune and/or Inflammatory Component,” presentadas en
diciembre 9, 2005, y la Solicitud de Patente U.S. cedida No.
60/749, 336 (Referenéia de Bbogado No. PP028062.0002
(035784/304311)), y 1la correspondiente Solicitud de Patente

Internacional No. PCT/US2006/019325 (Referencia de Abogado No.

PP028062,0003 (035784/311608)), presentada en mayo 18, 2006, vy

7
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publicada como WO 2006/125117; cuyos contenidos de cada una se

incorporan aqul como referencia en su totalidad.

Las composiciones farmacéuticas liquidas estables de la
presente invencién comprenden anticuerpos anti-CD40,
particularmente anticuerpos antagonistas anti-CD40 y/o fragmentos

de unidén a antigeno de éstos. Los siguientes términos vy

definiciones aplican a tales anticuerpos.

“Anticuerpos” y “inmunoglobulinas” (Igs) son glicoproteinas

gue tienen las mismas caracteristicas estructurales. Los términos
se utilizan como sindnimos. En algunos casos la especificidad de

-

antigeno de la inmunoglcbulina se puede conocer.

El término “anticuerpo” se utiliza en su sentido mas amplio
y cubre los anticuerpos completamente ensamblados, los fragmentos
de anticuerpo gque pueden unirse a antigeno (pocr ejemplo, Fab,
F(ab’),, Fv; anticuerpos de cadena unica, diacuerpos, gquimeras de
anticuerpo, anticuerpos hibridos, anticuerpos biespecificos,
anticuerpos humanizados, Y similares), y los péptidos

recombinantes que comprenden los anteriores.

Los términos “anticuerpo monoclonal” y “mAb” como @ se
utilizan aqui se refieren a un anticuerpo obtenido de una
poblacién sustancialmente homogénea de anticuerpos, es decir, los
anticuerpos ‘individuales que comprenden la poblacidén son
idénticos excepto para las posibles mutaciones de ocurrencia

natural que pueden estar presentes en cantidades menores.
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“Anticuerpos nativos” e v“inmunoglobulinas nativas” son
usualmente glicoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente
150,000 daltons, compuestas de dos cadenas ligeras (L) idénticas
y dos cadenas pesadas (H) idénticas. Cada cadena ligera esté
liéada a una cadena pesada por un enlace de disulfuro covalente,
mientras que el numero de enlaces disulfuro varia entre las
cadenas pesadas y los diferentes isotipos de inmunoglobulina.
Cada cadena pesada y ligera también tiene puentes de disulfuro
intracadena regularmente espaciados. Cada cadena pesada tiene en

un extremo un dominio variable (Vy) seguido por un numero de
dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable
en un extremo (Vy) y un dominio constante en su otro extremo; el
dominio constante de la cadena ligera estd alineado con el primer
dominio constante de la cadena pesada, y el dominio variable de
la cadena ligera esta alineado con el dominio variable de 1la
cadena pesada. Los residuos de amino &cido particulares se cree
que forman una interfaz entre los dominios variables de cadena

ligera y pesada.

El término “variable” se refiere al hecho de ciertas
porciones de los dominios variables difieren extensivamente en la
secuencia entre los anticuerpos. Las regiones variables confieren
especificidad de unién de antigeno. Sin embargo, la variabilidad
no estd 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 1ligera y cadena pesada. Las porciones mas altamente

conservadas de los dominios variables son celulados en las
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regiones de estructura (FR). Los dominios variables de las

cadenas pesada y ligera nativos comprenden cada uno cuatro

regiones FR, principalmente adoptando una configuracién de lamina
plegada B, conectada por los tres CDR, que forman circuitos
conectantes, y en algunos casos forman parte de, la estructura de
lamina plegada . Los CDR en cada cadena se mantienen en
proximidad cercana por las regiones FR Y con‘los CDR de la otra
cadena, contribuyen a la formacidén del sitio de unidén a antigeno
de anticuerpos (ver, Kabat et al. (1991) NIH Publ. No. 891-3242,
Vol. I, paginas 647-669). Los dominios constantes no @ se
involucran directamente en la unién de .un anticuerpo a un
antigeno, pero exhiben varias funciones efectuadoras, tales como
la unidén del receptor Fc (FcR), la participacién del anticuerpo
en la toxicidad celular dependiente de anticuerpo, la iniciacién
de la citotoxicidad dependiente de complemento, y la granulaciodn

de célula mastil.

El término “regidén hipervariable”, cuando se utiliza aqui,
se refiere a los residuos de amino &cido de un anticuerpo gue son
responsables por la unién de antigeno. La regidén hipervariable
comprende los residucs de amino Acido de una “regién
complementariamente determinante” o “CDR” (es decir, los residuos
24-34 (L1), 50-56 (L2), y 89-97 (L3) en el dominic variable de
cadena ligera vy 31-35 (H1), 50-65 (HZ), vy 95-102 (H3) en el
dominio variable de cadena pesada; Kabat et al., (1991) Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health
Service, National Institute of Health, Bethesda, MD) y/o aquellos

residuos de un “circuitc hipervariable” (es decir, los residuos
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cadena ligera y (H1l), 53-55 (H2), y 96-101 (H3) en el dominio
variable de cadena pesada; Clothia y Lesk, (1987) J. Mol. Biol.
196:901-917). Los residuos de “Estructura” o “FR” son aquellos
residuos de dominio variable diferentes de los residuos de regidn

hipervariable, como se consideran agqui.

Los “fragmentos de anticuerpo” comprenden una porcidén de un
anticuerpo intacto, preferiblemente la regidén de unidn a antigeno
o variable del anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmentos de
anticuerpo incluyen fragmentos Fab, Fab, F(ab’):, vy Fv; los
diacuerpos; los =~ anticuerpos liﬁeales (Zapata et al. (1995)
Protein Eng. 10:1057-1062); las moléculas de anticuerpo de cadena
unica; vy los anticuerpos multiespecificos formados de los
fragmentos de anticuerpo. La digéstién de papaina de anticuerpos
produce dos fragmentos de unidn a antigeno idénticos, denominados
fragmentos “Fab”, cada uno con un sitio de wunién a antigeno
unico, y un fragmento “Fc” residual, cuyo nombre refleja su
capacidad a cristalizar féacilmente. El tratamiento con pepsina
produce un fragmento F(ab’); que tiene dos sitics de combinacién

de antigeno y es aln capaz de reticular antigeno.

El “Fv” es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un
reconocimiento de antigeno completo y sitioc de unidén. Esta regidn
consiste de un dimero de un dominico wvariable de cadena pesada vy
uno de cadena ligera en una asociacién estrecha no covalente. Es
en esta configuracién que los tres CDR de cda dominio variable
interactuan para definir un sitio de unién a antigeno sobre 1la

superficie del dimero V4 - V.. Colectivamente, 1los seis CDR
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confieren especificidad de unién a antigeno al anticuerpo. Sin
embargo, aun un dominio variable unico (o la mitad de un Fv que
comprende solamente tres CDR especificos para un antigencg) tienen
la capacidad de reconocer vy unir el antigeno, aungque a una

afinidad inferior que el sitio de unidn completo.

El fragmento Fab también contiene el dominio constante de la
cadena litera y el primer dominio constante (Cyzl) de la cadena
pesada. Los fragmentos Fab difieren de los fragmentos Fab’ por la
adicién de los pocos residuos en el terminal carboxi del dominio
Cyl de la cadena pesada que incluye una © mas cistelnas de la
regidén pivote de anticuerpo. El Fab’-SH es la designacidén aqui
para el Fab’ en el cual el o los residuos de cisteina de 1los
dominios constantes llevan un grupo tiol libre. Los fragmentos
Fab’ se producen al reducir el puente disulfuro de cadena pesada
del fragmento F(ab’),. También se conocen otros acoplamientos

quimicos de los fragmentos de anticuerpo.

Las “cadenas ligeras” de los anticuerpos {(inmunoglobulina)
de cualquier especie de vertebrados se pueden asignar a uno o dos
tipos claramente distintos, denominados kappa (k) y lambda (A),
con base en las secuencias de amino A&cido de sus dominios

constantes.

Dependiendo de la secuencia de amino acido del dominio
constante de sus cadenas pesadas, las inmunoglcobulinas se pueden
asignar a diferentes clases. Existen cinco clases principales de
inmunoglobulinas humanas: IgA, IQD, Igk, IgG, e IgM, y varias de

estas pueden ademas dividirse en subclases (isotipos), por
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ejemplo, 1IgGl, IgG2, 1IgG3, 1IgG4, IgAl, e IgA2. Los dominios
constantes de cadena pesada qgue corresponden a las diferentes
clases de inmuncglobulina se denominan alfa, delta, epsilon,
gama, y mu, respectivamente. Las estructuras subunitarias y las
configuraciones tridimensionales de las diferentes clases de
inmunoglobulinas se conocen bien. Los diferentes isotipos tienen
diferentes funciones efectuadoras. Por ejemplo, los isotipos
TgGl, IgG3 humanos tienen actividad ADCC (citotoxicidad mediada

por célula dependiente de anticuerpo).

La palabra “etiqueta” cuandc se utiliza aqui se refiere a un
compuesto detectable o composicidon que esté cbnjugada directa o
indirectamente al anticuerpo de modo que genera un anticuerpo
“marcado”., La etiqueta puede ser detectable por si misma (por
ejemplo etiquetas de radioisdtopo o etiquetas fluorescentes) o,
en el caso de wuna etiqueta enzimdtica, puede catalizar 1la
alteracidon quimica de un compuesto de sustrato o composicidn que

es detectable.

Una “célula anfitriona”, como se utiliza aqui, se refiere a
un microorganismc o a una 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
polinucledétidos de transferencia e incluyen la progenie de 1la
célula original gque ha sido transfectada. Se entiende que la
progenie de una célula Unica puede no necesariamente ser
completamente idéntica en morfologia o© en gendmica o un
complemento total de ADN como la pariente original, debido a la

mutacidén natural, accidental o deliberada.
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“Células efectuadoras humanas” son leucocitos que expresan
uno o mas FcR y desarrollan funciones efectuadoras.
Preferiblemente, las células expresan al menos FcyRIII y llevan a
cabo fuﬁcién efectuadora de citotoxicidad mediada por célula
dependiente de antigeno_ (ADCC). Ejemplos de leucocitos humanos
que median ADCC incluyen células mononucleares de sangre
periférica (PBMC), células asesinas naturales (NK), monocitos,
macréfagos, eosindfilos, y neutrdéfilos, siendo las células PBMC y
NK las preferidas. Los anticuerpos que tiene actividad ADCC sén
tipicamehte del isotipo IgGl o IgG3. Note gque en adicidén a
aislamiento y de los anticuerpos IgGl e IgG3, tales anticuerpcs
mediados por ADCC se pueden hacer mediante ingenieria de una
regidén variable de un anticuerpo no ADCC o fragmento de regidn

variable a una regidn constante de iscotipo IgGl ¢ IgG3.

Los términos “receptor Fc” o “FcR” son utilizados para
describir un receptor que se liga a la regién Fc de un
anticuerpo. El FcR preferido es un FcR humano de secuencia
nativa. Mas aun, un FcR preferido es uno gque se une a un
anticuerpo IgG (un receptor gama) e incluye receptores de las
subclases FcyRI, FcyRII vy FcyRIII, que incluyen variantes
alélicas y formas alternativamente empalmadas de estos
receptores. Los receptores FcyRII incluyen FcyRIIA (un “receptor
activante” y FcyRIIB (un ‘“receptor inhibidor”), que tiene
secuencias de aminoacidos similares que difieren principalmente
en los dominios citoplasmaticos de ellos. El receptor activante
FcyRIIA contiene un motivo de activacién con base en

inmunoreceptor de tirosina (ITAM) en su dominio citoplasmatico.
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El receptor inhibicién FcyRIIB contiene un motivo de inhibiciédn
con base en inmunoreceptor tirosina (ITIM) en su dominio
citoplasmatice (ver Daeron (1897) Annu. Rev. Inmunol. 15: 203-
234). Los FcR son revisados en Ravetch y Kinet (1891) Annu. Rev.
Inmunol. 9: 457-492 (1991); Capel et al. (1994) Inmunomethods 4:
25-34; y de Haas et al. (1995) j.Lab. Clin. Med. 126: 330-341.
Otros FcR, que incluyen aquellos para identificados en el futuro,
estédn abarcados por el término “FcR”. El término también incluye
el receptor neonatal, FcRn, gque es responsable por la
transferencia de los IgG maternos al feto (Guyer et al (19876) J
Inmunol. 117: 587 and Kim et al. (1994) J. Inmunol. 24: 249

(1994)) .

Existen numercsas maneras dé hacer anticuerpos humanos. Por
ejemplo, las células de secrecidn pueden ser inmortalizadas
mediante la infeccién con el wvirus Epstein-Barr (EBV). 8in
embargo, las células infectadas con EBV son dificiles de clonar y
usualmente producen solc rendimientos relativamente bajoé de
inmunoglobulina (James and Bell (1987) j. Inmunol. Methods 100:
5-40). En el futuro, la inmortalizacidén de células B humanas
puede se lograda posiblemente mediante introducir una combinacidn
definida de genes transformacién. Tal posibilidad es resaltada
por una demostracidn reciente de que la expresidén de la subunidad
catalitica telomerasa junto con la oncoproteina grande SV40 y el
alelo oncogénico del H-ras resulto en una conversion tumorigénica
de células epiteliales y de fibroglasto humanas normales (Hahn et
al. (1999) Nature 400: 464-468). Ahora es posible producir
animales transgénicos (por ejemplo ratones) gque sean capaces,

luego de inmunizacién, de producir un repertorio de anticuerpos
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humanos en la ausencia de produccidédn de inmunoglobulina enddgena
(Jakobovits et al. (1993) Nature 362: 255-258; Lonberg and Huszar
(1995) Int. Rev. Inmuncl. 13: 65-93; Fishwild et al. (1996) Nat.
Biotechnol. 14: 845-851; Mendez et al. (1997) Nat. Genet. 15:
146-156; Green (1999) J. Inmunol. Methods 231: 11-23; Tomizuka et
al. (2000} Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 722-727; revisado en
Little et al. (2000) Inmunol. Today 21: 364-370). Por ejemplo, se
ha descrito que la eliminacién -homocigota de la regidén de uniédn
de cadena pesada de anticuerpo (Jy) el gen en ratones quiméricos
o de lineas germinales mutantes resulta en la inhibicién completa
de la produccidén de anticuerpo enddgeno. (Jakocbovits et al.
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. Usa 90: 2551-2553) . La
transferencia del arreglo de gen de inmunoglobulina de linea
germinal humana en tales ratones mutantes de linea germinal en la

produccidén de anticuerpos humanos luego de 1la infeccidn con
antigeno (Jakobovits et al. (1993)vNature 362: 255-258). Mendez
et al. (1997) (Nature Genetics 15: 146-156) ha generado una linea
de ratones transgénices que, cuando son infectados con un
antigenc, generan anticuerpos ;ompletamente humanos de alta
afinidad. Esto fue logrado mediante la integracién de la linea
germinal de los locus de cadena pesada y cadena ligera humanos
mega base en ratones con eliminacién en el segmento endégéno Jy
como se describidé anteriormente. Estos ratones (XenoMouse® II
tecnologia (Abgenix; Fremont, California)) albergan 1,020 kb de
sitio de cadena pesada humana que contiene aproximadamente 66
genes Vy, completan 1las regiones Dy y Jg, y tres diferentes
regiones constantes, y también cosechan 800 kb de sitic xk humano

que' contiene 32 genes VK, segmentos Jk, y genes Cxk. Los

anticuerpos  producidos en estos ratones se parecen muy
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aspectos incluyendo la redisposicién de genes, el ensamble, y el
repertorio. Los anticuerpos humanos son expresados

preferencialmente sobre los anticuerpos endégenos debido a la

‘eliminacidén en el segmento endbégeno que evita la redisposiciédn

del gen en el sitio 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
linfocitos se pueden aislar de nodos de linfa o células de bazo y
pueden adicionalmente ser seleccionados para células B al
seleccionar para células CD138 negativas y CD19 positivas. En un
aspecto, los cultivos de células B (BCC) se pueden fusionar a las
células de mieloma y generar hibridomas como se detalld

anteriormente.

En otro aspecto, tales cultivos de células B se pueden
seleccionar adicionalmente en cuanto a la reactividad contra el
antigeno inicial, preferiblemenfe. Tal seleccidén incluye el
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) con la proteina
objetivo/antigeno, un ensayo de competicidn con anticuerpos
conocidos que ligan al antigeno de interés, y ligado in Vitro
pafa transfretar CHO transitoriamente u otras células que

expresan el antigeno objetivo.

Los anticuerpos Mconoclcnales en el CD40 son conocidos en la
técnica. Ver, por ejemplo las secciones dedicadas al antigenc de

las células B en McMichael, ed. (1987; 1989) Leukocyte Typing
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ITI and IV (Oxford University Press, New York); las patentes U.S.
Nos. 5,674,4%92; 5,874,082; 5,677,165; 6,056,959; WO 00/63395; las
publicaciones internacionales Nos. WO 02/28905 y WO 02/28904;
Gordon et al. (1988) J. Inmunol. 140: 1425; Valle et al. 1889)
Eur. J. Inmunol. 19: 1463; Clark et al. (1986) PNAS 83:445%4;
Paulie et al. (1989) J. Inmunol. 142:590; Gordon et al. (1987)
Eur. J. Inmunol. 17: 1535; Jabara et al. (1980) J. Exp. Med. 172:
1861; Zhang et al. (199I) J. Inmunol. 146: 1836; Gascan et al.
(199I) J. Inmunol. 147:8; Banchereau et al. (1991) Clin. Inmunol.
Spectrum 3:8; y Banchereau et al. (1991) Science 251:70; todos
los cuales se incorporan aqui como referencia. Otros anticuerpos
moncclonales anti-CD40 incluyen, pero  no se limitan a,
anticuerpos anti-CD40 humanizados, such as SGN -40 (Tai et al.
(2004) Cancer Res. 64:2846-52; la Patente U.S. No. 6,838,261),
que es la forma humanizada del anticuerpo SGN-14 del anti-CD40 DE
murino (Francisco et al. (2000) Cancer Res. 60:3225-31), y 1los
anticuerpos agonistas y antagonistas descritos en la publicacién
de la solicitud de Patente U.S. No. 2004/0120948; incorporada
agquli como referencia en su totalidad.

De particular interés a 1la presente invencidédn son los
anticuerpcs antagonistas anti-CD40 o fragmentos que ligan
antigeno del mismo que sirven para blogquear las sefales CD40
mediadas pos CD40L, y que también. pueden modular el ADCC, como lo
hace, por ejemplo, el anticuerpo CHIR-12.12 descrito agqui mas

adelante.

Leoa anticuerpos Antagonistas anti-CD40 para uso en las

composiciones farmacéuticas liquidas estables de la invencién
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incluyen anticuerpos monoclonales o fragmentos que ligan al
antigeno del mismo que son capaces de ligar especificamente al
antigeno humano CD40 expresado sobre la superficie de una célula
humano. En algunas modalidades, los anticuerpos antagonistas
anti-CD40 dentro de las composiciones farmacéuticas liquidas
estables exhiben una fuerte afinidad de ligado a sitio uUnico para
el antigeno de superficie celular CD40. tales’ anticuerpos
monoclonales exhiben una constante de equilibrio de disociacién
{Kp) para el CD40 de por lo menos 107° M, por lo menos 3 X 107 M,

preferiblemente 10°* M a 1077 M, mas preferiblemente por lo menos

10°® M hasta cerca de 10™** M, medido usando el ensayo estandar
tal como el Biacore™. E1l andlisis Biacore es conocido en la
técnica y los detalles de suministran en el "BIAapplications
handbook". Los métodos descritos en la WO 01/27160 pueden ser

usados para modular la afinidad del ligado.

De particular interés son los anticuerpos anti-CD40 que
estdn libres de actividad agonista significativa segun se definid
aqui anteriormente pero que exhiben actividad antagonista cuando
se | ligan al antigeno CD40 "sobre las ceélulas humanas,
particularmente cuando se liga él antigeno CD40 en células B
humanas neopléasicas. En una modalidad de la invencidn, el
anticuerpo antagonista anti-CD40 estd libre de actividad agonista
significativa en una respuesta de célula B. En otra modalidad de
la invencidén, el anticuerpo antagonista anti-CD40 esta libre dé
actividad agonista significativa en ensayos de mas de una
respuesta de célula B (por ejemplo, proliferacidn 3%
diferenciacidén, o proliferacidén, diferenciacidén y produccidn de

anticuerpo). Los anticuerpos monoclonales anti-CD40 adecuados
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tienen regiones humanas constantes;'preferiblemente ellos también
tienen regiones de estructura humanizada completamente ©
parcialmente; y mas preferiblemente son anticuerpos cohpletamente
humanos o fragmentos gue ligan al antigeno del misﬁo. Ejemplos de
tales anticuerpos monoclonales son los anticuerpos designados

aqui como CHIR-5.9 y CHIR-12.12.

Asi, en algunas modalidades, el anticuerpo antagonista anti-
CD40 presente en las composiciones farmacéuticas liquidas
estables de la invencidén es el anticuerpo monoclonal CHIR-5.9 o
los anticuerpos CHIR-12.12. los anticuerpos CHIR—5;9 y CHIR-12.12
son anticuerpos monoclonales anti-CD40 completamente humanos del
isotipo IgG; producidos de la linea celular hibridoma 131.2F8.5.9
(llamada aqui como linea celular 5.9) vy 153.8E2.D10.D6.12.12
{(llamada aqui la linea celular 12.12). Estas lineas celulares
fueron creadas wusando esplenocitos de ratones xenotipicos
inmunizados que contienen sitios de cadena pesada IgG; humano vy
el sitio de cadena K humana (XenoMouse® technology; Abgenix;
Fremont, California). Las célulag del bazo fueron fusionadas con
células mieloma SP2/0 de ratédn (Sierra BioSource). Los hibridomas
resultantes fueron sub-clonados varias veces para crear las
lineas celulares monoclonales estable 5.9 y 12.12. otros
anticuerpos de la invencidn pueden ser preparados similarmente
usando ratcones transgénicos para sitios de inmunoglobulina humana
o mediante otros métodos conocidos en la técnica y/o descritos

aqui.

La secuencia de nucledtido y de aminoacido de las regiones

variables del anticuerpo CHIR-12.12, y las secuencias de
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aminoacidos de las regiones vari;bles del anticuerpo CHIR-5.9 se
describen aqui. Mas particularmente, las secuencias de
aminoacidos para las regiones deianteras, variables y constantes
para la cadena liviana y la cadena pesada para el mAb CHIR- 12.12
se establecen en SEQ ID NO:2 (secuencia completa para la cadena
liviana de mAb CHIR- 12.12), SEQ ID NO:4 (secuencia completa para
la cadena pesada para el mAb CHIR-12.12), vy SEQ ID NO:5
(secuencia completa para una variante de la cadena pesad%/para el
mAb CHIR-12.12 establecida en la SEQ ID NO:4, en donde la
variante comprende una sustitucién de serina por el residuo de
alanina en la posicidén 153 de la SEQ ID NO:4). Las secuencias
nucleétidos que codifican la cadena liviana y la cadena pesada
para el mAb CHI§—12.12 se establecen en la SEQ ID NO: 1
{secuencia de codificacidén para la cadena liviana del mAb CHIR-
12.12) y la SEQ ID NO:3 ({(secuencia de codificacion para la cadena
pesada del mAb CHIR-12.12). las secuencias de aminoacidos para
las regiocnes lider, variable y constante de la cadena liviana y
la cadena pesada del CHIR-5.9 mBb se establecen en la SEQ ID NO:6
(secuencia completa para la cadena liviana del mAb CHIR-5.9), SEQ
ID NO:7 (secuencia completa para la cadena pesada del mAb CHIR-
5.9), y SEQ ID NO: 8 (secuencia completa para una variante de la
cadena pesada del mAb CHIR-5.9 establecida en la SEQ ID NO:7, en
donde la wvariante comprende una sustitucién de serina para el
residuo alanina en la posicién 158 de SEQ ID NO:7).
Adicionalmente, hibridomas que expresan el CHIR-5.9 (linea de
hibridoma de ratdén 131.2F8.5.9 (CMCC# 12047) y CHIR-12.12 (linea
de hibridoma de ratén 153.8E2.D10.D6.12.12 (CMCC# 12056) de los
anticuerpos han sido depositados con el ATCC (American Type

Culture Collection; 10801 University Blvd., Manassas, Virginia
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20110-2209 (USA)) en septiembre 17, 2003, con una designacién de

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

En adicidén a la actividad antagonista, los anticuerpos anti-
CD40 para wusc en las composicicones farmacéuticas liguidas
estables de la presente invencidén pueden tener otro mecanismo de
accién contra wuna célula de un tumor. Por ejemplo, ios
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 expresadcos sobre otro isotipo de
anticuerpo que tiene actividad ADCC. También es posible conjugar
formas nativas, formas recombinantes, o fragmentos que ligan al
antigeno del CHIR-5.9 o CHIR-12.12 a una citotoxina, un agente
terapéutico, ¢ un ién de metal radio activo o radioc isdtopo, como

se anota aquili mé&s adelante.

Los anticuerpos monoclonales CHIR-5.9 y CHIR-12.12 se ligan
al CD40 soluble en ensayos tipo ELISA, impide el ligado del
ligando del CD40 a 1las superficie celular CD40, y desplaza el
ligando  CD40 preligado, segun se determino  por ensayos
citométricos de flujo. Los anticuerpos CHIR-5.9 y CHIR-12.12
compiten uno con el otro para ligarse al CD40 pero no con 15BS,
el anticuerpo monoclonal anti-CD40 descrito en la solicitud
provisional U.S. Serial No. 60/237,556, titulada "anticuerpos

Anti-CD40 humanos" presentada en octubre 2, 2000, y la solicitud

internacional PCT No. PCT/US01/30857, - también titulada
“anticuerpos Anti-CD40 humanos", presentada en octubre 2, 2001
(documento de abogado No. PP16092.003), ambos incorporados aqui

como referencia en su totalidad. Cuando se ensayo in Vitro para
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los efectos sobre la proliferacidén de células B en sujetos humanc
normales, el CHIR-5.9 vy CHIR—12.12 actuan como anticuerpos
antagonistas anti-CD40. Mas atn, el CHIR-5.9 y CHIR-12.12 no
inducen proliferacién fuerte. de 1linfocitos humanos en sujetos
normales. Estos anticuerpos son capases de matar células
objetivos que expresan CD40 por citotoxicidad celulaf dependiente
de anticuerpo (ADCC). La afinidad del ligado del CHIR-5.9 para el
CD40 humano es 1.2x10°% M y la afinidad del ligado de CHIR-12.12

es 5x107'° M, segun se determino por el ensayo Biacore™.

Otros anticuerpos antagonistas anti-CP40 que comparten las
caracteristica del ligado de los anticuerpos monoclonales CHIR-
5.9 vy CHIR-12.12 descritos anteriormente incluye, pero no se
limitan a las siguientes: (1) anticuerpos monoclonales producidos
por las lineas de células y de hibridoma designadas 131.2F8.5.9
(llamadas aqui como lineas celulares 5.9) y 153.8E2.D10.D6.12.12
(llamadas agqui como lineas celulares 12.12), depositadas con el

ATCC como deposito de Patente No. PTA-5542 y el depdsito de
Patentes No. PTA-5543, respectivamente; (2) un anticuerpo
monoclonal que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste de la secuencia mostrada en
la SEQ ID NO:2, la secuencia mostrada SEQ ID NO:4, la secuencia
mostrada en la SEQ ID NO:5, ambos secuencias mostrados SEQ ID
NO:2 y SEQ ID NO:4, y ambas secuencias mostradas en la SEQ ID
NO:2 y SEQ ID NO:5; (3) un anticuerpo monoclonal que comprende
una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste
de las secuencias mostrada en la SEQ ID NO: 6,la secuencia
mostrada en la SEQ ID NO:7, la secuencia mostrada en la SEQ ID

NO:8, ambas secuencias mostradas en la SEQ ID NO:6 y SEQ ID NO:7,
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y ambas secuencias mostradas en la SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 8;
(4) un anticuerpo monoclonal gque tiene una secuencia de
aminoacidos codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende una secuencia de nucledétido seleccionada del grupo gque
consiste de la secuencia de nucledtido mostrada en lé in SEQ ID
NO: 1, la secuencia de nucledtido mostrada en la SEQ ID NO:3, vy
ambas secuencias mostradas en la SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO:3; (5)
un anticuerpo monoclonal que liga a un epitopo capaz de ligar al
anticuerpo monoclonal producide por la linea <celular de
hibridomas 5.9 o la 1linea celular de hibridoma 12.12; (6) un
anticuerpo monoclonal gque liga a una epitopo gue comprende
residucs 82-87 de la secuencia de aminocacidos mostradas en la SEQ
ID NO: 10 o SEQ ID NO: 12; (7) un anticuerpos monoclonal que
compite con el anticuerpo monocleonal CHIR-5.9 o CHIR- 12.12 en un
ensayo de ligado competitivo y (8) un anticuerpo monoclonal que
es un fragmento que liga al antigeno del CHIR-12.12 o CHIR-5.9 o
de los anticuerpos monoclonales anteriores en los puntos
precedente (1)-(7), en donde le fragmento retiene la capacidad de

ligar especificamente al antigeno humano CD40.

Aquellos versados en la técnica reconocen gue los
anticuerpos y los fragmentos que ligan al antigeno de estos
anticuerpos descritos aqui incluyen anticuerpos y fragmentos que
ligan al antigenoc de los mismos que son producidos
recombinantemente usandc métodos bien conocidos en la técnica y
descritos aqui adelante, e incluyen, por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales CHIR-5.9 y CHIR-12.12 que han sido producido

recombinantemente.
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Anticuerpos antagonistas anti-CD40 adicionales incluyen 1los
anticuerpos monoclénales llamados como 5D12, 3A8 y 3C6, gue son
secretados por un hibridoma que tiene numeros de acceso ATCC HB
11339, HB 12024 y HB 11340, respectivamente. Ver, por ejemplo, la
Patente U.S. No. 6,315,998, incorpeorada agqui como referencia en

su totalidad.

Otros anticuerpos antagonistas anti-CD40 son conocidos en 1la
técnica. Ver, por ejemplo, el anticuerpo anti-CD40 humano

producido por el hibridoma designado F4-465 descrito en la

publicacidén de la socolicitud de ﬁatente U.S. Nos. 20020142358 vy
20030058427; incorporadas aqui como referencia en su totalidad.
El F4-465 fue obtenido del ratdén HAC (Kuroiwa et al. (2000)
Nature Biotech. 10: 1086 (2000)) y que por lo tanto expresa la

cadena liviana lambda humana.

Produccién de Anticuerpos para las Composiciones Farmacéuticas de

la Invencidn

Los anticuerpos para usc en las composiciones farmacéuticas
de la presente invenciédn, pbr ejemplo, los anticuerpos
antagonistas anti-CD40 descritos aqui, pueden ser producidos
usando cualquier método de produccidn de anticuerpo conocido por
aquellos versados en la técnica. Asi, el suero policlonal puede
ser preparado por métodos convencionales. En general una solucidn
que contiene el antigeno de interés, el antigeno CD40, es usado
primerc para inmunizar un animal adecuado, preferiblemente un
ratén, rata, conejo, o cabra. Los conejos o las cabras son

preferidos para la preparacidédn de suero policlonal debido al
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volumen de suero obtenible, y la disponibilidad de anticuerpos

marcados anti-conejo y anti-cabra.

El suero policlonal puede ser preparado en una animal
transgénico, preferiblemente un ratdédn gque lleva sitios de
inmunoglobulina humana. En una modalidad preferida, las células
SE£S que expresan la proteina de interés, por ejemplo, CD40, son
usados como el inmundégeno. La inmunizacién puede también llevarse
a cabo mediante mezclar o emulsificar la solucidn gque contiene el
antigeno en salina, preferiblemente en una adyuvante tal como el
adyuvante completo de Freund, e inyectar la mezcla o emulsién
parenteralmente (generalmente subcuténeamente o
intramuscularmente) . Una dosis de 50-200 pg/inyeccidén  es
tipicamente suficiente. La inmun;zacién se promueve generalmente
2-6 semanas después con una o més inyecciones de la protelna en
salina, preferiblemente usando él adyuvante incompleto Freund.
Uno puede alternativamente generar anticuerpos por inmunizacidn
in Vitro usando métodos conocidos en la técnica, que para el
propdésito de esta invencidén se considera equivalente a la

Z ‘
inmunizacién in vivo. El1 antisuero policlonal es obtenido
mediante sangrado del animal inmunizado en wun contenedor de
vidrio o de pléastico, incubar la .sangre a 25°C durante una hora,
seguido por incubar a 4°C durante 2-18 horas. El suero es
recuperado por centrifugacién (por ejemplo, 1,000 x g durante 10

minutos). Cerca de 20-50 ml por sangrado pueden ser obtenidos de

los Conejos.

La produccién de Sf 9 (Espodoptera frugiperda) se describe

en la Patente U.S. No. 6,004,552, incorporada aqul como
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referencia. En el caso del CD40, brevemente, las secuencias que
codifican el CD40 humano fueron recombinadas en un baculovirus
que usan vectores de transferenéia. Los plasmados fueron co-
transfectados con ADN de baculovirus tipo silvestre en células
Sf9. Las células Sf9 infectadas con el baculovirus recombinante

fueron identificadas y purificadas por clonacidn.

Preferiblemente el anticuerpo es monoclonal en naturaleza. Por
"anticuerpo monoclonal™ se tiene el propdsito de un anticuerpo
obtenido de una poblacién de anticuerpos sustancialmente
homogéneos, es decir, anticuerpos individuales que comprenden la
poblacién son idénticos excepto de posibles mutacidén de
ocurrencia natural gue pueden estar presente en cantidades
menores. El término no estd limitado con respecto a las especies
o fuente del anticuerpo. El término abarca inmunoglobulinas
completas lo mismo que fragmentos tales como Fab, F(ab')2,Fv, y
otros que retienen la funcién de ligado al antigenoc del
anticuerpo. Los anticuerpos monoclonales son altamente
especificos, siendo dirigidos contra un sitio antigénico unico;
por ejemplo en el caso de anticuerpos anti-CD40, el antigeno de
superficie celular CD40. Ma&s aun, en contraste con preparaciones
de anticuerpo convencionales (policlonal) que tipicamente
incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes
determinantes (epitopos) cada anticuerpo monoclcnal esta dirigido
contra un determinante uUnico en el antigenc. El modificador
“monoclonal” indica el carécter del anticuerpo segun es obtenido
de la poblacidén de anticuerpos substancialmente homogénea, y no
debe ser entendido como gque reqdiere prodﬁccién del anticuerpo

por cualquier método particular. Por ejemplo 1los anticuerpos
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monoclonales al ser usados de acuerdo con la presente invencidn
pueden ser hechos por el primer método de hibridoma descrito por
Kohler et al. ({1975%)' Nature 256:495, o pueden ser hechos por
métodos de ADN reconvinantes (ver, por ejemplo, la Patente U.S.
No. 4,816,567). Los "anticuerpos monoclonéles" también pueden ser
aislados de librerias de anticue;pos fago que usan las técnicas
descritas en, por ejemplo, Clackson et al. (1991) Nature 352:624-
628; Marks et al. (1991) J. Mol. Biol. 222:581-597; y la Patente

U.5. No. 5,514,548.

Por "epitopo" se quiere significar la parte de una molécula
antigénica a la cual un anticuerpc es producido y en la cual el
anticuerpo se ligara. Los epitopos pueden comprender residuos
lineales de aminoacidos (es decir, residucs dentro del epitopo
estan dispuestos secuencialmente uno después del otro de una

manera lineal), residuos de aminodcidos no lineales (llamados

aqui como “epitopos no lineales”; estos epitopos no estan

dispuestos secuencialmente), o residuos de aminos &acidos tanto

lineales como no lineales.

Los anticuerpos monoclonales pueden ser preparados usando el
método de Kohler et al. {(1975) Nature 256:495-4%6, o una
modificacién del mismo. Tipicamente un ratén es inmunizado con
una solucidén gque contiene un antigeno. La inmunizacidén puede
llevarse a cabo mediante mezclas o emulsificar la solucidn que
‘contiene el antigeno en salina, preferiblemente en un adyuvante
tal como el adyuvante completo freund, e inyectar la mezcla o
emulsién parenteralmente. Cualquier método de inmunizacidn

conocido en la técnica puede ser usado para obtener los
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anticuerpos monoclonales de la 1invencidn. Después de 1la
inmunizacién del animal, el bazo (y opcionalmente algunos nodos
linféticos grandes) son removidos:y disociados en células unicas.
Las células de bazo pueden ser seleccionadas o tamizadas mediante
aplicar una suspensién celular a un plato o poz0 recubierto con
el antigeno de interés. Las células B gque expresan la membrana
que se liga especificamente a inmﬁnoglobulina para el ligado del
antigeno a la placa y no se enjuaga. 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
cultivados en un medic selectivo. Las células resultantes se
ponen en placas mediante dilucidn serial y son ensayadas para la
produccién de anticuerpos gque se ligan especificamente al
antigeno de interés (y que no se ligan a antigqnos no
relacionados). Los  hibridomas gue secretan el anticuerpo
monoclonal seleccionado (mAb) son entonces cultivadas sea in

Vitro (por ejemplo en botellas de cultive de tejido o reactores

de fibra hueccs), o in vivo (como ascitas en ratones).

Donde los anticuerpos antagoniétas anti-CD40 son preparados
usando métodos de AND recombinantes, el BAND que codifica los
anticuerpos monoclcnales es aisiado facilmente vy secuenciado
usando procedimientos convencionales (por ejemplo, mediante usar
probetas de oligonucledtidos que son capaces de ligar
especificamente a genes que codifican las cadenas pesada Yy
liviana de los anticuerpos de murino. Las células de hibridoma
descritas aqul sirven como fuente preferida de tal ADN una vez
aislado, el ADN puede ser colocado en vectores de expresidn, que

son entonces transfectados dentro de las células anfitrionas
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tales como células de E. coli, células COS de simio, células
(CHO) de ovarios de Hamster chino, o© células de mieloma que no
producen de otra manera proteina de inmunoglobulina, para obtener
la sintesis de anticuerpos monoclonales en las células
anfitrionas <recombinantes. Articulos de revistas sobre la
expresidén recombinante en bacterias de ADN que codifica el
anticuerpo incluye Skerra et al. (1993) Curr. Opinion in Inmunol.
5:256 and Phickthun (1992) Inmunol. Revs. 130:151.
alternativamente, los anticuerpos pueden ser producidos en una
linea celular tal como una linea celular CHO, segun se describid
en las Patentes as U.S. Nos. 5,545,403; 5,545,405; vy 5,998,144;
incorporadas aqui como referencia. Brevemente la linea celular es
transfectada con vectores capaces de expresar una cadena liviana
y una cadena pesada, respectivamente. Por transfectar las dos
proteinas en vectores separados, los anticuerpos quiméricos
pueden ser producidos. Otras ,ventajas es la glicosilacidn

correcta del anticuerpo.

En algunas modalidades, el anticuerpo antagonista anti-CD40,
por ejemplo, el anticuerpo CHIR- "12.12 o.CHIR-5.9, o fragmentos
que ligan al antigenc de los mismos se producen en. células CHO
usando sistemas de expresidén de genes GS (Lonza Biclogies,
Portsmouth, New Hampshire), gque usa glutamina sintetasa como un
marcador. ver, también las Patentes U.S,. Nos. 5,122, 464;
5,591,639; 5,658,759; 5,770,359; 5,827,739; 5,879,936; 5,891,693;
y 5,981,216; los contenidos de los cuales se incorporan aqui como

referencia'en su totalidad.
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Adicionalmente, los anticuerpos para uso en las
composicicnes farmacéuticas de la invencidn pueden ser

anticuerpos quiméricos que tienen las caracteristicas de ligado
deseadas. Asi, por ejemplo, anticﬁerpos anti-CD40 quiméricos para
uso en los métodos de la invencidédn podrian tener las
caracteristicas del ligado de los anticuerpos monoclonales CHIR-
5.9 y CHIR-12.12 descritos aqui. Por anticuerpos “quiméricos” se
gquiere decir anticuerpos que son derivados mas preferiblemente
usando teécnicas recombinantes con acido desoxirribonucleico y que
comprenden tanto componentes  humanocs (incluyendo  especies
inmunoldégicamente “relacionadas”, por ejemple chimpancés) y no
humanos. Asi, la regidn 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 humana y tiene la espeéificidad antigénica deseada al
antigeno de célula de superficie CD40. La fuente no humana puede
ser cualguier fuente de vertebrada gue se pueda utilizan
anticuerpo para generar anticuerpos al antigeno de superficie
celular CD40 humano ¢ material gque comprende un antagonista de
superficie celular CD40 humano. Tales fuentes no humanas
incluyen, pero no estédn limitadas a, roedores (por ejemplo
conejo, rata, ratdn, etc.); ver, por ejemplo, Patente U.S. No.
4,816,567, incorporada aqui como referencia) y primates no
humanos (por ejemplo, Mono del Viejo Mundo, simio, etc.; ver, por
ejemplo, Patente U.S. Nos. 5,750,105 vy 5,756,096; incorporada
agqui comec referencia). Como se wutiliza aqui, la frase

“inmunoldégicamente activo” cuando se wutiliza en referencia a
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anticuerpos anti-CcD40 quiméricos significa un anticuerpo

gquimérico gue se une a CD4C0 humano.

Los anticuerpos anti-CD40 qﬁiméricos y humanizados también
estadn comprendidcs por el término anticuerpo anti-CD40 come se
utiliza aqui. Los anticuerpos quiméricos comprenden segmentos de
anticuerpos derivados de especies diferentes. Rituxan® es un
ejemplo de un anticuerpo guiméricc con una regidn variable de

murino y una regidn constante de humano.

Por “humanizado” se entienden formas de anticuerpo anti-CD40
que contienen secuencia minima derivada de secuencias de
inmunoglobulina no humana. Péra la mayor parte los anticuerpos
humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpoc receptor) en
el cual 1los residuos provenientes de una regidn hipervariable
(también conocida como regién determinante de complementariedad o
CDR) del receptor son reemplazados por residuos provenientes de
una regién hipervarible de especies no humanas (anticuerpo
donados} tal como ratdn, rata, conejo ¢ primate no humano dgue
tiene cualquier especificidad, afinidad y capacidad deseadas. La
frase “regidén determinante de complementariedad” se refiere a una
secuencia de aminoadcido que define junto la afinidad de unidén vy
las especificidad de la regidén Fv natural de un sitio de unidn de
inmunoglobulina native, 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 Publicacidén No. 91—3242). La frase
“regién constante” se refiere a la porcién de la molécula de

anticuerpo que 1le confiere funciones efectuadotas. En trabajo

previo dirigido hacia producir anticuerpos no inmunogénicos para
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uso en terapia de enfermedad de humano, las regiones constantes
de ratdén se sustituyeron por regicnes constantes humanas, La;
regiones constantes de los anticuerpos humanizados objeto se
derivan de inmunoglobulinas humanas. Sin embargo, estos
anticuerpos humanizados aun producen una respuesta inmune no
deseada 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 humanizacién 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 CDR de roedor o roedor mutante para
las secuencias de CDR correspondientes de un anticuerpo humano.
Ver también Patente U.S. Nos. 5,225,539; 5,585,089; 5,693,761;
5,693,762; 5,859,205:; incorporada aqui como referencia. En
algﬁnos casos, los residuos dentroc de las regiones de estructura
de una o més reglones variables de inmunoglobulina humana se
reemplazan por los correspondientes residuds no humanos (ver, por
ejemplo, Patente U.S. Nos. 5,585,089; 5,693,761; 5,693,762; vy
6,180,370). Adicionalmente, los anticuerpos humanizados pueden
comprender residuos gque no se encuentran en el anticuerpo
receptor o en el anticuerpo donador. Estas modificacicnes son
hechas para refinar adicionalmente el desempefio del anticuerpo
{(por ejemplo para obtener la afinidad deseadé). En general, el

anticuerpo humanizado comprendera substancialmente todo o al
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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 comprenderad al menos una porcién de uné regioén
constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente gque de una
inmunoglobulina humana. Para detalles adiciconales wver Jones et
al. (1986) Nature 331: 522-525; Riechmann et al. (1988) Nature
332: 323-329; y Presta (1992) Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593-596;
incorporada aqui comc 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
residuos CDR y posiblemente todos los residuos de estructura son
sustituidos por residuos provenientes de sitios analogos 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, y la Publicacién
Internacional WO 01/27160, donde son descritos anticuerpos
humanizados y las técnicas para producir anticuerpos humanizados
habiendo mejorado 1la afinidad para un antigeno predeterminado

descritos agui.

La presente invencién también puede ser practicada usando
anticuerpos xenogénicos o modificados producidos en un anfitrién

mamifero no humano, mas particularmente un ratén transgénico,
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caracterizado por sitios de inmunoglobulina enddgena inactivada
{Ig). En tales animales transgénicos, los genes enddgenos
competentes para la expresidén de subunidades liviana y pesada de
inmunoglobulinas anfitrionas se convierten en no funcionales vy
sustituidos con sitios de inmunoglobulina humana an&loga. Estos
animales transgénicos producen anticuerpos humanos en la ausencia
substancial de subunidades de inmunoglobulina anfitriona liviana
o pesada. Ver, por ejemplo, Patente U.S. Nos. 5,877,397 Y 5,939,

598, incorporada aqui como referencia.

En algunas modalidades, los antiéuerpos completamente
humanos al CD40, por ejemplo, son obtenidos mediante 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, vy
6,114,598, todas las cuales se incorporan aqui como referencia.
Para producir los anticuerpos descritos aqui, los ratones
transgénicos para los sitios de cadena pesada IgGl de humano y el
sitio para cadena liviana k humano se inmunizaron con células Sf9
que expresan CD40 humano. Los ratones también pueden ser
transgénicos para otros isotipos. Los anticuerpos anti-CD40
completamente humanos utiles en las composiciones farmacéuticas
liquidas estables de la presente invencidédn estadn caracterizados
por propiedades de ligado similares a aquellas exhibidas por los

anticuerpos monoclonales CHIR-5.9 y CHIR~12.12 descritos aqui.

Los fragmentos de un anticuerpos particular de interés, por
ejemplo un anticuerpo anti-CD40 incluyen el anticuerpo anti-CD40

antagonista, son adecuados para uso en las composiciones



P nn
84 Q{QB

farmacéuticas liquidas estables de la invencidn siempre que ellos
retengan la afinidad deseada del anticuerpo de longitud completa.
Asi, por ejemplo, un fragmento de anticuerpo anti-CD40 retendra
la habilidad para ligarse al antigeno de superficie de célula B
CD40. tales fragmentos son caracterizan por propiedades similares
al anticuerpo antagonista anti-CD40 de longitud completa asi,
esto es los fragmentoé se uniran especificamente a un antigeno
CD40 humanc 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 dencominados

aqui como fragmentos “de ligadc a anticuerpo”.

Los fragmentos de ligado a antigeno de adecuados de un
anticuerpo comprenden una porcién del anticuerpo de longitud
completa, generalmente la regidn &e ligado de antigeno o variable
de esta. Ejemplos de fragmento de anticuerpo incluyen, pero no
estan limitados a, Fab, F(ab’),, y fragmentos Fv y moléculas de
anticuerpc de cadena simple. Por “Fab” se entiende un £fragmento
que liga a antigeno monovalente de una inmunoglobulina que esta
compuesta de una cadena liviana y parte de una cadena pesada. Por
“f(ab’), se propone un fragmento bivalente que liga a antigeno de

una inmunoglobulina gue contiene tanto cadenas livianas como

A%} ~

parte de ambas cadenas pesadas. Por “Fv"” o “sFv” como fragmentos
de anticuerpos se entiende fragmentos que comprenden los dominios
Ve y Vi, de un anticuerpo, en donde estos dominios estéan presentes
en una cadena de polipéptido. Ver, por ejemplo, Patente U.S5. Nos.

4,946,778, 5,260,203, 5,455,030, y 5,856,456, incorporada aquil

compuesto referencia. De manera general, el polipéptido Fv
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comprende adicionalmente un enlazador de polipéptido entre los
dominio Vy y Vi que le posibilitan al sFv formar la estructura
deseada para el ligado de antigeno. Para una revisién del sFv ver
Pluckthun (1994) in The Pharmacélogy of Monoclonal Antibodies,
Vol. 113, ed. Rosenburg and Moore (Springer-Verlag, New York),
pp. 269-315. los fragmentos que ligan a antigeno de 1los
anticuerpos antagonista anti-CD40 descritos aqui también pueden
ser conjugados a una citotédxica para efectuar el asesinato de las

células de cancer objetivo, como se describen aqul adelante.

Los anticuerpos o los fragmentos de a pueden ser aislados de
librerias de anticuerpo fago generado utilizando las técnicas
descritas en, por ejemple, McCafferty et al. (1990) Nature 348:
552-554 (1990) vy Patente U.S. No. 5,514,548. Clackson et al.
(1991) Nature 352: 624-628 y Marks et al. (1991) J. Mol. Biodl.
222: 581-597 describen el aislamiento de anticuerpos de murino y
humano, respectivamente, utilizando librerias fago. Publicaciones
subsecuentes describen al produccidén de anticuerpos humanos de
alta afinidad (rango nM) mediante mezcla de cadena (Marks et al.
(1992) Bio/Technology 10: 779-783), asl como también infeccidn
combinatoria y recombinacidén in vivo como una estrategia para la
construir librerias 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.

Varias técnicas han sido desarroclladas para la produccién de

fragmentos de anticuerpo. Tradicionalmente, estos fragmentos se

bae ]
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derivaron por via de digestidén proteolitica de anticuerpos
intactos (ver, por ejemplo, Morimoto et al. (1992) Journal of
Biochemical and Biobhysical Methods 24: 107-117 (1992) y Brennan
et al. (1985) Science 229:81l). Sin, embargo, estos fragmentos
pueden ser ahora producidos directamente mediante c¢élulas
anfitrionas recombinantes, por ejemplo, los fragmentos de_
anticuerpo pueden ser aislados de las librerias 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 otro
modelo, los fragmentos F(ab’), se pueden aislar directamente del
cultivo de célula anfitrionas recombinante. Otras técnicas para
la produccién de fragmentos de anticuerpo seran evidentes para

los practicantes versados en la materia.

Los anticuerpos antagonistas anti-CD40 para uso en las

composiciones farmacéuticas ligquidas estables de 1la presente

invencién incluyen los anticuerpos monoclonales CHIR-5.9 y CHIR-
12.12 descritos aqui asi como también los anticuerpos gue
difieren de este anticuerpo pero permanecen los CDR; y los
anticuerpos c¢on una o mas adicién(s), eliminacién (s}, o}
sustitucidén(s) de aminodcido, en donde la actividad antagonista
se mide mediante la inhibicién de proliferaciédn y/o
diferenciacién de c¢élula B. la invencidén también comprende
anticuerpos desinmunizados, particularmente los anticuerpos anti-
CD40 antagonistas desinmunizados que pueden ser producidos como
se describe en, por ejemplo, las Publicaciones Internacionales

No. WO 98/52976 y WO 0034317; incorporada aqui como referencia.
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De esta manera, los residuos dentro de 1los anticuerpos
antagonistas anti-CD40 de la invencién se modifican con el fin de
hacer los anticuerpos no © menos inmunogénicos a humancs aungque
reteniendo su actividad antagonista hacia las células que
expresan (D40, en donde tal actividad se mide mediante 1los
ensayos anotadocs en cualquier parte aqui. También se incluye
dentro del alcance de las reivindicaciones las proteinas de
fusidén que comprenden un anticuerpo de interés; por ejemplo, un
anticuerpo antagonista anti-CD40 o fragmentos de este, dichas
proteinas de fusién se pueden sintetizar o expresar de los
vectores de polinucledétido correspondientes, como son conocidos
en la técnica. Tales proteinas de fusidén se describen con
referencia a la conjugacion de anticuerpos como se anota

adelante.

Cualquier anticuerpo conocido que tenga la especificidad de
ligado de interés puede tener variaciones de secuencia producidas
utilizando los métodos descritos, por ejemplo, las publicaciones
de Patentes 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
liga al MHC clase II y dispara una respuesta no deseada en las
célula T ayudadoras. Una sustitucidn conservadora  puede
permitirle al anticuerpo retener la actividad de ligado a un
perdiendo su capacidad para disparar una respuesta no deseada de
las células T. Cualgquiera de tales sustituciones conservadoras y
no conservadoras puede ser hecha_utilizando métodos reconocidos
en la técnica, tales como aquellos anotados en cualquier parte

aqui y los anticuerpos resultantes también pueden ser usados en
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las compeosiciones farmacéuticas liquidas estables de la presente
invencidén. Los anticuerpos variantes pueden ser rutinariamente
ensayados en cuanto a su actividad particular, por ejemplo,
actividad antagonista, afinidad, y especificidad utilizando los

métodos descritos aqui.

El anticuerpo antagonista anti-CD40 producide mediante
cualquiera de los métodos descritos anteriormente, o cualquier
otro método no descrito aqui, puede ser usado de una manera
similar a los anticuerpos CHIR-12.12 o CHIR-5.9 en donde este
posee por lo menos una de las siguientes actividades bioldgicas:
inhibicién de secrecién de inmunoglobulina mediante células B
periféricas humanas estimuladas por las células T; inhibicidén de
supervivencia y/o proliferacidén de células B periféricas humanas
normales estimuladas por «c¢élulas T Jurkat; inhibicién de
supervivencia y/o proliferacidén de células B periféricas humanas
estimuladas por células que expresan CD40L o ligando CD40 soluble
(sCD40L}; inhibicién de “supervivencia” de sefiales intracelulares
anti-apoptédsicas en cualquier célula estimulada por sCD40L o
CD40L de fase sdélida; inhibicidén de la traduccidédn de la senal
CD40 en cualquier célula luego de ligado con sCD40L o CD40L de
fase sdélida; e inhibicidén de proliferacién de células B malignas
humanas; eliminacién, alergia y/o tolerancia de induccién de
células objetivo gque llevan CD40 o células que llevan ligandos
cognatos al CD40 incluyendo pero sin limitarse a células T vy
células B; induccidén de la expansidén o activacidén de células T
que regulan CD4% CD24% (Ver por ejemplo, el rechazo de de tejido
especifico a lo antigeno donante por via de la interferencia

CD40-CD40L, Van Maurik et al. (2002) J. Inmunol. 169:5401-5404);
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citotoxicidad por via de cualquier mecanismo (incluyendo, perc
sin limitarse a citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpo (ADCC), citotoxicidad dependiente de complemento (CDC},
sub-regulacién de proliferacidn, y/o apoptosis de células
objetivo); modulacidén de la secrecidédn de citoquina de células
objetivo y/o la expresién de moléculas de superficie celular; y

combinaciones de estos.

Los ensayos para medir la actividad biocldgica deseada de los
anticuerpos antagonista anti~-CD490 descritos aqui, y los
fragmentos que ligan al antigenc del mismo, puede llevarse a cabo
como se describidé en las solicitudes provisiconales tituladas
"Anticuerpos Antagonistas Anti-CD 40 Monoclonal y Métodos para su
Uso", presentada en Noviembre 4, 2003, Noviembre 26, 2003, vy
Abril 27, 2004, y asignadas a lagsolicitud de Patente U.S. Nos.
60/517,337 {(documento de abogado No. PP20107.001
{035784/258442)), 60/525,579 (Documento de abogado No.
PP20107.002 (035784/271525)), y 60/565,710 (Documento de abogado
No. PP20107.003 (035784/277214)),.respectivamente; y solicitud de
Patente Internacional No. PCT/US2004/037152 (Documento de abogado
No. PP20107.004 (035784/282916)), también titulada "Anticuerpos
Antagonistas Anti-CD40 Monoclonal y Métodos para su Uso "
presentada Noviembre 4, 2004, y publicada como WO 2005/044854;
los contenidos de cada una de las cuales se incorpora agqul como
referencia en su totalidad. Ver también los ensayos descritos en
la solicitud provisional titulada "Métodos para el Diagnostico y
Tratamiento de Trastornos Proliferativos Mediados por
Seflalizacidén CD40 " presentada Diciembre 9, 2005, y asignadas a

la solicitud de Patente U.S. No. 60/749,285 (Documento de abogado

97
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No. PP028035.0002 (035784/304312), vy la solicitud de Patente
internacional correspondiente No. PCT/US2006/018414 (Documento de
abogado No. PP028035.0003 (035784/311611)), presentada Mayo 18,
2006, y publicada como WO 2006/125143; y la solicitud provisiocnal
titulada "Métodos de para el Diagnostico y Tratamiento vy
Enfermedades que tienen un componente Autoinmune y/o
Inflamatorio"”, presentada Diciembre 9, 2005, y asignadas a la
solicitud de Patente U.S. No. 60/749,336 (Documento de abogado
No. PP028062.0002 (035784/304311), y la solicitud de Patente
internacional correspondiente No. PCT/US2006/019325 (Documento de
abogado No. PP028062.0003 (035784/311608)), presentada Mayo 18,
2006, y publicada como WO 2006/125117; los contenidos de cada una
de las cuales se incorporan aqui como referencia en su totalidad.
También ver los 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. Inmunol. 1l64:
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 Inmunology 13: 12; Kwekkeboom et al. (1993)

Inmunology 79: 439-444; vy Patente U.S. Nos. 5,674,492 y 5,847,

082;incorporadeo aqui como referencia.

Un ensayo representativo para detectar los anticuerpos
antagonistas anti-CD40 especificos para los epitopos de antigeno
CD40 identificados agqui es un “ensayo de ligado competitivo”. Los
ensayos de ligado competitivos son ensayos seroldgicos en los
cuales los desconocidos son detectado y cuantificados por su
habilidad para inhibir la unidén de un ligando conocido marcado a

su anticuerpo especifico. Esto es también llamado un ensayoc de
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inhibicidén competitiva. En un ensayo de ligado competitivo
representativo, el polipéptido CD40 marcado es precipitado por
anticuerpos candidato-en una muestra, por ejemplo, en combinacién
con anticuerpos monoclonales levantados contra uno o mas epltopos
de los anticuerpos monoclonales de la invencidn. Los anticuerpo
anti-CD40 que reaccionan especificamente <con un epitopo de
interés se pueden identificar al seleccionar una serie de
anticuerpos preparados contra una proteina o fragmento CD40 de la
proteina que comprende el epitopo particular de 1la proteina de
interés CD40. Por ejemplo, 1los epitopos de interés CD40 humanos
incluyen epitopos que comprende rgsiduos de aminocacidos lineales
y/o no lineales de la isoforma corta del CD40 humano (ver Acceso
GenBack No NP 690583), 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 1la
secuencia establecida en la figura 12C (ID de SEC Ne¢.: 11 ver
Acceso GenBack No. X605%2 y NP 001250). Alternativamente, los
ensayos de ligado competitiva con anticuerpos antagonistas anti-
CD40 estables previamente identificados se pueden utilizar para
seleccionar los anticuerpos monoclcnales comparables con los

anticuerpos previamente identificados.

Los anticuerpos no marcados se pueden emplear en
aglutinacidén; los anticuerpos marcados se pueden emplear en una
amplia variedad de ensayos, que emplean una amplia variedad de

marcas o etiquetas. La deteccidn de la formacidén de un compleio
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de anticuerpo antigeno entre un anticuerpc anti-CD40 y un epitopo
de interés se puede facilitado mediante la sujecidén una sustancia
detectable al anticuerpo. Los medios de deteccidn adecuados
incluyen el wuso de marcas tales como radionuclidos, enzimas,
coenzimas, fluorescentes, quiﬁioluminiscentes, cromdgenos,
sustrato de enzima y cofactores, inhibidores de enzima, complejos
de grupc prostético, radicales ‘libres, particulas, tintes, vy
similares. Los ejemplos de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa
de rabano, la fosfatasa alcalina, la PB-galactaosidasa, o)
acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos de grupos prostéticoes
adecuados incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina;
ejemplos de materiales fluorescentes incluyen umbeliferona,
flucrescina, fluorescina, isotiocianato, rodamina,
diclorotriazinilamina fluorescina, Cloruro de dansilo o
ficoeritrina; un ejemplo de un material luminiscente es luminol;
ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen Iluciferasa,
luciferina y aecuarina; y ejemplos de materiales radiocactivos

125I, 131I, 35S,‘o 34. Tales reactivos marcados

adecuados incluyen
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-Cb40

previamente descritos o los fragmentos de anticuerpo de esto se
pueden conjugar antes del wuso en los métodos de la presente
invencién. Los métodos para producir los anticuerpos conjugados
son conccidos en la técnica. Asi, el anticuerpo anti-CD40 se

puede  marcar utilizando una marcacioén indirecta a una
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aproximacién de marcacidén indirecta. Por “marcacidn 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 (1991) Nucl. Med. Bio. 18: 589-603, incorporada agul como
referencia las etiquetas o los marcadores adecuados incluyen
fluoréforos, crombforos, atomos radicactivos (particularmente *°P
y '%I), reactivos densos en electrones, enzimas, y ligandos gque
tiene socios de ligados especificos. Las enzimas son tipicamente
detectadas por su actividad. Por ejemplo la peroxidasa de rabano

es detectada usualmente por su capacidad para convertir

3,3",5,5 -tetrametilbencidina (TMB) a un pigmento azul
cuantificable con un espectrofotdmetro. “socio de ligado
especifico” se refiere a una proteina capaz de ligar una molécula
de ligando con alta especificada, como por ejemplo en el caso de
un antigeno y un anticuerpo monoclonal especifico después. Otros
socio de 1ligado especificos incluyen Dbiotina y avidina o
estreptavidina, IgG y proteina A, y numerosos acoples receptor-
ligando conocidos en la técnica. Se debe entender que la
descripcién anterior no pretende éategorizar las varias etiquetas
o los marcadores en distintas clases, en razdén a que la misma
marca puede servir en diferentes modos. Por ejemplo el '?°I puede
servir como etiqueta radio activo o como un reactivo densc de
electrén. El1 HRP puede servir como enzima o como un antigeno para
mAb. Adicionalmente uno puede combinar varios etiquetas es para
un efecto deseado. Por ejemplo, el mAbs y la avidina también
requieren etiquetas en la préactica de esta invencidn: asi, uno

podria etiquetar aMb con biotina y detectar su presencia con
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avidina marcada con '°°*I, o con una anti-biotina mAb marcado con
HRP. Otras permutaciones y ©posibilidades seran 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 “marcacién directa” o un “modelo de demarcacidn
directa”, donde el radicnuclido esta cévalentemente ligado
directamente a un anticuerpo (tipicamente por via ae un residuo
de aminoédcidos). Los radionuclidos preferidos se suministran en
Srivagtava y Mease (1991) ‘'supra. El1 modelo de marcacicnes
indirectas particularmente preferido. Ver también, por ejemplo,
Publicaciones Internacionales Nos WO 00/52031 y WO 00/52473,
donde se utiliza un enlazado para sujetar un etiqueta radicactiva
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.

Variantes de los Anticuerpos

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién
pueden ser formuladas usando variantes de un anticuerpo
antagonista anti-CD40 conocido en 1la técnica. Tales varilantes
retienen las propiedades de ligado deseadas del anticuerpo
pariente. Asi, por ejemplo, en donde el anticuerpo antagonista
anti—CD40.que va a se formulado es una variante del anticuerpo
pariente CHIR- 12.12 o CHIR-5.9, el anticuerpo variante retendra

las propiedades de ligado del anticuerpo pariente CHIR- 12.12 o
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CHIR-5.9. Los métodos para hacer variantes de anticuerpos estéan

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 aescrito aqul, se puede prepara
mediante mutaciones en la secuencia de ADN clonado que codifica
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 in Molecular Biology (MacMillan Publishing Company,
New York); Kunkel (1985) Pro. Natl, Acad. Sci. USA 82: 488-492;
Kunkel et al. (1987) Methods FEnzymol 154: 367-382; Sambrook et
al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring
Harbor, New York); Patente U. S. No. 4,873,192; vy las referencias
citadas aqui; incorporadas aqui como referencia. La Guila para
sustituciones de aminodcido apropiadas que no afectan la
actividad bioldgica del polipéptido de interés se pueden
encontrar en el modelo de Dayhoff et al. (1978) 1in Atlas of
Protein Secuence and Structure (Natl. Biomed. Res. Found.,
Washington, D. c.)y, incorporada aqui como referencia. Las
sustituciones conservadoras tales como el intercambic de un
aminodcido con otras que tengan propiedades similares, puede ser

preferida. Ejemplos de sustituciones conservadoras incluye, pero

no estéan limitadas a, Gly<=Ala, ValeIlesleu, AspeGly,

Lys<»Argg, AsneGln, y PheTRpeTyr.



nn,)
40
&
96

Al <construir variantes de wun polipéptido del anticuerpo
antagonista anti-CD40 de interés, el anticuerpo CHIR-12.12 o
CHIR-5.9, las modificaciones son hechas de modo que las variantes
continuen poseyendo la actividad deseada, es decir, afinidad de
ligado similar y en el caso de loé anticuerpos antagonistas anti-
Cb40 son capaces de ligar especificamente a un antigeno CD40
humano expresado sobre la superficie de una célula humana, y gque
es libre de actividad agonista significativa pero que exhibe
actividad antagonista cuando se liga a un antigenc CD40 sobre una
célula que expresa CD40 humano. Obviamente, cualgquier mutaciones
hechas en el ADN que codifica el polipéptido variante no deben
ubicar la secuencia por fuera del marcoe de lectura Y
preferiblemente no crearan regiones complementarias que pudieran
producir una estructura de mARNIsecundario. Ver Publicacidén de

Solicitud de Patente EP No. 75,444,

Adicionalmente, la regién constante del anticuerpo
antagonista anti-CD40 se puede mutar para alterar la funcidn
efectuadota de numerosas maneras. Por ejemplo, ver la Patente
U.S. 6,737,056B1 y la Publicacidén de la Solicitud de Patente No.
2004/0132101A1, que divulga mutaciones Fc que optimizan el ligado

del anticuerpos a los receptores Fc.

Preferiblemente, las variantes de un anticuerpo antagonista
anti-CD40 de referencia tiene secuencias de aminodcidos que
tienen al menos 708 o 75% 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% de

identidad de secuencia con la secuencia de amincdcido para la
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molécula de anticuerpo antagonista anti-CD40 de referencia, por
ejemplo, el anticuerpo monoclonal' CHIR-5.9 o CHIR-12.12 descrito
aqui, © a una porcidén mas 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 invencidn, la identidad de secuencia
porcentual se determina utilizando el algoritmo de busqueda de
homologia Smith-Waterman que utiliza una buUsqueda de espacio fin
con un espacio abierto de multa de 12 y una de extensidn de
espacio de 2, matriz BLOSUM de 62. El algoritmo de busqueda de
homologia Smith-Waterman se ensefia en Smith and Waterman (1881)
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 amincacidos, tan poco como 1 a
10 residuos de aminocacidos, tal como 6-10, tan poco como 5, tan

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

Con respecto al alineamiento oOptimo de dos secuencias de
aminodcido, el segmentc contiguo de la secuencia de aminoacido
variante puede tener residuos‘ de aminocacido adicicnales o
residucs de aminoacidos suprimidoé con respecto a la secuencia de
aminocadcido de referencia. El1 segmento contiguo utilizado para la
comparacién con la secuencia de amincadcido de referencia incluira
al menocs 20 residuos de aminocdcidos contiguos, y puede ser 30,
40, 50, o© més residuos de amincacido. 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).
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Métodos de terapia Usando las Composiciones Farmacéuticas de

la Invencidn

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn
encuentran uso en el tratamiento de un sujeto que tiene un cancer
o una condicidén premaligna gque estd asociada con células que
expresan CD40, o para tratar una enfermedad inflamatoria y/o una
enfermedad autoinmune que estd asociada con células que expresan
CD40. “Tratamiento” se define aqul como la aplicacidn ©
administracién de una composicién farmacéutica que comprende el
anticuerpo antagonista anti-CD40 a un sujeto, o aplicacidén o
administracién de una composicidén farmacéutica que comprende
anticuerpo antagonistas anti-CD40 a un tejido aislado o linea
celular de un sujeto, donde el sujeto 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,
los sintomas de la enfermedad, o la predisposicién hacia 1la

enfermedad.

Por “Sujeto” se quiere decir cualquier animal.
Preferiblemente el sujeto es un mamifero, més preferiblemente el
sujeto es humano. Los mamiferos de importancia particular

diferentes al humano incluyen, pero no se limitan a perros,

gatos, vacas, caballos, ovejas y marranos.

Cuando la administracién tiene el propdsito de tratamiento,

la administracién puede ser con propdésitos profilacticos o
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terapéuticos. Cuandc se suministra profilacticamente, la
composicidén farmacéutica se suministra antes de la aparicién de
cualquier sintoma. La administracién profilédctica de la
composicidén farmacéutica sirve para impedir o atenuar cualesqguier
sintomas subsiguientes. Cuando se suministra terapéuticamente, la
composicién farmacéutica es suministrada en al (¢ poco después)

del establecimiento de un sintoma. La administracién terapeutica
de la composicién farmacéutica sirve para atenuar cualquier
sintoma real.

Las rutas tipicas de administracidén incluyen, pero no se
limitan a, administracién oral vy administracidén parenteral,
incluyende intravenosa, intramuscular, intratecal, intranasal,
sublingual, intraarterial, inyeccidn intraperitonial o infusién e
inyeccidn subcuténea. Los métodos para llevar a cabo esta

administracién son conocidos por aquellos versados en la técnica,

En las modalidades preferidas, las composiciones
farmacéuticas de la invencidn son administradas intravencsamente.
La administracién intravenosa ocurre preferiblemente mediante la
infusidén durante un periodo de alrededor de una a cerca de 10
horas, més preferiblemente desde 1 a cerca de 8 horas, y aun mas
preferiblemente desde 2 a <cerca de 7  horas, todavia méas
preferiblemente desde 4 a cerca de 6 horas, dependiendo del
anticuerpo antagonista anti-CD40 que se administra. La infusidn
inicial con la composicidén farmacéutica puede darse durante un
periodo de alrededor de 4 a cerca de 6 horas con infusiones
subsiguientes suministradas mas rapidamente. Las 1infusiones

subsiguiente pueden ser administradas durante un periodo de
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alrededor de 1 a 6 horas, incluyendo, por ejemplo, alrededor de 1

a 4 horas, alrededor de 1 a 3 , o alrededor 1 a 2 horas.

Una cantidad farmacéuticamente efectiva de una composicidn
farmacéutica de la invencidén es administrada a un sujeto. Por
“cantidad farmacéuticamente efectiva” se quiere decir una
cantidad de es Util en el trqtamiento de una enfermedad o
condicién, en donde el tratamiento puede ser para un propodsito
profildctico o terapéutico como se menciondé anteriormente. De
esta manera, una cantidad farmacéuticamente efectiva de 1la
composicidédn serd administrada en wuna dosis terapéuticamente
efectiva o© cantidad del anticuerpo antagonista anti-CD40 al
sujeto gque necesite el tratamiento. Por “dosis o cantidad
terapéuticamente efectiva” o “cantidad efectiva” se quliere decir
una cantidad del anticuerpo antagonista anti-CD40 que, cuando se
administra trae una respuesta terapéutica positiva con respecto
al tratamiento de un paciente con una enfermedad que comprende
células que expresan el CCD40. en algunas modalidades de 1la
invencidén, una dosis terapéuticamente efectiva de anticuerpo
anti-CD40, por ejemplo, el anticuerpo monoclonal CHIR-12.12 O
CHIR-5.9, o el fragmento que liga al antigeno del mismo, estd en
el rango de alrededor de 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 aéroximadamente 3 mg/kg a
aproximadamente 25 mg/kg, desde aproximadamente 3 mg/kg a

aproximadamente 20 mg/kg, desde aproximadamentev 5 mg/kg a
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aproximadamente 15 o) desde aproximadamente 7 mg/ kg a
aproximadamente 12. Se reconoce que el método de tratamiento
puede comprender una scla administracién de una dosis
terapéuticamente efectiva o administracién multiple de Bna dosis
terapéuticamente efectiva del anticuerpo antagonista anti-CD40 o

fragmento que se une a antigeno de éste.

Las composiciones farmacéuticas de la invencidn encuentran
uso en el tratamiento de cualquier sujeto que tenga un cancer o
una condicién pre-maligna que es responde al tratamiento con un
agente terapéutica anti-CD40, més particularmente, un anticuerpo
antagonista anti-CD40. locs métodds para determinar la respuesta
de una condicidén de cancer o pre-maligna al tratamiento con un
anticuerpo anti-CD40 incluye ensayo de diagndsticos y pronostico,
por ejemplo, los ensayos descritos en la solicitud de patente
provisional copendiente y propiedad de .ld solicitante titulada
“métodos para Diagnostico Y Tratamiento de Trastornos
Proliferativos mediados‘por la seflalizacidén CD40," presentada en
Diciembre 9, 2005, y cedida a 1la solicitud de patentes U.S5. No.
60/749, 285 {Documento de abogado No. PP(028035.0002
(035784/304312), y su Solicitud de Patente Internacional
correspondiente No.PCT/US2006/019414 (Documento de abogado No.
PP0280335.0003 (035784/311611}), ﬁreéentada en Mayo 18, 2006, vy
publicada como WO 2006/125143; cuyos contenidos se encontraron
aqui como referencia en su totalidad. Similarmente, la
composicidn farmacéutica de la invencidn encuentra uso en el
tratamiento de cualquier sujeto gque tiene una enfermédad
inflamatoria y/o autoinmune gque responde al tratamiento con una

agente terapéutico anti-CD40, particularmente un anticuerpo anti-
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CD40. los métodos para determinar la respuesta de una enfermedad
inflamatoria vy/o autoinmune al tratamiento c¢on un anticuerpo
anti-Cbh40 incluye ensaycs de diagnédésticos y pronostico, por
ejemplo, los ensayos descritos en la solicitud de patente
provisional copendiente y que pertenece al este mismo solicitante
titulada “Métodos para el , Diagnostico y Tratamiento de
enfermedades que tienen un componente autoinmune y/o
inflamatorio”, presentada en Dic;embre 8, 2005, y cedida a la
solicitud de patente U.S. No. 60/749,336 (Documento de abogado

No. PP028062.0002 (035784/304311), vy su Solicitud de Patente
Internacional correspondiente No. PCT/US2006/019325 (Documento de
abogado No. PP028062.0003 (035784/311608)), presentada en Mayo
18, 2006, y publicada WO 2005/125117; cuyos contenidos se

incorporan aqul como referencia en su totalidad.

"Tumor", como se usa agui, se refiere a todo crecimiento
celular neoplésico y proliferacidén, sea maligno © benigno, y a

todas las células y tejidos precanceroso y Cancerosos.

"Neoplési;o", como se usa aqui, se refiere a cualguier forma
de crecimiento celular disrequladc o no reguladc, sea maligno o
benigno, que resulte en crecimiento anormal del tejido. Asi,
“célula neoplasicos” incluyen céiulas malignas y benignas que
tienen crecimiento celular no regulado. Por “actividad
antitumoral” se quiere decir una reduccidén en la velocidad de la
proiiferacién o acumulacién de células malignas que expresan el
CD440, y por lo tanto una declinacidén en la velocidad de cremento
de un tumor existenfe 0 en un tumor que surge durante la terapia,

y/o la destruccidén de células neoplédsicas existentes (tumor) o
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células neoplésicas recién fofmadas y por lo tanto una
disminucién en el tamafio general de un tumor durante la terapia.
La terapia con las composiciones farmacéuticas que contienen el
anticuerpo antagonista anti-CD40 de 1la invencidén causan una
respuesta fisioldgica que es benéfica con respecto al tratamiento
de 1los <canceres y condiciones pre-malignas asociadas con la
estimulacidén de la sefhalizacidn CD40 en células que expresan el

CD40 en un humano.

Los términos ‘“cancer” y ‘“canceroso” se refieren a o
describen la condicidén fisioldgica en los mamiferos que es
caracterizada tipicamente por un crecimiento celular no regulado.
Ejemplos de cancer incluyen, pero no se limita a, linfomas vy
leucemia, y a tumores soé6lidos. Por "cadncer relacionados con
células B” O “cancer del linaje;de células B” se quiere decir
cualguier tipo de céncer en el cual el crecimiento de célula

disregulado o no regulado estd asociado con las célula B.

Por "refractario" en el contexto de un céqcer se qguiere
decir que el céncer particular es resistente a, 0 no responde a
la terapia con un agente terapéutico particular, por ejemplo, un
anticuerpo antagonista anti-CD40 de interés. Un céncer puede ser
refractario a la terapia con un agente terapéutico particular sea
desde el establecimiento del tratamiento con el agente
terapéutico particular (es decir, no responde a la exposiciédn
inicial al agente terapéutico), © como un resultado del
desarrollo de resistencia a al agente terapéutico, sea durante el

curso de un primer periodo de tratamiento con el agente
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terapéutico o durante un periodc de tratamiento subsiguiente con

el agente terapéutico.

Las composicicnes farmacéuticas de la presente invencion
encuentran el uso en el tratamiento de un sujeto que necesita una
intervencidén terapéutica para una condicién de céncer o pre-
maligna que estd mediada por la estimulacién de la sefializacién
CD40 scbre células gque expresan el CD40, o para cualguier
enfermedad inflamatoria o autoinmune que es mediada por la
sefializacién CD40 sobre células gue expresan el CD40. Por
"células que expresan CD40" se quiere decir células normales,
pre-malignas y malignas que expresan el antigeno CD40. En algunas
modalidades, la célula que expresa CD40 es una célula B maligna.
Por células B "maligna" se quiere decir cualquier célula B
neopldsica incluyendo pero sin limitarse a células B Derivadas de
linfomas incluyendo linfomas de células B de bajo, intermedio o
alto grado, linfomas inmunoplasicos, linfomas no Hodgkin,
enfermedad de Hodgkin, el wvirus de Epstein-Barr (EBV) inducido
por linfoma y linfomas relacionados con el Sida, lo mismo que
leucemias linfoblasticas agudas de células B mielomas, leucemias
linfociticas crénicas, y similares. En otras modalidades, la
célula que expresa CD40 es un carginoma o una célula sarcoma. Por
"célula carcinoma que expresa CD40" o células sarcoma de expresa
CD40" se quiere decir cualquier célula carcinoma o© sarcoma
maligna (es decir neoplasica) o pre-maligna de un tumor sélido
gue expresa el antigeno en la superficie celular de CD40. Para
propésitos de la presente invencidn, células cancerosas y pre-
cancerosa o pre-maligno que expresan el antigeno CD40 se llaman

"células neoplasicas que expresan CD40”. Los métodos para
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detectar la expresién de CD40 en las células son bien conocidos
en la técnica incluyen, pero no se limitan a, técnicas PCR,
inmunohistoquimica, citométria de flujo, Western blect, ELISA, y
similares. Donde el tratamiento con un anticuerpo antagonista
anti-CD40 o un fragmento que liga el antigenoc del mismo esta
garantizado, la composicién farmacéutica comprende el anticuerpo
antagonista anti-CD40 o el fragmento que liga al antigeno del

mismo se puede administrar mediante cualquier via adecuada de

administracion.

El sujeto que estd en necesidad del tratamiento con una
composicidén farmacéutica de la bresente invencidén puede estar
afligido con o tener el riesgo de desarrollar o recaer con un
cualquier céncer o condicidn pre-maligna que es mediada por la
sefializacidédn CD40 sobre células neopldsicas que expresan el CD40.
Ejemplos de tales canceres y condiciones pre-malignas incluyen,
pero no se limitan a, cualquiera de los canceres del linaje de
células B, malignidades hematolégicas de células no B, y tumores
sodlidos que son conocidos por la sefializacidn CD4O sobre células

neoplasicas que expresan el CD40. -

Ejemplos de canceres del linaje de célula B que comprenden
células neoplasicas que expresan CD40 son la leucemia
linfobléastica aguda (ALL), la leucemia linfocitica crénica (CLL),
leucemia prolinfocitica (PLL), leucemia de la célula del cabello,
enfermedad de Hodgkin, mieloma multiple, macroglobulinemia
Waldenstrom, enfermedad de cadena pesada, y los linfomas,
incluyendo, pero sin limitarse a linfoma linfocitico de pequefia

difusién, folicular , DLBCL, linfoma de tejido linfoide asociado
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con mucosal, linfoma de célula B monocitoide, linfoma esplénico,
granulomatosis linfomatoide, linfomatosis intravascular, linfoma

inmunoblédstico, linfoma relacionado con el SIDA y similares.

Asi, la composiciones farmacéuticas de la invencidén
encuentran uso en el tratamiento de sujetos que tienen linfomas
no Hodgkin relacionados con proliferacién o acumulacidén anormal
incontrolable de células B. pafa propdésitos de la presente
invencién, tales linfomas serdn llamados de acuerdo con el
esquema de clasificacidén de formulacidén de trabajo, esto es
aquellos linfomas de células B categorizados como de gradc bajo,
de grado intermedio y de alto grado (ver "The Non-Hodgkin's
Linfoma Pathologic Classification Project,” Cancer 49(1982):2112-
2135). Asi, los linfomas de célula B de bajo grado incluyen
células linfaticas pequenias celular injertadas pequerias
foliculares y linfomas de células grandes e injertadas pequenas
mezcladas foliculares; linfomas grade intermedio incluyen las
células grandes foliculares, las c¢élulas injertadas pequefas
difusas, las células pequefias y grandes mezcladas difusas, ¥y
linfomas de células grandes difusas. Y los linfomas de alto grado
incluyen inmunobléasticos de células grandes, linfoblésticos, vy
linfomas de células no injertadas pequefias del tipo Burkitt y no

Burkitt'

Se reconocen que las - composiciones farmacéuticas de la
invencidén son Gtiles en el tratamiento teraﬁéutico de 1linfomas de
célula B gque son clasificados de acuerdo con el sistema de
clasificacién de linfomas Europea y Americana revisado (REAL).

Tales linfomas de c¢élulas B incluyen pero nce se limitan a,
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linfomas clasificados como neoplasmos de <¢élula precursora B,
tales como la leucemia/linfoma linfoblastico B; los neoplasmos de
célula B periférica, incluyendo la leucemia linfocitica croénica
de célula B/linfoma linfocito pequerio, linfoma
linfoplasmacitoide/inmunocitoma, linfoma de célula de la corteza
{(MCL), linfoma del centro del foiiculo {fclicular) (gque incluye
célula pequenia difusa, célula pequefia y grande mezclada difusa,
linfomas de células grandes diqua) linfoma de célula B de la
zona marginal (incluyendo tipos extranodal, nodal, y esplénico),
plasmacitoma/ mieloma, linfoma de célula B de célula grande
difusa del subtipo primario mediastinal (quimica), linfoma de
Burkitt, linfoma de célula B de alto grado similar a Burkitt; y
linfomas de <c¢élulas B de bajo grado o de alto grado no

clasificables.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn
también pueden ser usadas para tratar sujetos que tienen
condicién premaligna conocida como MGUS (gamopatia monoclonal de
siéﬁificancia no determinada). Aproximadamente 25% de los
pacientes con MGUS eventualmente desarrolla mieloma multiple (MM)
o un trastorno de células del plasma relacionados (Kyle (1993)
Mayo Clinic. Proc. 68:26~36). La proliferacién de células de
plasma malignas en la medula dél hueso, 1la deteccidén de una
proteina monoclonal en el suero o la orina (proteina M), anemia,
hipercalcemia, insuficiencia renal, y lecciones de hueso liticas
son manifestaciones c¢linicas de MM, mientras que el MGUS eé
reconocido clinicamente como la presencia de proteina M en el

suero o la orina sin otros rasgos clinicos de MM (Ver, por

ejemplo, Kyle and Lust (1989) Semin. Hematocl 26: 176-200; Greipp

nn,)n

g
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and Lust Stem Cells (1995) 13: 10-21). Los pacientes con MGUS son
asintomatico y tienen medidas estable de proteina M (Kyle (1993)
Mayo Clinic. Proc. 68:26-36). Una vez que el MGUS es identificado
en una terapia de mantenimiento del sujeto con una composiciédn
farmacéutica apropiada de la presente invencidn, por ejemplo, una
composicidén que comprende un anticuerpo antagonista anti-CD40
descrito aquil, puede blogquear el desarrollo de mielomas maltiples

en estos sujetos.

En particular, las composiciones farmacéuticas de la
invencidén son Utiles para tratar los linfomas de <c¢élulas B,
incluyendo agquellos listados anteriormente, que son refractarios
a (por ejemplo, resistentes a, o que se han vuelto resistentes a)
tratamientos oncoterapéuticos de primera linea. E1l término
"oncoterapéutico” tiene el propdésito de significar un tratamiento
para el céancer tal como quimioterapia, cirugia, radiaciédn,
terapia, terapia de anticuerpos anti-céncer, y combinaciones de
éstos. Las subpoblaciones de los pacientes para gquienes el
tratamiento de intervencidén con uno ¢ mas anticuerpo anti-CD40
que modula la sefializacidén CD40° mediada por CD40L, modula el

ADCC, o ambos es deseable.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn son
también utiles para el tratamiento de malignidad hematoldgica
relacionadas con célula no B. tales malignidades incluyen, pero
se limitan a leucemias agudas, leucemias mieloblastico; leucemias
mielociticas agudas; leucemia promielociticas; leucemia

mielomonocitica; leucemia monocitica; eritroleucemia; leucemia
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granulocitica {leucemia mielocitica crénica); policitemia vera; vy

similares.

Los tumores s6lidos que comprenden células neopléasicas que
expresan CD40 vy por lo tanto responde benéficamente al
tratamiento con las composiciones farmacéuticas de la presente
invencién incluyen, pero no se limitan a ovarios, pulmén (por
ejemplo céancer de pulmén de células no pequerias del carcinoma de
células escamas, adenocarcinoma, y tipos de carcinoma de célula
grande, vy canceres de pulmén de célula pequeiia}), pecho, colon,
rifndén (incluyendoc, por ejemplo, carcincmas de la célula renal),
vejiga, higado (incluyendo, . por ejemplo carcinomas
hepatocelulares), gastrico, cervipal, de prdéstata, nasofaringe,
tiroides (por ejemplo, carcinoma papilar de tiroides), canceres
de la piel tal como melanocma, Yy sarcomas, incluyendo, por

ejemplo, osteosarcomas y sarcomas Swing.

Los resultados benéficos que pueden lograse mediante
administrar una composicién farmacéutica de la invencidn a un
sujeto con un <cancer o una condicién pre-maligna incluye
cualquier respuesta terapéutica positiva con respecto a ese
cancer o condicién. Por "respuesta terapéutica positiva" en el
contexto del tratamiento del cancer se quiere decir una mejora en
la enfermedad en asociacidén con la actividad antineopléasica del
agente terapéutico CD40 y/o una mejora en los sintomas asociados
con la enfermedad de interés. Esto es, un efecto anti-
proliferativo, la prevencidn de crecimiento de tumores
adicionales, una reduccidén en el tamafic del tumor, una reduccidn

en el numeroc de células cancerosa, y/o una disminucidén en uno o

1]
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mas de los sintomas mediados por la estimulacién de células que
expresan CD40 puede ser observada. Asi, por ejemplo, una
respuesta terapéutica positiva podria referirse a uno o mas de
los siguientes mejoras en la enfefmedad: (1) una reduccidén en el

tamafio del tumor; (2) una reduccién en el numero de células de

cancer (por ejemplo, neoplasicas); (3) un incremento en la muerte
de células neoplésicas; (4) la inhibicién de la supervivencia de
células neoplasicas; (4) inhibicidén (es decir, ralentizacidn

hasta algun grado, preferiblemente detencidn) del crecimiento del
tumor; (5) inhibicidn (es decir, falentizacién hasta algun grado,
preferiblemente detencidén) de 1la infiltracidén de células de
cancer en o6rganos periféricos; (6) inhibicidén (es decir,
ralentizacién hasta algun grado, preferiblemente detencién) de
metastasis de tumor; (7) la prevehcién de crecimiento de tumores
adicicnales; (8) una rata de supervivencia de pacientes
incrementada; y (9) algun grado de alivio de uno o mas de los
sintomas asociados con el cancer. Las respuestas terapéuticas
positivas en cualquier enfermedad maligna dada pueden ser
determinadas por el criteric de respuesta estandarizada
especifica a esa enfermedad. La respuesta del tumor puede ser
determinada por cambios en la morfologia del tumor (es decir
carga general del tumor, tamafio del tumor y similares) usando
técnicas de tamizacién tales como barrido por creacidén de
imdgenes de resonancia magnética (MRI) <creacién de 1imégenes
radiogréficas‘de rayos X, barrido topogréfico computarizado (CT),
imdgenes de barrido de huesos, endoscopia, y muestras de bicpsia
de tumores incluyendo aspiracidén de medula désea (BMA) y cuenta de
células tumorales en la circulacién. En adicidén a estas

respuestas terapéuticas positivas, el sujeto bajo terapia con la
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composicidédn farmacéutica que contiene el anticuerpo antagonista
anti-CD40 de la invencidn puede experimentar el efecto benéfico
de una mejora de los sintomas asociados con la enfermedad. Asi
para tumores de células B, el sujeto puede experimentar una
disminucidén de 1los 1llamados sinfomas B, es decir, sudoracidn
nocturna, fiebre, pérdida de  peso, y/o urticaria. Para
condiciones pre-maligna, la terapia con el agente terapéutico
anti-CD40 puede bloquear vy/o prolongar el tiempo antes del
desarrollc de una condicidén maligna relacionada, por ejemplo el
desarrolla de mieloma maltiple en sujetos que sufren de gamopatia

monoclonal de significancia indeterminada (MGUS).

Por ™M"Actividad anti-inflamatoria" se quiere decir una
reduccidén o prevencidén de la inflamacién. La terapia con una
composicién farmacéutica liquida que contiene el anticuerpo
antagonista anti-Cbh40 de la invencidén causa una respuesta
fisioldégica que es benéfica con respectoc al tratamiento de una
enfermedad autoinmune y/o enfermedad inflamatoria, en donde la
enfermedad involucra células que expresan el antigeno CD40. Esto
es reconocido que las composiciones de la invencidn pueden ser
Gtiles en la prevencidén del cambio fenotipico en las células

tales como proliferacién, activacién, y similares.

El sujeto que estéd siendo sometido a una intervencién del
tratamiento con una composicidn farmacéutica liquida gue contiene
el anticuerpc antagonista anti- CD40 de la invencidn puede estar
afligido con o en riesgo de desarrollar o recaer con cualquier
enfermedad inflamatoria o autoinmune que es mediada por la

sefializacidén CD40 sobre células que expresan el CD40. Las
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enfermedades inflamatorias estan caracterizadas por inflamacidn y
destruccién del tejido, o una combinacidén de ellas. "enfermedad
Inflamatoria " incluye cualquier proceso inflamatorio mediado
inmune en donde el evento inicial u objetivo de 1la respuesta
inmune involucra antigenos no propios, incluyendo, por ejemplo,
aloantigenos, xenoantigenos, antigenos virales, antigenos

bacteriancs, antigenos desconocidos, o alérgenos.

Adicionalmente, para propdsitos de la presente invenciédn, el
término " enfermedad o enfermedades inflamatoria” incluye
"enfermedad o enfermedades autoinmune". Como se usa aqui, el
término "autoinmunidad" generalmente se entiende que abarca los
procesos mediados por inmunidad inflamatoria que involucra
antigenos propios "las enfermedades autcinmunes, disparan 1los

antigenos propios en respuesta inmune anfitrionas.

También, las composiciones farmacéuticas de 1la presente
invencién pueden ser usadas para el tratamiento de la inflamacidn
asociada con rechazos de trasplante de tejidos. "Rechazo de
Trasplante” o "Rechazo de injerto” se refiere a cualquier
respuesta inmune montada en el anfitridén contra un injerto gque
incluye pero no se limita a 1los antigeﬁos HLA, los antigenos del

grupo de sangre, y similares.

Las composiciones farmacéuticas de la invencidén también pueden
ser usadas para el tratamiento de injertos contra enfermedades
anfitrionas, tales como esas asociadas con trasplante de medula

bésea, por ejemplo. En tales injertcs contra enfermedades

anfitrionas, la medula o6sea donante incluye linfocitos y células
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que maduran en linfocitos. Los linfocitos donantes reconocen los
antigenos receptores como no propios y montan una respuesta
inmune inflamatoria. Por lo tanto, como se usa aqui, "e injerto
versus enfermedad anfitriona” o “injerto versus reacciodn
anfitriona” se refiere a cualquier respuesta inmune mediada por
células T en la cual los linfocitos donantes reaccionan con 1los

antigenos del anfitrién.

Ejemplo de trastornos autoinmunes y/o inflamatorios
incluyen, pero no se limitan a, el lupus eritematoso sistémico
(SLE), 1lupus discoide, lupus nefritis, sarcoidosis, artritis
inflamatoria, incluyendo artritis juvenil, artritis reumatoide,
artritis soridtica ; sindrome de Reiter, espondilitis
anguilosante, y artritis gotosa, rechazo de un drganoc ©
trasplante de tejide, rechazo hiperagudo, agudo o crénico y/o
injerto versus enfermedad anfitriona, esclerosis multiple,
sindrome hiper IgE, poliarteritis nodosa, cirrosis  biliar
primaria, enfermedad de inflamacidén del intestino, enfermedad de
Crohn, enfermedad del celiaco {enteropatia sensible al gluten),
hepatitis autoinmune, anemia perniciosa, anemia hemolitica
autoinmune, soriasis, escleroderma, miastenia gravis, purpura
trombocitopénica autoinmune, tiroiditis autoinmune, enfermedad de
Grave, tiroiditis de Hasimoto, enfermedad cqmpleja inmune,
sindrome de disfuncién inmune de fatiga crénica (CFiDS),
polimiositis y dermatomiositis, crioglobulinemia, trombolisis,
cardiomiopatia, pempigus vulgaris, fibgosis intersticial
pulmonar, diabetes melitus tipo I y tipo II, hipersensibilidad
tipo retardada 1, 2, 3, y 4, alergia o trastornos alérgico,

respuestas inmunes no deseadas/ no intencionadas a proteinas

J
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terapéutica (ver por ejemplo, las solicitud de patente U.S. No.
US 2002/0119151 and Koren, et al. (2002) Curr. Pharm. Biotechnol.
3:349-60), asma, sindrome de ‘Churg—Strauss {(granulomatosis
alérgica), dermatitis utdpica, defmatitis alérgica y de contacto
irritante, urticaria, alergia meéiada por IgE, aterosclerosis,
vasculitis, miopatias inflamatorias idiopatica, enfermedad
hemolitica, enfermedad de Alzheimer, polineuropatia dimielinante
‘inflamatoria crdénica, y similares. En otras modalidades, las
composiciones farmacéuticas de la presente invencién son usadas
para tratar individuos gque tienen inflamacién pulmonar,
incluyendo, pero sin limitarse a rechazo de injerto en pulmones,
asma, sarcoidoses, enfisema, fibrosis quistica, fibrosis pulmonar
idiopatica, bronquitis crénica, rinitis alérgica y enfermedades
alérgicas de los pulmones tales como la hipersensibilidad a la
neumonitis, neumonia eosinéfilaca, bronguiolitis obliterans
debido a la medula &ésea y/o trasplante de pulﬁén o otras causa,
aterosclerosis de injerto/flebosclerosis de injerto, lo mismo que
fibrosis pulmonar resultante de colégeno, enfermedades vasculares

y autoinmunes tales como artritis remautodie y lupus eritematoso.

En otras modalidades, las composicicones farmacéuticas de la
presente invencidn son utiles para tratar enfermedades
autoinmunes y enfermedades inflamatorias que son inicialmente
resistentes a, o que desarrollan resistencia a otros tratamiento
terapéuticos conocidos cuyc modo de accidén es otro diferente
mediante modulacidén de la senializacién CD40 mediada por CD40L,
modulacién del ADCC, o ambas. Las composiciones farmacéuticas de
la invencidén pueden ser usadas para tratar subpoblacicnes de

pacientes para quienes el tratamiento de intervencidn c¢on uno o
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mds de los anticuerpos antagonistas anti-CD40 gque modula la
senializacidén CD40 mediada por CD40L, modula ADCC, o ambas es

deseable.

Resultados benéficos que pueden ser logrados mediante
administrar las composiciones farmacéuticas de la invencidn a un
sujeto con  una enfermedad inflamatoria © una enfermedad
autoinmune incluye cualquier respuesta terapéutica positiva con
respecto a esa enfermedad. Por "Respuesta terapéutica.positiva”
en el contexto de una enfermedad autcoinmune y/o enfermedad
inflamatoria se gquliere decir una mejora en la enfermedad en

‘
asociacién con la actividad anti-inflamatoria de estos
anticuerpocs o fragmentos que ligan al antigeno de los mismos, y/o
una mejora de los sintomas asociados con la enfermedad. Esto es,
un efecto anti-proliferativo, 1la prevencidédn de proliferacidn
adicional de las células que expresan CD40, uﬁa reduccidn en la
respuesta inflamatoria gque incluye pero no se limita a secrecidn
reducida de citoquinas inflamatorias, moléculas de adhesiédn,
proteasas, inmunoglobulinas (en casos en donde las celulas que
llevan el CD40 es una célula B), combinaciones de las mismas, y
similares, produccidn incrementada de proteinas anti-
infiamatoria, una reduccidén en el numero de células auto-
reactiva, un incremento en la tolerancia inmune, inhibicidn de
las supervivencia de células auto reactivas, y/o una disminucidén
en uno o méds de los sintomas mediados por la estimulacidn de
células gque expresan CD40 pueden observase. Tales respuestas
terapéuticas positivas no estan limitadas a la ruta de

administracién y pueden comprender administracién del donante, el
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tejido donante (tal como por ejemplc perfusidn de organos), el

anfitridén, o cualqguier combinacidén de ellos, y similares.

La respuesta clinica puede ser determinada usando técnicas
de tamizado o de seleccién tales como creacidn de imagines por
resonancia magnética (MRI), creacidén de 1imagenes radiogrédficas
por rayos X, exploraciodn tomografia computarizadas (CT),
citometria de flujo o clasificador de c¢élulas activadas por
fluorescencia (FACS), histologia, patologia gruesa, y quimica de
sangre, incluyendo pero sin limitarse a cambios detectables por
ELISA, RIA, cromatografias, vy similares. En adicidén a estas
respuestas terapéuticas positivas, el sujeto bajo terapia con uha
composicién farmacéutica liquida que contiene el anticuerpo anti-
CD40 antagonista de la invencidén puede experimentar el efecto
genético de una mejora en los sintomas asociadecs con la

enfermedad.

Los siguientes ejemplos se ofrecen como via de ilustracidn y

no como via de limitacidén.

EXPERIMENTAL

El CHIR—12.12 es un anticuerpo monoclonal anti-CD40 IgG
completamente humanizado producido por un proceso de cultivo de
células CHO la molécula tiene un peso molecular de 150 kDa, y la
estructura molecular consiste de dos cadenas pesadas y dos
cadenas liviana ligadas juntas por enlaces disulfuro. El Los
CHIR-12.12 le da a la proteina receptora de superficie celular de

la célula CD40 humana. Esto es un antagonista fuerte e inhibe in
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Vitro la proliferacién medida por el ligando CD40 de célula B
normales, lo mismoc que inhibe in Vitro la proliferacidédn mediada
por el ligando CD40 de células de ééncer de pacientes NHL y CLL
la linea de hibridoma 153.8E2.D10.D6.12.12 (CMCC# 12056) que
expresa el anticuerpc CHIR-12.12 ha sido depositada con la
coleccién de cultivos tipo americano [ATCC; 10801 University

Blvd., Manassas, Virginia 20110-2209 (USA)] en Septiembre 17,

2003, bajo el numero de depdsito de Patente PTA-5543.

Sin estar vincular por ninguna teocria, el anticuerpc CHIR-
12.12 es un anticuefpo monoclonal antagonista anti-CD40 de doble
accidén gque tiene una combinacién Unica de atributos. Este
anticuerpo monoclonal completamente humanoc bloquea los caminos de
sefializacién CD40 mediados por CD40L para la supervivencia vy
proliferacidén de las células B; este antagonismo lleva en ultimo
a la muerte celular. El1 CHIR-12.12 también media en el
reconocimiento y ligado por células efectoras, gque inician la
citotoxidad celular dependiente del anticuerpc (ADCC). Una vez
que el CHIR-12.12 estd ligado a las células detectores, las
enzimas citoliticas son liberadas, llevando a la apoptosis de las

células B y la lisis.

Para una descripcidén mads detallada de las actividades
bioldégicas del CHIR-12.12, y los ensayos usados para medirlas,
véase las solicitudes ©provisionales tituladas “Anticuerpos
Antagonistas Monoclonales Anti-CD40 y Métodos para su Uso”,
presentada en Noviembre 4, 2003, Noviembre 26, 2003, y Abril 27,
2004, y cedidas a la solicitud de Patente U.S. Nos. 60/517,337

{Documento de abogadoc No. PP20107.001 (035784/258442)),
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60/525, 579 (Documento de abogado No. PP20107.002 (035784/271525)),
v 60/565,710 (Documento de abogado No. PP20107.003

(035784/277214)), respectivamente, vy la Solicitud de patente

Internacional ©No. PCT/US2004/037152 (Documento de abogado No.

PP20107.004 (035784/282916) ), también titulada "Anticuerpos

r

Antagonistas Monocleonales Anti-CD40 Y Métodos para Uso
presentada en Noviembre 4, 2004, y publicada como WO 2005/044854;
los contenidos de cada una de las cuales se incorpora agqul como
referencia en su totalidad. Ver también los ensayos descritos en
la solicitud provisional titulada “Métodos para el Diagnostico y
Tratamiento de  Trastornos Proliferativos Mediados  por la
sefializacidn CD40”, presentada en Diciembre 9, 2005, y cedida a
la solicitud de Patente U.S. No. 60/749,285 (Documento de abogado
No. PP028035.0002 (035784/304312)),y la solicitud de patente
Internacional No PCT/US2006/019414 (documento de abogado No
PP028035.0003 (035784/311611)), presentada en Mayo 18 del 2006, vy
publicada como WO 2006/125143; y la solicitud provisional
titulada “Métodos para el Diagnostico y el Tratamiento de
Enfermedades que tienen un Componente autoinmune y/o
inflamatorio”, presentada en Diciembre 9, 2005 y cedida a 1la
solicitud de patente U.S. 60/749,285 (documento de abogado No.
PP028035.0002 (035784/304312)), 'y la solicitud de Patente
Internacional correspondiente No PP028062.0003 (035784/311608)),
presentada en Mayo 18, 2006, y publicada como WO 2006/125117; el
contenido de cada una de ellas sé incorpora agquil como referencia

en su totalidad.

Las aplicaciones clinicas principales del CHIR-12.12 son el

tratamiento de males relacionados con la célula B, incluyendo
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leucemia linfocitica c¢rénica (CLL), mieloma mualtiple (MM), vy
linfoma no Hodgkin (NHL), y enfermedades autoinmunes y/o
inflamatorias asociadas con las células gue expresan el Cb40. EIl
productc farmaco CHIR-12.12 para ensayos clinicos es formulado en
20 mg/ml de anticuerpo CHIR-12.12 en una formulacién liquida. Los
siguiente estudios fueron tomados para - determinar la
amortiguacidén optima, el agente 1isotonizante, y diversos
excipientes para estabilizar el anticuerpo en la formulacidn

liquida.

Ejemplo 1: Efectos de varios Especies Amortiguadoras y de al

Metionina en la Estabilizacidén del CHIR-12.12

Las condiciones de la solucidn (por ejemplo, pH, especies de
amortiguador, y fuerza iédnica) y excipientes (por ejemplo, tenso
activos y estabilizadores) son factores criticos para estabilizar
una proteina en una formulacién liquida. La estabilidad fisico
gquimica del CHIR-12.12 es optima a un pH 5.5. Sin embargo, la
proteina CHIR- 12.12 puede degradar por medic de la agregacidén y
fragmentacién bajo: condiciones de solucidén no favorables; esta
también se puede oxidar especialmente en la presencia de
impurezas de peroxido y/o cantidades de trazas de metales
introducidos con materiales excipientes en bruto tales como el
Tween. Los siguientes experimentos fueron conducidos para
identificar las mejores especiles amortiguadoras vy exéipientes
apropiados para estabilizar el anticuerpo monoclonal CHIR- 12.12
contra la agregaciodén, fragmentacidn, oxidacidn cuando se férmula

en el pH optimo 5.5,
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Materiales

La sustancia fé&rmaco CHIR-12-12 (DS) en 1lotes para el
estudio fue purificada en masa de CHO y en el lote # CDO21105A y
el lote # PDO10705A. Los lotes DS fueron producidos en Xoma, Ltd
(Berkeley, CA). Las muestras de la formulacidén para este estudic
fueron preparadas con dialisis del DS contra 1las soluciones
amortiguadoras respectivas seguido‘por un rociado con la cantidad

deseada de Tween. La concentracién de la proteina CHIR- 12.12 en

todas Las muestras fue de aproximadamente 20 mg/ml.

Métodos analiticos

Cromatografia por exclusién de tamano (SEC).

El SEC-HPLC separa las moléculas en orden decreciente de
peso molecular. éonsecuentemente, los agregados CHIR- 12.12 son
los primeros én eluir de la cclumna HPLC, seguido por el
monomero, con los fragmentos eluyendo de ultimo. La pureza,
agregacidn, y fragmentacidn del CHIR- 12.12 fueron analizados por
un HPLC Waters Alliance utilizandoc una columna Tosochaas TSK-GEL
30008Wxi, 50 mM fosfato de sodio, 200 mM NaCl, pH 7.0 como fase

moévil en una velocidad de flujo de 0.7 mL/min.

Cromatografia por interaccion hidréfoba (HIC).

La oxidacidén del CHIR- 12.12 se mide utilizando un sistema
HPLC Waters Alliance con una columna Tosoh T3K gel butil-NPR, 2 M

sulfato de amonio/20 mM Tris, pH 7.0 como fase moéovil A y 20 mM
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Tris, pH 7.0 como fase mdévil B en una velocidad de flujo de 1.0
ml/min. El anticuerpo CHIR-12.12 es digerido con papaina para
producir fragmentos Fab y Fc. Los productos de oxidacidn del
CHIR-12.12 son fragmentos Fc oxidados (metS0O), gue son especies
pre-Fc que se eluyen entre las especies principales Fab y las

especies principales F¢ de la columna HPLC.

Experimentos y Resultados

Efecto de estabilizacidén del amortiguador de citrato sobre Ia

agregacion y la fragmentaciodn

El CHIR-12.12 del lote DS #PDO10705A se formula a 20 mg/ml

en 10 mM de citrato, acetato, succinato, o solucidn de

amortiguador en fosfato con 150 mM NaCl, 0.1% (p/v) Tween 80 y pH
5.5. Las muestras de formulacién se llenaron como soluciones de
1.2 ml en frascos de vidrio de 3 cé y almacenadas a 5°C, 25°C, y
40°C. Las muestras de estabilidad el CHIR-12.12 fueron analizadas

en los puntos de tiempo designados por el ensayo SEC.

Las Figuras 1-3 muestran los andlisis SEC en cuanto a
pureza, agregados y fragmentos, respectivamente, en las muestras
almacenadas a 4° C. Las figuras 4 a 6 resumen el analisis SEC en
cuanto a pureza, agregados, y fragmentos, respectivamente, en las
muestras almacenadas a 40° C. Todos los resultados muestran que
las muestras con la formulaciodn con base en citrato permanecieron
en la mas alta pureza y la mds baja agregacidén y niveles de
fragmentacién entre las cuatro formulaciones ensayadas. Aungue

hubo poco cambio detectado para las muestras almacenadas a 5 ° C

<J
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durante 5 meses (datos no mostrados), los datos SEC acelerados
predijeron que el amortiguador de citrato era muy superior a las
otras tres especies de amortiguador cominmente utilizadas para
mejorar la estabilidad a largo plazo en término real del CHIR

12.12 contra la agregacidén y la fragmentaciodn-

Efecto de inhibicidn en oxidacidon del amortiguador de citrato en

el CHIR-12.12.

Las muestras de estabilidad de CHIR~ 12.12 se preparan en
amortiguadecres de citrato, acetato, y succinato con 0.1% y 0.2%
(p/v) Tween 80. Las muestras se almacenan a 5° C, 25° C, y 40° C
y anhalizadas mediante cromatografia por interaccidédn hidrdfoba
(HIC) en cuanto a la oxidacidn en puntos de‘ tiempo
predeterminados. Los productos de oxidacién en el CHIR-1Z.12
fueron medidos como un porcentaje de sumas de las especies pico
pre-Fc, es decir, pre-Fc %. Los resultados en la tabla 1 muestran
que la formulacidén con base en citrato genera los productos con
menor oxidacién que las formulaciones amortiguadas con succinato
y acetato, indicando que el amorﬁiguador de citrato minimiza la
oxidacidén del CHIR- 12.12. Estos resultados sugieren que el acido
citrico probablemente sirve como un agente quelante para inhibir
la oxidacidén inducida por trazas de metal de la proteina<CHIR—
12.12. Los anadlisis SEC y HIC indican que el amortiguador de
citrato es similar a las especies amortiguadoras de succinato,
acetato, y fosfato para proteger el CHIR-12.12 de la agregacién y
la fragmentacidédn. El amortiguador de citrato también es superior

a los amortiguadores de succinato o acetato ya que este minimiza

la oxidacién de la proteina CHIR-12.12.
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Tabla 1. Efecto de especie de amortiguador scobre la oxidacién de

CHIR-12.12 (20 mg/ml)

segun se mide por ensayo HIC.

Formulacidén de Amortiguador |10 mM de [ 10 mM de | 10 mM de
con Tween 80 Citrato Acetato | Succinato
150 mM 150 mM | 150 mM de
de NaCl de NaCl NaCl
pH 5.5 pH 5.5 pH 5.5
Concentracién | Almacenamiento | Pre-Fc% Pre-Fc% Pre-Fc%
de Tween 80
5° C, 5 mo 0.0 0.0 0.0
0.1% (p/v) 25° C, 5 mo 2.6 7.1 9.4
40° C, 3 mo 5.6 N/D* 13.5
5° C, 5 mo 0.0 0.0 N/D
5° C, 8 mo 2.0 2.0 2.2
0.2% (p/v) 25° C, 5 mo 3.0 10.7 11.5
25° C, 8 mo 4.8 18.1 19.4
40° C, 3 mo 7.7 N/D 16.0

*N/D, no determinado.

Efecto de Inhibicidén sobre la Oxidacidén de L-Metionina en CHIR-

12.12

El DS lote #CD021105A se formula en 20 mg/ml en 10 mM de

citrato de sodio/a&cido citrico,

Tween 20 asi

metionina. Se

formulacién en 2.5 ml y se almacena a 40° C.

llenan

comeo también wvarias

frascos de

cantidades

3 cc

con

150 mM de NaCl, 0.1%

(0-5 mM)

muestras

Tween 80 o

de L-

de 1la

La Tabla 2 muestra

los resultados HIC para las muestras en el tiempo inicial y a 40°

C durante 3 meses.

En el tiempo inicial,

la oxidacién de CHIR-

12.12 en todas las formulaciones es comparable con la sustancia
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de farmaco de volumen original (DS) lote # CD021105A. Los niveles
de oxldacién en las formulaciones sin L-metionina son mas del
doble luego de almacenamiento a 40° C durante 3 meses. Sin
embargb, el nivel de oxidacién en las formulaciones gque contienen
L-metionina tienen poco cambio durante los 3 meses de

almacenamiento a 40° C.

Los resultados indican que 5 mM de L-metionina es efectivo y
suficiente para prevenir del CHIR-12.12 bajo condiciones de
almacenamiento altamente tensas. El efecto de inhibicién de la
oxidacién de L-metionina en CHIR-12.12 se confirma por el mapa de

péptido Lyc.

Tabla 2. Efecto de inhibicién de L-metionina sobre la oxidacién

de CHIR-12.12

Pre-Fc$%
Formulaciones con 20 mg/ml CHIR- Tiempo 3 mos a 40°
12.12 0 C
Volumen de CHIR-12.12 DS lote# CD 1.7 N/D*
021105A
10 mM de citrato de sodio/acido 1.6 4.2
citrico, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-
80, pH 5.5 ,
10 mM de citrato de sodio/acido 1.6 1.6
citrico, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-
80, 2 mM de L-metionina, pH 5.5
10 mM de <citrato de sodio/acido 1.7 3.9
citrico, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-
20, pH 5.5
10 mM de citrato de sodio/acido 1.5 1.1
citrico, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-
20, 2 mM de L-metionina, pH 5.5
10 mM de citrato de sodio/&cido 1.5 1.2
citrico, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-
20, 5 mM de L-metionina, pH 5.5

*N/D, no determinado
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En resumen, el amortiguador de <citrato minimiza 1la
agregacién, fragmentacidn, y oxidacidén del CHIR-12.12, y por lo
tanto representa un amortiguadorr Sptimo para una formulacidn
CHIR-12.12 liquida. La L-metionina inhibe efectivamente 1la
oxidacién del CHIR-12.12, con 5 mM de L-metionina que es el

preferido.

Ejemplo 2: Efecto de Estabilizacién de Arginina-HCl sobre CHIR-

12.12

El siguiente estudio estd dirigido a la seleccién de un
agente tonificante y estabilizador para estabilidad a largo plazo
del CHIR-12.12 formulado como una composicién farmaceutica
liquida destinada a la administracién por via de infusidn
intravencsa. Aunque el NaCl es el agente de isotonizacidén més
comanmente utilizado para productos parenterales de proteinas,
éste puede no tener efectos estabilizantes oéptimos sobre 1los
terapéuticos de anticuerpos. Este estudio informa sobre 1los
efectos de estabilizacién comparativa del cloruro de sodio y la
forma é&cida de arginina (arginina-HCl) sobre CHIR-12.12 en una

formulacidén acuosa.

La sustancia de farmaco antidroga de volumen del CHIR-12.12
se formula con un amortiguador de citrato en pH 5.5, que enmplea
150 mM de NaCl o 150 mM de L-arginina-HCl1 para lograr una
osmolalidad objetivo de 295 mOsm/kg para la formulacién liquida
del CHIR-12.12. La Calorimetria de Exploracién Diferencial (DSC),
la cromatografia de exclusidén de tamafio (SEC-HPLC), SDS-PAGE, y

HPLC de Intercambio de Catién (CIEX-HPLC) se wutilizan para
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evaluar la estabilidad biofisica y/o bioguimica del anticuerpo
CHIR-12.12. El estudio demuestra que 150 mM de L-arginina-FCl no
s6lo produce isotonicidad para una formulacién acuosa de CHIR-
12.12, sino también incrementa la estabilidad conformacional del

5 CHIR-12.12 contra la agregacién, fragmentacidén, y desamidacidn.
La L-arginina-HCl probdé ser superior al NaCl bajo condiciones de
estabilidad acelerada. Adicionalmente, los datos de estabilidad
aceleradecs predicen una mayor vida util para la formulacidén L-
arginina-HCl1l del CHIR-12.12Z.

10

Materiales

La sustancia farmaco (DS} del CHIR-12.12 utilizada para este
estudio es un derivado CHO purificade en volumen lote #

15 CDO021105A. El1 lote DS se produce en Xoma Ltd. (Berkeley, CA).

El CHIR-12.12 del lote DS se utiliza en las siguientes

formulaciones:

20 Formulacién 1: 20 mg/ml CHIR-12.12, 10 mM de citrato de
sodio/é&cido citrico, 150 mM de NaCl, 0.1% Tween 80, y

pH 5.5.
Formulacién 2: 20 mg/ml CHIR-12.12, 10 mM de citratc de
25 sodioc/4cido citrico, 150 mM de L-arginina-HCLl, 0.1%

Tween 80, y pH 5.5.

Métodos Analiticos
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Calorimetria de Exploracidn Diferencial (DSC)

La estabilidad conformacional de las muestras de formulaciédn
del CHIR-12.12 se evallla utilizando un MicroCal VP-DESCRIPCION

luego de calentar a 15° C a 90° C en 1° C/min.
Cromatografia de Fxclusidén de Tamano (SEC-HPLC)

Se analiza la puridad, agregacidén, y fragmentacidén del CHIR-

12.12 mediante un Waters Alliance RPLC con una columna Toschaas

TSK-GEL 3000SWyxn, 50 mM de sodio, fosfato, 200 mM de NaCl, pH 7.0

como fase mévil en una velocidad de flujo de 0.7 ml/min.
SDS PAGE (Reducido y No Reducido)

También se evalta la pureza del CHIR-12.12 utilizando 12% de
geles Tris-Glicina bajo condiciones de reduccidén y no reducciédn.

La proteina se detecta mediante tefiido de azul Coomassie.
Cromatografia de Intercambio de Catidén (CIEX-HPLC).

La desamidacidédn relacionada con cambio de carga del CHIR-
12.12 se mide utilizando un sistema HPLC Waters Alliance 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 un indice de flujo de 0.8 ml/min.

Lo siguiente es una clave las abreviaturas en las figuras en la

seccidn de resultados de aqui en adelante:
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Succinato,

Citrato,

Acetato,

Fos,

Citra

Resultados

NaCl,

NaCl, 0.1% TW80

NaCl, 0.1% Tw80

NaCl, 0.1

o

0.1% Tw80 =

to, Arg, 0.1 % Tw80

Tw80
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10 : mM succinato de
sodio/amortiguador de acido
succinico

150 mM NaCl, 0.1% Tween 80, pH 5.5
10 mM de amortiguador citratc de
sodio/4cido citrico,

150 mM NaCl, 0.1% Tween 80, pH 5.5
10 mM amecrtiguador de acetato de
sodio/acido acético,

150 mM NaCl, 0.1% Tween 80, pH 5.5
10 mM amortiguador de fosfato de
sodio dibasico/fosfato de sodio
monobasico, 150 mM NaCl, 0.1% Tween
80, pH 5.5 |
10 mM citrato de amortiguador de
sodio/acido citrico,

150 mM L-arginina-HCl, 0.1% Tween

80, pH 5.5

Calorimetria de Exploracidén Diferencial (DSC).

La Figura 7 muestra teogramas DSC para CHIR-12.12 en las

dos formulacicnes como se describe en la seccidn “Materiales”

anterior.

menos

dos

El desdoblamiento térmico del CHIR-12.12 exhibe por lo

transiciones

térmicas, probablemente representan el

desdoblamiento/fusidén del. Fab y los dominio Fc, respectivamente.
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A mayores temperaturas, las proteinas presumiblemente agregadas,
resultan en la pérdida de sefial DSC. En este estudio, la mas baja
temperatura de transicidén térmica se define como la temperatura
de fusidén, Tn. La formulacién gue contiene L-arginina-HCl exhibe
mayor Tn que la formulacidén que contiene NaCl, lo que sugiere que
el L-arginina-HCl proporciona CHIR-12.12 con mayor estabilidad

conformacional de lo que lo hace el NaCl.

Analisis SEC-HPLC

Después de incubacién a 5° C durante 6 meses, elSEC-HPLC
detecta cantidades insignificantes de agregados de proteina vy
fragmentos (<0.5%) en las formulaciones que contienen L-arginina-
HCl y NaCl y no hay diferencia de estabilidad apreciable entre
las dos férmulaciones (datos no mostrades). Bajo condiciones de
almacenamiento aceleradas, es decir, 25° C durante 6 meses, la
formulacién gque <contiene L—arginina—HCl contiene un mayor
porcentaje de mondmero, como se€ muestra en la Figura 8. A
expensas del mondmero, €l contenido de agregado y fragmentos se
reduce lentamente con el tiempo de almacenamiento. Sin embargo,
la formulacién que contiene L-arginina-HCl genera menos agregados
y fragmentos que la formulacidn que contiene NaCl como se muestra
en las Figuras 9 y 10, respectivamente. De manera similar, cuando
se almacena a 40° C, la formulacidén que contiene L-arginina-HCl
exhibe un mayor porcentaje de mondmerc y menores porcentajes de
agregados y fragmentos de 1lo que lo hace la formulacidén que
contiene NaCl, como sSe muestra en la Figura 11, 12, vy 13,
respectivamente. Luego de almacenamiento a 40° C durante 4 meses,

la formulacién que contiene L-arginina-HCl1 tiene 91.8% de
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mondémerc restante, 1.7% de agregados, y 6.5% de <fragmentos,
mientras que la formulacidén que contiene NaCl tiene 87.9% de
monémero, 2.% de agregados, y 9.9% de fragmentos. Los resultados

SEC-HPLC demuestran que la L-arginina-HCl mejora la estabilidad

de la proteina CHIR-12.12 en comparacidédn con el NaCl.
SDS5-PAGE (Reducido y No Reducido)

La Tabla 3 representa los resultados SD3-PAGE para las
formulaciones que contienen L—argipina—HCl y NaCl analizadas bajo
condiciones no reducidas (NR) y reducidas (R). La pureza del
CHIR-12.12 se mide como un porcentaje de la banda principal bajo
condiciones no reducidas o como un porcentaje de la suma de las
bandas de cadena liviana y pesada bajo condiciones reducidas.
Excepto en el tiempo 0, la formulacidén que contiene L-arginina-
HCl muestra mayor pureza de lo que lo hace la formulacidén que
contiene NaCl bajo ambas condiciones reducida y no reducida. La
observacién del SDS-PAGE es consistente con los resultados SEC-
HPLC en que la L-arginina-HCl incrementa la estabilidad del CHIR-

12.12 sobre el NaCl.



10

15

20

25

131 "n933'
Tabla 3. Comparacién de L-arginina-HCl y NaCl por analisis SDS-

PAGE.

T=0 Tmoa35°C | dmoadl°C| 6moa2s5 C
Formulaci R NR R NR R NR R NR
én con 20 % % % % 3% % % %
mg/ml H+L Princi H+L Princi H+L Princi H+L Princi
CHIR- pal pal pal pal
12.12
Citrato, 98.6 85.0 97.2 82.5 91.1 72.1 96.6 76.2
NaCl,
0.1%
Tween 80,
pH 5.5
Citrato,
L-arg- 98.8 85.0 97.4 83.1 91.3 76.2 97.6 78.9
HC1l, 0.1%
Tween 80,
pH 5.5

Andlisis CIEX-HPLC

El CIEX-HPLC separa las moléculas basadas en la carga de
tal manera que las variantes acidicas eluyen antes de las
especies de pico principal y las variantes basicas eluyen después
de las especies de pico principalr La pureza del CHIR-12.12 y su
contenido de productos de desamidaciénlse miden como porcentaje
del pico principal y porcentaje de las variantes acidicas,

respectivamente.

La Figura 14, 15 y 16, muestran la pureza, el contenido de
producto de desamidacién, y el contenido de las variantes
badsicas, respectivamente en las dos formulaciones. En el tiempo
0, las dos formulaciones tienen 68.6% de pureza y 15.5% de

producto de desamidacidén, asi como también 15.9% de wvariantes
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badsicas. Cuando se almacena a 25° C, la formulacidédn gque contiene
L-arginina-HCl permanece en mayor pureza y en un mayor contenido
de variantes bésicas, y exhibe un menor porcentaje de productos
de desamidacién que la formulacidén que contiene NaCl. Luego de
almacenamiento a 25° C durante 6 meses, la formulacidén que
contiene L-arginina-HCl tiene 47.3% de pureza, 12.5% de variantes
basicas, y 40.0% de producto de desamidacién generado, mientras
gque la formulacidn que contiene NaCl tiene 45.6% de pureza, 11.7%
de variantes basicas, y 42.7% de producto de desamidacidén. Aunque
las formulaciones gque contienen L-arginina-HCl y NaCl muestran
poco cambio durante los 6 meses de almacenamiento a 5° C, los
resultados del CIEX-HPLC bajo condiciones aceleradas de
almacenamiento (25° C) predice que la L-arginina-HCl sera
probablemente superior al NaCl en la mejora de la estabilidad en
tiempo real a largo plazo de el CHIR-12.12 contra la

desamidacidn.

En resumen, este estudio demuestra que 150 mM de L-
arginina-HCl no sélo produce iscotonicidad a 1la formulacidn
liquida CHIR-12.12, sino que también incrementa .la estabilidad
conformacional del CHIR-12.12 contra la agregacién, fragmentacidn
y desamidacién. La L-arginina-HCl es superior al NaCl bajo
condiciones de estabilidad aceleradas, y los datos de estabilidad
acelerada predicen adicionalmente una vida de almacenamiento

mayor para la formulacidén L-arginina-HCl CHIR-12.12Z.

Ejemplo 3: Efectos del Tween 80 y Tween 20 en la Minimizacidén de

Agregacidén de Sustancias de Farmacos en Masa CHIR-12.12 de

Almacenamiento Congelado
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El almacenamiento congelado de la sustancia de féarmaco en
masa CHIR-12.12 se prefiere sobre el almacenamiento liquido por
varias razones que incluyen estabilidad de producto incrementado
y vida de almacenamiento, crecimiento microbiano reducide, asi
como también la eliminacidén del transporte durénte formacién de
espuma. Sin embargo, el congelamiento y posterior
descongelamiento pueden inducir tensién en la solucidn de
proteina al introducir interfases de hielo-liquido y gradientes
de concentracién de solutos. Las tensiones pueden desnaturalizar
las proteinas.y conducir a la agregacién y, en el peor de los
casos, la formacidén de particulas visibles o precipitadas. Como
los agregados de proteina se han asociado frecuentemente con la
potencia reducida del farmaco y la inmunogenicidad incrementada,
minimizar la agregacidén al optimizar los componentes de
formulacidén de proteina vy las. condiciones de congelamiento-

descongelamiento son muy criticas.

Los excipientes de formulaci@n, tal como azucares, alcoholes
polihidricos, aminodcidos, y tensoactivos pueden posiblemente
estabilizar proteinas y anticuerpos de la agregacién. En un
estudio de anticuerpo monoclonal, unos pocos azucares comunmente
utilizados, alcoholes polihidrices, y aminodcidos se encuentra
que son mas efectivos que los tensoactivos en reducir la
agregacidon activada por congelamiento—descongelamiento. Sin
embargo, estudios anteriores con CHIR-12.12 muestran que el uso
de un azucar (por ejemplo, trehalosa), un alcohol polihidrico

(por ejemplo, sorbitol), o un aminoacido (por ejemplo, glicina)
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sola no puede reducir significativamente la agregacidén del CHIR-

12.12 durante congelamiento y descongelamiento.

Este estudio se enfoca en lés métodos de formulacidn para
minimizar la agregacidén del CHIR-12.132 durante el congelamiento
y descongelamiento. De esta forma, se evalian varios tensoactivos
con el fin de minimizar la agregacidn inducida por congelamiento-
descongelamiento del CHIR-12.12. Aunque no es probable que el
congelamiento actual de 1la sustancia de farmaco CHIR-12.12
pudiera experimentar multiples ciclos de congelamiento-
descongelamiento segun se evalua en este estudioc, los estudios de
tensién de congelamiento-descongelamiento son evaluaciones del
peor escenario utilizado para predecir el potencial para agregar
el farmaco en masa formulado que debe ocurrir inadvertidamente
durante multiple congelamiento vy descongelamiento durante el

almacenamiento a largo plazo y transporte.
Materiales

Los lotes de DS # UA7870, # TC23-2, # UB 1291, # PD010705A,
y #CD0O83005A de CHIR-12.12 en volumen se utilizan para este
estudio. El Tween 80, Tween 20, Brij 35, y Pluronic F68 se compra
de Sigma, J.T. Baker, Alfa Aesar, y MediaTech Cellgro,
respectivamente. La botella de policarbonato (BC) para
almacenamiento congelado de la sustancia de farmaco CHIR-12.12 se

compra a Nalgene.
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Métodos

Exceptc para las muestras de control, todas las otras
muestras se someten a congelamiento completo a -20° C o -60° C
seguido por descongelamiento completo a temperatura ambiente

durante multiples ciclos.

Se emplean tres métodos analiticos para detectar la proteina
CHIR-12.12 que varia de los mondmeros a agregados visibles. Se
desarrcllan observaciones visuales bajo luz Tendal (M.W.
Technologies, Inc.) para detectar particulas visibles. Se utiliza
el Liquid Particle Counting System (HIAC/Royco) para contar los
agregados subvisibles 2 10 pm y 2 25 upum. Se emplea el Dynamic
Light Scat£ering Analyzer (Malvern Nano Series) para determinar
los dié&metros hidronamicos de lds mondémero y agregados y la

distribucién de tamafo de particula.
Evaluacidén de Particulas Visibles

Las muestras para el estudio de congelamiento-
descongelamiento se preparan de la sustancia de farmaco CHIR-
12.12 lote #UATB70 y lote # TC23-2., Todas 1las muestras se
formulan en 10 mM de citrato de sodio/acido citrico, 150 mM de
NaCl, y sclucién de amortiguador pH 5.5 por didlisis, seguido por
la adicién de porcentajes variantes (0-0.5% p/v) de uno de los
siguientes tensoactivos no idénicos: Tween 80, Tween 20, Brij 35,
y Pluronic F68. Se llenan frascos con cada muestra de 2.5 ml y se
someten a congelamiento durante la noche a -60° C vy

descongelamiente completo a temperatura ambiente durante hasta
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ocho c¢iclos. Las muestras en el tiempo inicial (tiempo 0) vy
después de cada ciclo de congelamiento-descongelamiento se
examinan visualmente para - claridad y precipitados

visibles/agregados.
Conteo de Particulas Sub-Visibles

La sustancia de farmaco CHIR-1.12 1lote # UB 1291 vy #
PD010705A se formulan en la solucién (20 mg/ml CHIR-12.12, 10 mM

de citrato de sodio/acido c¢itrico, 150 mM NaCl, en pH 5.5),

seguido por la adicién de 0-0.5% (p/v) de Tween 80 o Tween 20.
Botellas de policarbonato de 125 cc se llenan con muestras de
alicuotas de 20 ml de la formulacidén y se someten a congelamiento
a -60° C y descongelamiento a temperatura ampiente. Después de
cinco ciclos de congelamiento-descongelamiento, las muestras se
miden para agregados sub-visibles 2 10 pum y 2 25 um utilizando

HIAC-Royco Liquid Particle Counting System.
Andlisis de Dispersién de Luz Dindmica
Antes de y luego de 5 ciclos de congelamiento-

descongelamiento, las formulaciones (20 mg/ml de CHIR-12.12, 10

mM de citrato de sodio/acido citrico, 150 mM de L-arginina-HCl, 5

‘mM de L-metionina, 0-0.2% Tween 20, y pH 5.5) se evalian para

agregados utilizando el Analizador de Dispersién de Luz Dinémica.

La espectroscopia de Dispersién de ©Luz Dindmica (DLS)
calcula el didmetro hidrodinamico de las particulas que incluyen

mondémeros y agregados del coeficiente de difusidén medido de 1las
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particulas utilizando la ecuacidén Stokes-Einstein y se asume gue
el tamano de las particulas es esférico. El numero de especies
agregadas y polidispersidad también se obtiene de los estudios

DLS.
Resultados
Evaluacidén de Particulas Visibles

La Tabla 4 resume los resultados de la observacidén visual.
En el tiempo O, que es antes de iniciar los c¢iclos de
congelamiento-descongelamiento, todas las muestras son
ligeramente opalescentes sin agregados visibles/precipitados.
Después de un ciclo de congelamiento-descongelamiento, unos pocos
agregados/precipitados visibles formados en todas las
formulaciones sin ningun tenscactivo agregado, y en las
formulaciones que contienen 0-0.5% (p/v) de Tween 80, y las
formulaciones que contienen 0-0.1% (p/v) Brij 35 asi como también
en las muestras que contieneﬁ 0-0.5% (p/v) Pluronic F68. Las
muestras que contienen 0.05%-0.5% (p/v) Tween 20 no muestran
ninguin agregado © precipitados a través de los ochos ciclos de
congelamiento-descongelamiento. Esto sugiere que el Tween 20 es
mas efectivo que el Tween 80 en prevenir la formacidén de grandes
agregados 1insolubles de multiples <ciclos de congelamiento-
descongelamiento. E1 Brij 35 y el Pluronic F68 son muchos menos

efectivos que el Tween 80 y el Tween 20.
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Tabla 4. Apariencia Visual del CHIR-12.12 en las formulaciones de

citrato amortiguade con concentraciones variantes de tensoactivo

10

15

20

25

Formulacidén de 20 mg/ml de CHIR-12.12 , 10 mM Citrato/Acido Citrico, 150 mM
NaCl, Tween 80, pH 5.5
Concentracidn
Tween 80 T=0 1XFT* 2XFT 4XFT SXFT 6XFT 8XFT
(p/v)
0% SO S0, unos | 50, ppt 50, ppt 50, ppt SO, ppt 50, ppt
pocos
ppt
0.05% SO 30, unos | 50, unos S0, ppt 50, ppt SO, ppt SO, ppt
pocos |pocos ppt
ppt
0.10% 50 sc 50 30, unos | SO, unos | SO, unos | SO, unos
pocos pocos ppt| poces ppt | pocos ppt
0.20% SO SC le) SO 50, unos | SQ, unos | SO, unos
pocos ppt| pocos ppt | pocos ppt
0.50% SO S0 S0 S0 50, unos SO, unos | $0, unos
pocos ppt| pocos ppt | pocos ppt
Formulacién de 20 mg/ml de CHIR-12.12 , 10 mM Citrato/Acido Citrico, 150 mM
NaCl, Tween 20, pH 5.5
Concentracién
Tween 20 T=0 1XFT* 2XET 4XFT 5XFT BXFET 8XFT
(p/v)
0% SO S50, unos | SO, unos SO, ppt SO, ppt SO, ppt S0, ppt
pocos |pocos ppt
ppt
0.01% 50 S0 50 S50 S0, unos | SO, unos S0, ppt
pocos ppt pocos
ppt
0.05% 50 S0 S0 S0 S0 50 o]
0.10% 50 50 SO S50 S0 SO S0
0.20% S0 50 SO so S0 S0 S0
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0.50% 50 S0 SO S0 SO S0 SO
Formulacién de 20 mg/ml de CHIR-12.12 , 10 mM Citrato/Acido Citrico, 150 mM
NaCl, Brij 35, pH 5.5
[Concentracidny
Brij 35 (p/v)| T=0 1XFT* 2XFT 4XFT S5XET 6XFT BXET
0% 50 S0, ppt SO, ppt 30, ppt SO, ppt 50, ppt S0, ppt
0.01% SO S0, unos | SO, unoé S0, unos | SO, unos SC, unos | SO, unos
pocos ppt| pocos ppt|pocos ppt| pocos ppt| pocos ppt |pocos ppt
0.10% 50 SO, unos | SO, unos| SO, unos | SO, unos SO, unos 50, unos
pocos ppt|pocos ppt|pocos ppt| poces ppt| pocos ppt|pocos ppt
0.20% 50 S0 S0 50 S0 S0, unos | 80, unos
pocos ppt |pocos ppt
0.50% S0 SO S0 50 SO 50, unos SO, unos
pccos ppt | pocos ppt
Formulacién de 20 mg/m}l de CHIR-12.12 , 10 mM Citrato/Acido Citrico, 150 mM
NaCl, Pluronic F68, pH 5.5
Concentracién
Pluronic F68| T=0 1XFT* 2XET 4XFT SXFET 6XFT 8XFT
(p/v}
0% 50 S0, ppt S0, ppt S50, ppt 50, ppt 50, ppt 50, ppt
0.01% S0 50, unos | SO, unos | SO, unos | S50, unos SO, unos | SO, unos
pocos ppt|pocos ppt|pocos ppt| pocos ppt| pocos ppt | poces ppt
0.10% S0 S50, unos | SO, unos SO, unos S50, unos 50, unos SO, unos
pocos ppt|pocos ppt|pocos ppt| pocos ppt| poces ppt | pocos ppt
0.20% SO SO, unos | S0, unos | SO, unos | SO, unos | 80O, unos | 80, unos
pocos ppt| pocos ppt|pocos ppt| pocos ppt| pocos ppt | pocos ppt
0.50% S0 50, unos | SO, unos | S0, unos | SO, uneos S0, unos | SO, unos
pocos ppt|pocos ppt| pocoes ppt| pocos ppt| pocos ppt | pocos ppt
Claves:XFT = no. ciclos de congelamiento-descongelamiento; SO =
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La Tabla 5 muestra los contecs de agregados sub-visibles por

ml de formulaciones amortiguadas de citrato/édcide citrico que
contienen concentraciones variantes de Tween 80. Una tendencia

5 hacia abajo en los conteos de particulas sub-visibles se observa
cuando se incrementa la concentracién de Tween 80; la reduccidn

de los conteos de particulas sub-visibles es modesta cuando se
observa Tween 80 por encima de 0.1% (p/v), lo gue sugiere gue la
concentracién apropiada para el uso del Tween 80 es 0.1-0.2%

10 (p/v).

Tabla 5. Conteos de particulas sub-visibles en las formulaciones
que contienen 20 mg/ml de CHIR-12.12, 10 mM de citrato de
sodio/4cido citrico, 150 mM NaCl y concentraciones variantes (0-

I5 0.2% p/v) de Tween 80 en pH 5.5.

Concentracidn de Conteos de Particulas Sub-Visibles/ml
Tween B0 (p/v) después de 5 Ciclos de Congelamiento-
Descongelamiento
20 > 10 um > 25 um
0% Tween 80 1439 23
0.05% Tween 80 148 3
0.10% Tween 80 44 1
0.20% Tween 80 38 1
25

La Tabla 6 muestra conteos de agregados sub-visibles por ml
de formulaciones amortiguadas de citrato/&cido citrico con o sin
Tween 20. Los conteos de agregados se reducen grandemente con la

adicién de Tween 20 en la formulacidn. Cuando el Tween 20 es de
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0.05% (p/v) y superior, la reduccién en los conteos de agregados
sub-visibles casi alcanza una meseta, lo que sugiere gque la

concentracidén apropiada del Tween 20 es aproximadamente 0.05-0.2%

(p/v).

Tabla 6. Conteos de particulas sub-visibles en las formulaciones

que contienen en 20 mg/ml de CHIR-12.12, 10 mM de citrato de

sodio/acido citrico, 150 mM NaCl, y concentraciones variantes (0-

0.2% p/v) de Tween 20 en pH 5.5.

Concentracidén de Conteos de Particulas Sub-Visibles/ml

Tween 20 (p/v) después de 5 Ciclos de Congelamiento-

Descongelamiento

2 10 um 2 10 um
% Tween 20 1671 41
0.01% Tween 20 46 2
0.05% Tween 20 32 3
0.10% Tween 20 11 1
0.20% Tween 20 25 1

Adicionalmente, las Tablas 5 vy 6 muestran que las

formulaciones que contienen Tween 80 y Tween 20 generan muy pocCcOS

agregados 2 25 um, y la formulacidn que contiene Tween 20 genera

menores agregados 2 10 pum de 1lo que lo hacen las formulaciones

que contienen Tween 80 después de 5 ciclos de congelamiento-

descongelamiento. Los resultados indican que el Tween 20 es més

efectivo que el Tween 80 en minimizar la formacidén de agregadocs
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sub-visibles en la formulacién amortiguada de. citrato/acido

citrico CHIR-12.12.

Basados en los resultados en las Tablas 4, 5, y 6, el Tween
20 representa un excipiente preferido sobre el Tween 80 para
minimizar la formacidén de agregados en las formulaciones CHIR-
12.12. De acuerdo con lo anterior, se conducen estudios
adicionales para Opéimizar adicioﬁalmente las concentraciones de
Tween-20 necesarias para obviar la formacidén de agregados en las
formulaciones CHIR-12.12. Las formulaciones (20 mg/ml CHIR—12.12,
10 mM de citrato de sodio/acido citrico, 150 mM de L-arginina-
HCl, 0-0.2% Tween 20, en pH 5.5) se preparan de la sustancia de
farmaco CHIR-12.12 1lote # CD83005A. Se llenan botellas de
policarbonato de 125 cc con muestras de 20 ml de la formulacidn y
se someten a congelamiento a -20° C vy descongelamiento a
temperatura ambiente. Antes de y luego de 5 «ciclos de
congelamiento-descongelamiento, las muestras de formulacidén se
miden para conteos de particulas sub-visibles utilizando un

contador de particulas liquide HIAC~Roycoc. Los resultados se

resumen en la Tabla 7.



10

15

20

25

143

metionina, 0-0.2% Tween 20, en pH 5.5.

§5

Tabla 7. Conteos de particulas sub-visibles en las formulaciones
contienen 20 mg/ml de CHIR-12.12, 10 Mm de citratc de
sodio/&cido citrico, 150 mM de L-arginina-HCI,

5 mM de L-

Concentracién de Conteos de Conteos de
Tween 20 (p/v) Particulas/ml 2 10| Particulas/ml 2 25
um pm
Antes de | Post 5XFT | Antes de | Post 5XFT
FT FT
0% Tween 20 23 ‘ 169 7 5
0.005% Tween 20 4 24 0 2
0.025% Tween 20 5 6 1 1
0.05% Tween 20 2 S 0 1
0.1% Tween 20 6 7 1 1
0.2% Tween 20 10 64 1 5

*Clave: XFT = no. de ciclos de congelamiento-descongelamiento.
Después de cinco ciclos de congelamiento-descongelamiento,
las muestras se contienen L-arginina-HCl y L-metionina generan

muchos menos agregados que la formulacién sin L-arginina-HCl y L-

metionina, es decir, 169 particulas/ml 2 10 um versus 1439 o 1671

particulas/ml 2 10 pum en la ausencia de Tween 20 (ver Tablas 6 y

7). Sin embargo, hasta que se introduce el Tween 20, la L-

arginina-HCl y L-metionina no reducen significativamente 1los
agregados inducidos por congelamiento-descongelamiento a un nivel
minimo. Esto sugiere que la L-arginina-HCl y L-metionina no son
suficientemente efectivas en minimizar la agregacidén inducida por

el congelamiento-descongelamientc del CHIR-12.12.
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De los datos resumidos en la Tablas 5-7, los conteos de
agregados sub-visibles de las muestras de congelamiento-
descongelamiento que contienen 0.025-0.1% (p/v) Tween 20
permanecen comparables con las muestras respectivas antes del
ciclo de congelamiento-descongelamiento. Esto indica que las
formulaciones gque contienen Tween 20 en combinacidén con 1L-
arginina-HCl y L-metionina geheran agregados sub-visibles
minimos. Asi, el Tween 20 es el excipiente en la formulacidn que
minimiza efectivamente el CHIR-12.12 de generar agregados sub-
visibles durante el <congelamiento y descongelamiento. La
concentracién efectiva de Tween 20 se determina que es 0.025-0.1%

(p/v).
Andlisis de Dispersidn de Luz Dindmica

La Tabla 8 muestra el di&metro hidrodinamicc medio de 1las
particulas, polidispersidad, y porcentaje de intensidad de las
especies de mondémero del CHIR-12.12. El andlisis de dispersidn de
luz dinédmica detecta sélo especies de monémero en todas las
muestras antes de y post cinco ciclos de congelamiente-
descongelamiento, como se muestra por el 100% de intensidad de
las especies de monémero. Esto sugiere que todas las muestras
estédn compuestas principalmente de mondmeros. Después de cince
ciclos de estudios de congelamiento-descongelamiento, unos pocos
agregados (posiblemente dimeros o trimeros) pueden coexistir con
el mondmero en las muestras sin Tween 20 y con 0.005% (p/v) Tween
20, como se muestra por el incremento del didmetro hidrodinémico

y la polidispersidad. Las muestras que contiene 0.025%-0.1% (p/v)
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Tween 20 muestran poco cambio en el didmetro hidrodinémico en los
valores de polidispersidad, lo que indica que ellas permanecen en
los niveles previos de los mondmeros sin formacién apreciable de

agregados.

Tabla 8. Analisis de Dispersidén de Luz Dindmica de CHIR-12.12
antes y después de cinco ciclos de congelamiento-descongelamiento
de la formulacidén que contiene 20 mg/ml de CHIR-12.12, 10 mM de
citrato de sodio/&cido citrico, 150 mM de L-arginina-HCl, 5mM L-

metionina, y concentraciones variantes (0-0.2%) de Tween 20, en

pH 5.5.
Didmetro Polidispersidad % de
Concentracid Hidrodinamico Intensidad de
n de Tween Medio (mm) Especies de
20 (p/v) Mondmero
Antes de| Post Antes de Post |Antes deg| Post
FT 5XFT FT 5XFT T 5XFT
0% Tween 20 12.2 12.4 0.047 0.055 100.0 100.0
0.005% Tween 12.2 12.4 0.045 0.045 100.0 100.0
20
0.025% Tween 12.3 12.4 0.035 0.034 100.0 100.0
20
0.05% Tween 12.3 12.2. 0.035 0.031 100.0 100.0
20
0.1% Tween 12.4 12.4 0.035 0.03%9 100.0 100.0
20
0.2% Tween 12.4 12.2 0.036 0.043 100.0 100.0
20
*Clave: FT = congelamiento-descongelamiento, XFT = no. de cicles

de congelamiento-descongelamiento.
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Basade en la observacién visﬁal, los conteos de particulas
sub—visibles, y el anadlisis de Dispersiéh Dindmico de Luz, 1la
concentracién 6éptima de Tween 20 se determina que es 0.025-0.1%
(p/v) para minimizar el CHIR-12.12 de la agregacién inducida por

congelamiento-descongelamiento.

En resumen, se ha encontrado que el Tween 20 y Tween 80
minimiza la agregacidén del CHIR-12.12 durante el congelamiento y
descongelamiento. Las concentraciones Optimnas del Tween 20 y
Tween 80 son 0.025-0.1% (p/v) y 0.1-0.2 (p/v)%, respectivamente.
E1l Tween 20 es mas efectivo que el Tween 80 ya gue una menor
concentracién de Tween 20 reduce el numero y alcance de la
formacidén de agregados a un menor nivel. Este estudio ha
demostrado que la adicién de una concentracién o6ptima de Tween,
preferiblemente en combinacién con L-arginina-HCl y L-metionina,
permite el almacenamiento de la sustancia medicinal de volumen
CHIR-12.12 amortiguada con citrato/dcido citrico a -20° C o por

debajo sin agregacidén significativa.

Ejemplo 4: Ensayo para Actividad Antagonista de Anticuerpos de

Anti-CD40

Se pueden utilizar los sigulientes ensayos para evaluar la
actividad antagonista de un anticuerpo anti-CD40. Las células B
humanas para estos ensayos se pueden obtener, por ejemplo, por

aislamiento de amigdalas obtenidas de individuos que sufren de

amigdalegtomias, esencialmente como se describe en De Groot et

al. (1990) Lymphokine Research (1990) 9:321. En resumen, el

tejido se dispersa con cuchillas de bisturi, las células
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fagociticas y NK se agotan mediante tratamiento con 5 mM de
metiléster de L-leucina y las células T se remueven mediante un
ciclo de roseta con eritrocitos de oveja (SRBC) tratados con
bromuro de 2-amincetil isotiouronio. La pureza de las
preparaciones del linfocito B fesultante se pueden revisar
mediante etiquetado inmunofluorescente con anti-(CD20) mAb Bl
(Coulter Clone, Hialeah, FA) o© anti-(CD3) mAb OKT3 (Ortho,
Raritan, NJ) y un fragmento FITC-conjugado F(ab’), de anti-(ratdn

Ig) (Zymed, San Francisco, CA), y analisis FACS.

Ensayo de Proliferacidn de Células B

Se cultivan células B (4 x 10' por pozo) en 200 pl IMDM
complementado con 10% de suero de becerro fetal en placas de
microtitulo de 96 pozos de fondo planc. Las células B se
estimulan por la adicidén de anticuerpos anti-(IgM) inmovilizados
(Immunobeads; 5ug/ml; BioRad, Richmond, California). Cuando se
desee, se agrega 100 U/ml de 1IL-2 recombinante. Si las
concentraciones variantes de anticuerpos monoclonales de prueba
(mAbs) se agregan al inicio de los microcultivos y se evalta la
proliferacién en el dia 3 mediante medicidén de la incorporaciédn

de (°H)-timidina después de 18 horas de pulsacién.

Un anticuerpos anti-CD40 antagonista no coestimula
significativamente la proliferacidén de células B humanas en la
presencia de anti-IgM inmovilizado o en la presencia de anti-IgM

inmovilizado e IL-2.
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Ensayo de Proliferacidén de Células B Similares a Banchereau

Para evaluar la capacidad de los anticuerpos monoclcnales
anti-CD40 para estimular la proliferacidén de células B en un
sistema de cultivo andlogo a aquel descrito por Banchereau et al.
(1991) Scieﬁce (1991) 251:70, se utilizan las células
transfectantes 3T6 de ratén que expresan la forma alélica HR de
FcyRII. Las células B (2 x 10" por pozo) se cultivan en
micropozos de fondo plano en la presencia de 1 x 10° células
transfectantes (irradiadas con 5000 Rad) en 200 pl de IMDM
complementado con 10% de suero de becerro fetal y 100U/ml de IL-4
recombinante. Antes de la adicién de las células B, las células
3T6 se les permite adherirse al pléastico de cultivo durante por

lo menos 5 horas. El1 mAb anti-CD40 se agrega en concentraciones

que varian de 15 mg/ml a 2000 ng/ml y se evalua la proliferacidn
de células B mediante medicién de la incorporacidn de timidina en

el dia 7, luego de 18 horas de pulsacidén con timidina [°H].

Inhibicién de Proliferacidén de Células B Estimuladas con S2Cé6

Utilizando Antagonista mAb Anti-CD40.

Los anticuerpos antagonistas anti-CD40 monoclonales (maAb)
también se pueden caracterizar por su capacidad para inhibir la
estimulaciodn deA la proliferacidén de células B mediante un
anticuerpo anti-CD40 tal como S2C6 (también conocido como SGN-14
que se reporta como agonista de la estimulacidén CD40 de
proliferacién de células B normales; Francisco et al. (2000)
Cancer Res. ©60:3225-3231) utilizando el Ensayoc de Proliferacidn

de Células B descrito anteriormente. Las células B de amigdalas
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humanas (4 x 107 por pozo) se cultivan en 200 pl en micropozos en
la presencia de anti-IgM accoplado a glébulos de Sefarosa (5
pg/ml)  y anti-CD40 mAb S2C6 (1.25 pg/ml). Concentraciones
variantes de anti-CD40 mAb de interés se agregan y se evaliua la
incorporacién de [’H]-timidina después de 3 dias. Como un control
anti-(glucurocerebrosidasa) mAb 8E4 se puede agregar en
concentraciones similares. Barneveld et al. (1983) Eur. J.
Biochem. 134:585..Un antagonista de anticuerpo anti-CD40 puede
inhibir la cecestimulacidén del anti-IgM inducida por proliferacidn

de células B humanas por mAb SZC6; por ejemplo, mediante por lo
mencs 75% © mas (es decir, proliferacidn S2C6 estimulada en la
presencia de un antagonista de anticuerpo anti-CD40 que no es
mayor del 25% de aquel observade en la ausencia del antagonista
de anticuerpo anti-CD40). En contraste, no se observaria
inhibicidén significativa con cantidades equivalentes de mAb B8E4
no relevante, dirigida a fB-glucocerebrosidasa. Barneveld et ail.,
supra. Tal un resultado indicaria que el anti-CbD40 mAbs no
suministra sefiales estimuladoras péra la proliferacidén de células
B humanas, pero, por el contrario, puede inhibir 1las sefiales

estimuladoras ejercidas al accionar el CD40 con mab.

Ensayo de Activacidn de Células B con células EL4BS5.

Zublet et al. (1985) J. Immunol. (1985) 134:3662 observo que
un subclon mutante de la linea EL-4 de timoma de ratén, conocido
como EL4B5, puede estimular fuertemente las células B de origen
humano en murino para proliferar y diferenciar dentro de las

células de plasma gque secretan inmunoglobulina in vitro. Esta
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activacidén se encuentra que es independiente de antigeno y no de
MHC restringido. Para estimulacién optima de las células B
humanas, la presencia del sobrenadante de las células T humanas
activas es necesaria paro también ocurre una respuesta de células
B cuando las células EL4B5 se preactivan con forbol-1Z2-miristato
l13-acetato (PMA) o IL-1. Zubler et al. (1987) Immunological
Reviews 99:281; y Zhang et al. (1990) J. Immunol. 144:2955. La
activacién de células B en éste sistema de cultivo es eficiente -
los experimentos de dilucidén limitados han mostrado que la
mayoria de células B humanas se pueden activar para preoliferar y

diferenciar dentro de las células que secretan anticuerpo. Wen et

al. {(1987) EKur. J. Immunol. 17:887.

Las células B (1000 por pozo) se cultivan junto con células
EL4B5 irradiadas (5000 Rad) (5 x 10° por pozo) en placas de
microtitulo de fondo planc en 200 pl de IMDM complementadoc con
10% de suero de becerro fetal inactivado por calor, 5 ng/ml de
forbol-12- miristato 13-acetato (Sigma) y 5% de sobrenadante de
células T humanas. Se agrega mAbs en concentraciones variantes en
el inicio de 1los cultives y la incorporacién de timidina se
evalia en el dia & después de 18 horas de pulsacién con [3H]-
timidina. Para la preparacién del sobrenadante de células T, se
cultivan células T purificadas en una densidad de 10%/ml durante
36 horas en la presencia de 1 pg/ﬁl PHA ylb ng/ml PMA. Wen et al.
(1987) EBur. J. Immunol. (1987) 17:887. Se obtiene el sobrenadante
de células T por centrifugacién se las células y se almacena a -
20 °C. La efectividad de los sobrenadantes de célula T en mejorar
la proliferacidén de las células B humanas en cultivos de células

EL4B5-B se prueba y la mayoria de sobrenadantes efectivos se
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agrupa para uso en los experimentos. Cuy ¢ se evalua el efecto de
un anticuerpo anti-CD40 sobre la proliferacién de células B
humanas EL4B5 inducidas, un anticuerpo monoclonal tal como MOPC-

141 (IgGZb) se puede agregar como un control.

Un antagonista de anticuerpé anti-CD40 puede inhibir la
proliferacién de células B estimuladas por linea celular EL4B5,
por ejemplo, mediante por 1lo menos 75% o méds (es decir,
proliferacién de células B inducidas por EL4B5 en la presencia de
un antagonista de anticuerpo anti-CD40 que no es mayocr del 25% de
aquel observado en la ausencia del anticuerpo anti-CD40
antagonista). En contraste, un anticuerpc de control tal como
MOPC- 141 no tendria efecto significativo sobre la proliferacidn

de células B inducidas por EL4B5.

Ensayo auxiliar de células T humanas para produccidn de

anticuerpo por células B

Un antagonista de anticuerpo anti-CD40 puede funcionar como
un antagonista de la produccién de inmunoglcobulina por las
células B. Se puede probar un anticuerpo anti-CD40 para este tipo
de actividad antagonista al evaluar la capacidad del anticuerpo
para inhibir la produccién de inmunoglobulina por las células B
gue se han estimulado en una forma dependiente del contacto con
células T activas en un ensayo auxiliar de células T. De esta
forma, las placas de cultivo de tejido de 96 pozos se cubren con
una dilucién de 1:500 de fluido de ascitos de anti-CD3 mAb CLB-
T3/3 (CLB, Amsterdam, Holy a). Como coestimulador indicado se

agrega mAb: anti CD2 mAb CLB-TI 1.1/1 y CLB-TL 1.2/1 (CLB,
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Amsterdam, Holy a), ascitos 1: iOOO y anti-CD28 mAb CLB-28/1
(CLB, Amsterdam, Holy a). Posteriormente, se agregan las células
T de amigdalas (irradiadas, 3000 Rad; 105 por pozo), células B de
amigdala (104 por pozo), y rIL-2 (20 U/ml). El volumen final de
cada cultivo celular es 200 ul. Después de ocho dias, las células
se centrifugan, y se cosecha el sobrenadante libre de células. La

concentracidén del IgM e IgG en las muestras (diluidas) se estima

por ELISA como se describid anteriormente.

En una modalidad, 1las células B de amigdala humana
(10°/pozo) se cultivan con células T purificadas irradiadas (3000
rad, 105 /pozo) en placas de 96 pozos, se cubre con anti-CD3 mAb
y con y sin diferentes mAb para coestimular las células T.
Después de ocho dias de cultivo se cosechan los scbrenadantes
para la determinacidn de la produccidén de inmunoglobulina por las
células B. La producciédn de inmunoglobulina por las células B se
evalua mediante el ensayo ELISA descrito anteriormente. El
anticuerpo anti-CD40 de 1interés se agrega en concentraciones

variantes del inicio de los cultivos. Como un control, se puede

agregar mAb MOPC- 141.

Un antagonista de anticuerpo anti-CD40 puede inhibir la
produccién de anticuerpo IgG e IgM de células B estimuladas por
células T humanas de por lo menos 50% o més (es decir, produccidn
de anticuerpoc inducido mediante c¢élulas T por células B en la
presencia de un anticuerpo anti-CD40 antagonista gque no es mayor
del 50% de aquel observado en la ausencia del anticuerpc anti-
CD40 antagonista). En contraste, un anticuerpo de contrel tal

como MOPC- 141 no tendria efecto significativo sobre 1la
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produccién de anticuerpo inducido por células T mediante células

B.
Ensayo ELISA para cuantificacién de inmunoglobulina

Las concentraciones de IgM e IgG humanas se estiman por
ELTSA. Las placas ELISA de 96 pozos se cubre con 4 ug/ml de IgG
anti -humano de ratdn mAb MH 16-01 (CLB, Amsterdam, Holy a} o con
1.2 ug/ml IgM anti-humano mAb 4102 (T ago, Burlingame, CA) en
0.05 M de amortiguador de carbonato (pH = 9.6), mediante
incubacidén durante 16 h 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 lavados las placas se incuban durante 1
h a 37° C con diferentes dilucicnes de las muestras de prueba.
Después de tres lavados, el Ig unido se detecta por incubaciédn
durante 1 h a 37° C con 1 pg/ml de IgG mAb antihumano de ratén
etiquetado con peroxidasa MH 16-01 (CLB) o IgM mAb antihumano de
ratén MH 15-01 (CLB). Las placas se lavan 4 veces y la actividad
de peroxidasa unida se revela por la adicion de O-
fenilenodiamina como un sustrato. El suero estdndar humano (HOOQO,
CLB) se utiliza para establecer una curva estéandar para cada

ensayo.

A% W "

El articulo “un” y “uno” se utiliza aqui para referirse a
uno o mas de (es decir por lo menos uno) el objeto gramatical del
articulo. Por via de ejemplo, “un elemento” significa uno o mas

elementos.
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Todas las publicaciones vy solféitudes de patente mencionéégé
de la especificacidn son indicadoras del nivel de experticio en
la técnica a la que pertenecé la invenciédn. Todas 1las
publicaciones y solicitudes de patente se incorporan agqul como
referencia para el mismo alcance como si cada publicacidédn inicial
o solicitud de patente se indicara especifica e individualmente

para ser incorporada como referencia.

Aungue la anterior invencidén se ha descrito en algun detalle
por via de ilustracidén y ejemplo para propdsito de claridad vy
entendimiento, sera obvio que ciertos cambios y mcdificaciones se
pueden practicar dentro del alcance de las reivindicaciones

adjuntas.
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Archivo de ‘Solicitud

referencia del l internacicnal

agente © No.

solicitante PP028228.0002(325023) PCT/US2007/

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 relacicnado con la pagina 40, linea 5

B. IDENTIFICACION DE Se identifican depdsitos adicionales en
DEPOSITO

Nombre de la Institucién depositaria

American Type Culture Collection

Direccién de Instituciédn depositaria {(que incluye cddigo postal y pais)

10801 University Blwvd..
Manassas, VA 20110-2209 USA

Fecha de Septiembre 17 2003 Namero de PTA-5542
depébsito Acceso

C. INDICACIONES ADICIONALES (dejar en | Esta informacién se continda en
blanco si no aplica)

Pagina 40, linea 5; pAgina 41, linea 2

D. ESTADCS DESIGNADCS PARA LOS CUALES SE HACEN INDICACIONES (si los

indicadores noc 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,

"Nilmero de Acceso de Depésito”

o Solo para uso de la Oficina
Solo para uso de la Oficina receptora
' Internaciocnal
L] Est4 hoja se recibe con la solicitud O Esta hoja se recibe con la
internacional Oficina Internacional en:
Funcionado autorizado Funciconado autorizado
{Firma ilegible)
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Archivo de Solicitud

referencia del internacional

agente o No.

solicitante PP028228.0002 (325023) PCT/US2007/

INDICACIONES RELACIONADAS CON MICROORGANISMOS DEPOSITADOS U OTRO
MATERIAL BICLOGICO

{Regla 13 bis PCT)

A. Las indicaciones hechas adelante se relacionan con los microorganismos

depositados u otros material biolégico relacionado con la pagina 18,

linea 25

B. IDENTIFICACION DE
DEPOSITO

Se identifican depésitos adicionales en

Nombre de la Institucidn depositaria

American Type Culture Collection

Direccién de Instituciédn depositaria

(que incluye cddigo postal y pais)

10801 University Blwvd.
VA 20110-2209 USA

Manassas,

Fecha de Septiembre 17 2003

depésite

_Ndamerco de PTA-5543

Acceso

C. INDICACIONES ADICIONALES

blanco si no aplica)

(dejar en

Esta informacién se continga en

una hoja adicional [

Pagina 40, linea 5; pégina 41,

linea 2; pégina

87, linea 17

D, ESTADOS DESIGNADOS PARA LOS CUALES SE HACEN INDICACICNES (si los

indicadores no son para todos los Estados designados)

E. PRESENTACION PCR SEPARADO DE LAS INDICACIONES (dejar en blanco si no

aplica)

Las indicaciones listadas adelante se prasentaran 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

receptora

a

solicitud internacional

Estd hoja se recibe con la

Funcionado autorizado

(Firma ilegible)

Solo para uso de la Oficina

Internacional

a

Oficina Internacional en:

Est4d hoja se recibe con la

Funcionado autorizado
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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 RECONOCIMIENTC INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE
MICROORGANISMOS PARA LOS PROPOSITOS DE PROCEDIMIENTOS DE PATENTE

FORMA INTERNACIONAL

RECIBIDC 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 Corporaticn
Attn: Karen Van Note
4560 Horfot Street
Emeryville, CA 94608

Depositado en nombre de: Chiron Corporation

Referencia de Identificacidén por el Depositante: Designacién de Depdsito
de Patente

Hibridoma de ratdén 131,2F8.5.9: CMCC#12047 PTA-5542
HIBRIDOMA DE RATON 153.8E2D10D6.12.12:CMCC#12056 PTA-5543
Los depésitos se acompahan por: una descripecién cientifica  una

descripcidén taxonémica propuesta indicada anteriormente. Los depdsitos se
reciben en Septiembre 17, 2003 por esta Autoridad Depositaria Internacional y
se han aceptado.

CONFORME A INSPECCION: X Le informaremcs 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 city o las cepas, y el ATCC se instruye por la
Cficina de Marcas y Patentes de los Estados Unides o el depositante para
liberar dichas cepas.

Si los cultiveos deben morir o se destruyen durante el término efectivo del
depdsito, serd su responsabilidad reemplazarlos con cultivos vivos de los
mismos.

Las cepas se mantendrian durante un periodo de al menos 30 afios a partir de la
fecha de depodsito, o 5 afiocs después de que la maycria de solicitudes recientes
para una muestra, cualquiera que sea es mas grande. Los Estades Unidos y
nmuchos otros paises son signatarics 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 Alexy er
Ref: Registro o Caso No: P20107.001
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REIVINDICACIONES

LO QUE SE REIVINDICA ES:

Una composicidédn farmacéutica liquida estable que comprende:

a) un anticuerpo monoclonal anti-CD40 antagonista como un
componente terapéuticamente <5 profilacticamente activo, en
donde dicho anticuerpo monoclonal es capaz de unirse
especificamente a,un antigenc CD40 de humano expresado sobre
la superficie de de una célula B humana, dicho anticuerpo
monoclonal estd libre de actividad agonista significativa
cuy o se une al antigeno CD40 expresado sobre la superficie

de dicha célula B;

b) una cantidad de arginina en su forma acida (arginina-HC1)
suficiente para hacer que  dicha composicidén sea casi

isotédnica; vy

c) un agente de amortiguacidén para mantener el pH de dicha
composicién dentro de un rango de aproximadamente pH 5.0 a
aproximadamente pH 7.0, en donde dicho agente de

amortiguacidén es un amortiguador de citrato/dcido citrico.

La composicidén de la reivindicacidén 1, en donde dicha
composicidédn tiene una osmolalidad de aproximadamente 240

mmol/kg a aproximadamente 360 mmol/kg.
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La composicién de la reivindicacidn 1, en donde la
concentracién de dicho agente de amortiguacidén es de

aproximadamente 5 mM a aproximadamente 100 mM.

La composicién de la reivindicacién 3, en donde la
concentraciéon de dicho agente de amortiguacién es de

aproximadamente 5 mM a aproximadamente 20 mM.

La composicién de la reivindicacién 4, en donde la
concentracién de dicho agente de amortiguacidén es de

aproximadamente 10 mM.

La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5, en donde dicho agente de amortiguacién es un amortiguador

de citrato de sodio/acido citrico.

La composicién de la reivindicacién 6, en donde dicha

composicidén tiene un pH de aproximadamente pH 5.5.

La composicién de la reivindicacidén 1, en donde dicha
composicién comprende arginina-HC1l en una concentracidén de

aproximadamente 50 mM a aproximadamente 200 mM.

La composicién de 1la reivindicacidén 8, en donde dicha
composicién comprende arginina-HCl en una concentracidén de

aproximadamente 100 mM a aproximadamente 175 mM.
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La composicién de la reivindicacién 9, en donde dicha
composicidén comprende arginina-HCl en una concentracidn de

aproximadamente 150 mM.

La composicidén de la reivindicacidén 8, en donde 1la
concentracién de dicho agente de amortiguacién es de

aproximadamente 5 mM a aproximadamente 20 mM.

La composicién de la reivindicacién 11, en donde dicho
agente de amortiguacidén es un amortiguador de ciltrato de
sodio/acido citrico, y en donde la concentracidén de dicho
agente de amortiguacién es de aproximadamente 10 mM, y dicha

composicidén has a pH de aproximadamente pH 5.5.

La composicién de la reivindicacidén 12, en donde dicha
composicidén comprende arginina-HCl en una concentracidén de

aproximadamente 150 mM.

La composicidén de la reivindicacidén 1, gue comprende

adicionalmente un tensoactivo.

La composicidén de la reivindicacién 14, en donde dicho

tensocactivo es polisorbato 20:

La composicién de la reivindicacidén 15, en donde dicho
tensoactivo es polisorbato 20 en wuna concentracién de

aproximadamente 0.001% a aproximadamente 1.0% (p/v).
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La composicién de la reivindicacién 16, en donde dicha
composicién comprende polisorbato 20 en una concentracidn de

aproximadamente 0.025% a aproximadamente 0.1% (p/v).

La composicidén de la reivindicacién 1 o la reivindicacidn
14, que comprende adicionalmente metionina en una cantidad
suficiente para inhibir 1la oxidacidén de por lo menos un
residuo de aminodcido oxidable en dicho anticuerpo
monoclonal anti-CD40 duranﬁe almacenamiento de dicha

composicidn.

La composicién de la reivindicacién 18, en donde dicha
composicidén comprende metionina en una concentracidén de

aproximadamente 0.5 mM a aproximadamente 20.0 mM.

La composicién de la reivindicacidén 19, en donde dicha
composicidén comprende metionina en una concentracidén de

aproximadamente 1.0 mM a aproximadamente 20.0 mM.

La composicién de 1la reivindicacién 20, en donde dicha
composicién comprende metionina en wuna concentracidén de

aproximadamente 5.0 mM.

La composiciédn de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
21, en donde dicho anticuerpo mcnoclonal anti-CD40

antagonista se selecciona del grupo que consiste de:

a) el anticuerpo monoclonal CHIR-5.9 o CHIR- 12.12;
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b) el anticuerpo monocleonal producido por lineas de células

de hibridoma 5.9 o 12.12;

c) un anticuerpo monoclonal que comprende secuencia de
aminoacido seleccionada del grupo gue consiste de 1la
secuencia mostrada en la SEQ ID NO:6, la secuencia mostrada
en la SEQ ID NO:7, la-secuencia mostrada en la SEQ ID NO:8,
la secuencia mostrada en la SEQ ID NO:6 y SEQ ID NO:7, y la

secuencia mostrada en la SEQ ID NO:6 y SEQ ID NO:8;

d) un anticuerpo monoclonal que comprende la secuencia de
aminodcido seleccionada del grupo gque consiste de la
secuencia mostrada en la SEQ ID NO:2, la secuencia mostrada
en la SEQ ID NO:4, la secuencia mostrada en la SEQ ID NO:5,

la secuencia mostrada en la SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:4, y la

.secuencia mostrada en la SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:5;

e} un anticuerpo monoclonal que tiene la secuencia de
aminodcido codificada por una molécula de &cido nucleico que
comprende una secuencia de nucledtido seleccionada del grupo
que consiste de la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 1, 1la
secuencia mdstrada en la SEQ ID NO:3, vy la secuencia

mostrada en la SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO:3;

f) un anticuerpo meonoclonal gue se une a un eplitopo capaz de

unir el anticuerpo monoclonal producido por lineas de

células de hibridoma 5.9 o 12.12;
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g) un anticuerpo monoclonal gue se une a un epitopo que

comprende los residuos 82-87 de 1la secuencia CD40 humana

mostrada en la SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 12;

h) un anticuerpo monoclonal que se une a un eplitopo que
comprende los residuos 82-89 de 1la secuencia CD40 humana

mostrada en la SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 12;

1) un anticuerpo meonoclonal que compite con el anticuerpo
monoclonal CHIR-5.9 o CHIR-12.12 en un ensayoc de uniédn

competitivo;

j) el anticuerpc monoclonal del item precedente a}) o un
anticuerpo monoclcnal de uno cualguiera de los 1items

precedentes c)-1i), en donde dicho anticuerpo se produce de

forma recombinante; y

k) un anticuerpo monoclonal que es un fragmento de unidn a
antigeno de un anticuerpo monoclonal de uno cualquiera de
los items precedentes a)-j), en donde dicho fragmento
retiene la capacidad de unir especificamente a dicho

antigenc CD40 humano.

23. La composicién de la reivindicacidén 22, en donde dicho
fragmento se selecciona del grupo gque consiste de un
fragmentce Fab, un fragmento F{ab');, un fragmentc Fv, y un

fragmento Fv de cadena sencilla.
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La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
23, en donde dicho anticuezrpo monoclonal anti-Ccb40
antagonista estd presente en dicha composicidn en una
concentracién de aproximadamente 0.1 mg/ml a aproximadamente

50.0 mg/ml.

La composicién de la reivindicacién 24, en donde dicho
anticuerpo monoclonal anti-CD40 antagonista esta presente en
dicha composicidén en una concentracién de aproximadamente

1.0 mg/ml a aproximadamente 35.0 mg/ml.

La composicién de la reivindicacién 25, en donde dicho
anticuerpo monoclonal anti-CD40 antagonista estd presente en
dicha composicién en una concentracién de aproximadamente

10.0 mg/ml a aproximadamente 35.0 mg/ml.

La composicién de la reivindicacidén 1, en donde dicha

composicién es estable en una temperatura de aproximadamente

2° C a aproximadamente B8° C durante un periodo de por 1lo

mencs 18 meses.

La compesicidén de la reivindicacién 1, en donde dicha
composicién es estable en aproximadamente 25° C durante un

pericdo de por lo menos 3 meses.

Una composicién farmacéutica liquida estable que comprende
un anticuerpo monocclonal anti-CD40 antagonista comoc un
componente terapéuticamente ¢ profilacticamente active, la

arginina en su forma acida {arginina-HC1) en una
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concentracién de aproximadamente 50 mM a aproximadamente 200
mM, y un agente de amortiguécién para mantener el pH de
dicha composicidén dentro de un rango de aproximadamente pH
5.0 a aproximadamente pH 7.0, en donde dicho agente de
amortiguacién es amortiguador de citrato de sodio/acido
citrico en una concentracién de aproximadamente 5 mM a
aproximadamente 20 mM, en donde dichco anticuerpo monoclonal

anti-CD40 antagonista se selecciona del grupo que consiste

de:
a) el anticuerpo monoclonal CHIR-5.9 o CHIR- 12.12;

b) el anticuerpo monoclonal producido por lineas de células

de hibridoma 5.9 o 12.12;

c) un anticuerpo monoclonal gue comprende una secuencia de
aminoacido seleccionada del grupo que consiste de la
secuencia mostrada en la SEQ ID NO:6, la secuencia mostrada
en la SEQ ID NO:7, la secuencia mostrada en la SEQ ID NO:8,
la secuencia mostrada en la SEQ ID NO:6 y SEQ ID NO:7, y la

secuencia mestrada en la SEQ ID NO:6 y SEQ ID NO:8;

d} un anticuerpo monoclonal que comprende una secuencia de
aminoacido seleccionada del grupo que consiste de 1la
secuencia mostrada en la SEQ ID NO:2, la secuencia mostrada
en la SEQ ID NO:4, la secuencia mostrada en la SEQ ID NO:5,
la secuencia mostrada en la SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:4, y la

secuencia mostrada en la SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:b;
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e) un anticuerpo monoclonal gque tiene secuencia de
aminoacido codificada por una molécula de acido nucleico que
comprende una secuencia de nucledtido seleccionada del grupo
que consiste de la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 1, 1la

secuencia mostrada en la SEQ ID NO:3, vy la secuencia

mostrada en la SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO:3;

f) un anticuerpo monoclonal que se une a un epitopo capaz de
unir el anticuerpo monoclonal producido por 1lineas de

células de hibridoma 5.9 o 12.12;

g) un anticuerpc monoclonal que se une a un epitopo gque
comprende los residuos 82-87 de la secuencia Cb40 humana

mostrada en la SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 12;

h) un anticuerpo monoclonal gue se une a un epitopo que
comprende los residuos 82-89 de la secuencia CD40 humana

mostrada en la SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 12;

i) un anticuerpo monoclonal que compite con el anticuerpo
monoclonal CHIR-5.9 o CHIR-12.12 en un ensayo de unién

competitivo;

j) el anticuerpo monoclonal del item precedente a) o un
anticuerpo monoclonal de uno cualquiera de los 1items
precedentes c¢)-i), en donde dicho anticuerpo se produce de

forma recombinante; vy
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k) un anticuerpo monoclonal que es un fragmento de unidén a
antigeno de un anticuerpo monoclonal de uno cualquiera de
los items precedentes a)-j}), en donde dicho fragmento
retiene la capacidad de unir especificamente a dicho

antigeno CD40 humano.

La composicidén de 1la reivindicacién 29, en donde dicho
fragmento se selecciona del grupo gque consiste de un
fragmento Fab, un fragmento F(ab’);, un fragmento Fv, y un

fragmento Fv de cadena sencilla.

La composicién de la reivindicacidén 29, en donde dicha
composicidén comprende arginina-HCl en una concentracidn de
aproximadamente 150 mM, y el agente dé amortiguacidén es
citrato de sodio/acido citrico en wuna concentracidén de
aproximadamente 5 mM a aproximadamente 20 mM, en donde dicha
composicidn has a pH de aproximadamente 5.0 a
aproximadamente 6.0 y una osmolalidad de aproximadamente 250

mmol/kg a aproximadamente 330 mmol/kg.

La composicién de la reiviﬁdicacién 29, en donde dicha
composicidén comprende adicionalmente metionina, polisorbato
20, o metionina y polisorbato 20, en donde dicha metionina
cuy © estd presente estd presente en dicha composicidn en
una concentracidn de aproximadamente 0.5 mM a
aproximadamente 20.0 mM, y en donde dicho polisorbato 20 cuy
0 estd presente estd presente en dicha composicidén en una
concentracién de aproximadamente 0.025% a aproximadamente

0.1 % (p/v).
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La composiciédn de una cualquiera de las reivindicaciones 29
a 32, en donde dicho anticuerpo monoclonal anti-CD40
antagonista est& presente en dicha composicidén en una
concentracién de aproximadamente 10.0 mg/ml a

aproximadamente 35.0 mg/ml.

La composicién de la reivindicacién 33, en donde dicho
anticuerpo monoclonal anti-CD40 antagonista es el adticuerpo

monoclonal CHIR-5.9 o CHIR-12.12.

Un métodeo para tratar un sujeto gque tiene un cancer o
afeccién premaligna que se "asocia con Las células que
expresan CDA40, dicho método comprende administrar wuna
cantidad terapéuticamente efectiva de la composicién
farmacéutica de acuerdo con  una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 34.

El método de la reivindicacidén 35, en donde dicho cancer se

caracteriza por crecimiento neoplésico de células B.

El método de la reivindicacién 36, en donde dichc cancer se
selecciona del grupo que consiste de linfoma no Hodgkin,
leucemia linfocitica crénica, mieloma multiple, linfoma de
células B, linfoma de c¢élulas B grado alto, linfoma de
células B grado intermedio, linfoma de células B grado bajo,
leucemia linfobléastica aguda de células B, enfermedad de
Hodgkin, plasmacitoma, linfoma folicular, linfoma folicular

clivado pequefio, linfoma folicular de células grandes,
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linfoma clivado pequefio mezclado folicular, linfoma de
células clivada pequeifia difusé, linfoma linfocitico pequernio
difusa, leucemia linfocitica, linfoma limfoplasmacitica,
linfoma de =zona marginal, linfoma de tejidol linfoide
asociado con mucosa, linfoma de célula B monocitoide,
linfoma de vaso, leucemia de blastocito, linfoma de célula
grande difusa, linfoma de célula B grande mediastinal,
granulomatosis linfomatoide, linfomatosis  intravascular,
linfoma de células mezclada difusa, linfoma de célula grande
difusa, linfoma inmunobléstice, linfoma de Burkitt, linfoma
relacionade c¢on SIDA, Macroglobulinemia de Waldenstrom,

linfoma de célula de manto, y enfermedad de cadena pesada.

El método de la reivindicacidén 35, en donde dicho céncer es

no es una malignidad hematoldgica de célula B.

El método de la reivindicacidén 38, en donde dicha malignidad
se selecciona del grupo que consiste de Ileucemias aguas,
leucemias mieloblasticas, leucemias mielociticas, leucemia
promielociticas, leucemia mielomonoccitica, leucemia
monocitica, eritroleucemia, leucemia mielocitica leucemia

crbénica, y vera policitemia.

El métode de la reivindicacidédn 35, en donde dicho céancer es
un tumor sélido que comprende células neoplasicas que

expresan el antigeno CD40.

El métode de la reivindicacién 40, en donde dicho tumor

s6lido se selecciona del grupo que consiste de carcinoma de
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pulmén, carcinoma de mama, carcinoma de ovario, carcinoma de
piel, carcinoma de colon, carcinoma de vejiga urinaria,
carcinoma de higado, carcinoma gastrico, carcinoma de
préstata, carcinoma de célula renal, carcinoma nasofaringeo,
carcinoma de célula escamosa, carcinoma papilar tiroide,

carcinoma cervical, y sarcomas.

El método de la reivindicacidn 35, en donde dicha afeccidn
premaligna es gamopatia monoclonal de significancia no

determinada (MGUS).

Un método para tratar un sujeto que tiene una enfermedad
inflamatoria o enfermedad autoimune gue se asocia con las
células que expresan CD40, dicho método comprende
administrar wuna .cantidad terapéuticamente efectiva de una
composicidén farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 34.

El método de la reivindicacidn 43, en donde dicha enfermedad
inflamatoria o enfermedad autoinmune se selecciona del grupo
que consiste de 1lupus eritematoso sistémico (SLE), lupus
discoide, 1lupus nefritis, sarcoidosis, artritis Jjuvenil,
artritis reumatoide, artritis soridtica, sindrome de Reiter,
espondilitis anquilosante, artritis gotosa, rechazo de un
trasplante de tejido u organo, enfermedad de 1injerto vs.
Anfitrién, esclerosis mualtiple, sindrome de  hiper IgE,
poliarteritis nodosa, cirrosis biliar primaria, enfermedad
inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn, celiaquia

(enteropatia sensible al gluten), hepatitis autoinmune,
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anemia perniciosa, anemia hemolitica autoinmune, scoriasis,

escleroderma, miastenia gravis, purpura trombocitopénica
autoinmune, tiroiditis autoinmune, enfermedad de Grave,
tiroiditis de Hashimoto, enfermedad compleja inmune,

sindrome de disfuncidén inmune de fatiga crénica (CFIDS),
polimiositis y dermatomiositis, crioglobulinemia,
trombolisis, cardiomiopatia, pemphigus wvulgaris, fibrosis
intersticial pulmonar, sarcoidosis, diabetes mellitus Tipo I
y Tipo II diabetes, hipersensibilidad tipo 1, 2, 3, y 4 de

tipo retardada, alergia - o trastornos alérgicos, asma,

sindrome de Churg-Strauss (granulomatosis alérgica),
dermatitis atdpica, dermatitis de contacto alérgica e
irritante, urticaria, alergia mediada por IgE,
aterosclerosis, vasculitis,. miopatias inflamatorias

idiopaticas, enfermedad hemolitica, enfermedad de Alzheimer,

y polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica.

Un método para incrementar la estabilidad de un anticuerpo
monoclonal anti-CbD40 en una composicidn farmacéutica
liquida, dicho método comprende formular dicha composicidn
al combinar dicho anticuerpo monoclonal anti-CD40, una
cantidad suficiente de arginina-HCl para producir que dicha
composiciédn sea casi isotdénica, y un agente de amortiguaciédn
para mantener el pH de dicha composiciédn entre
aproximadamente pH 5.0 y aproximadamente pH 7.0, en donde
dicho agente de amortiguacidén es un amortiguadcor de

citrato/adcido citrico.
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Un método para preparar una composicidén farmacéutica liquida
que comprende un anticuerpoc monoclonal anti-CD40, dicho
método comprende formular dicha composicidén al combinar
dicho anticuerpo monoclonal .anti—CD40, una cantidad de
arginina en su forma acida (argininé-HCl) suficiente para
hacer producir que dicha composicidén sea casi 1isotédnica, vy
un agente de amortiguacidn para mantener el pH de dicha
composicién entre aproximadamente pH 5.0 y aproximadamente
pH 7.0, en donde dicho agente de amortiguacidn es un

amortiguador de citrato/&cido citrico.

Fl método de 1la reivindicacidén 45 o 46, en donde dicha
composicidén tiene una osmolalidad de aproximadamente 240

mmol/kg a aproximadamente 360 mmol/kg.

El método de 1la reivindicacién 45 o 46, en donde la
concentracidén de dicho agente de amortiguacidén es de
aproximadamente 5 mM a aproximadamente 100 mM, y
aproximadamente 50 mM a aproximadamente 200 mM de arginina-
HCl se combina con dicho anticuerpo monoclonal anti-CD40 vy

dicho agente de amortiguacidn.

El método de la reivindicacidén 48, en donde la concentracién
de dicho agente de amortiguacidén es de aproximadamente 5 mM
a aproximadamente 20 mM, vy aproximadamente 100 mM a
aproximadamente 175 mM de arginina- HCl se combina con dicho
anticuerpo monoclonal anti-CD40 y dicho agente de

amortiguacién.



10

15

20

25

50.

51.

52.

53.

54.

ﬂ,)97
173 i)

El método de la reivindicacién'49, en donde la concentracién
de dicho agente de amortiguacidén es de aproximadamente 10

mM, y aproximadamente 150 mM de arginina-HCl se combina con

" dicho anticuerpo monoclonal anti- CD40 y dicho agente de

amortiguacidn.
El método de una cualquiera de las reivindicaciones 45 a 50,
en donde dicho agente de amortigquacidn es un amortiguador de

cltrato de sodio/acido citrico.

El método de 1la reivindicacidén 51, en donde dicha

compesicion tiene un pH de aproximadamente pH 5.5.

El método de 1la reivindicacidén 45 o 46, en donde dicha

composicién se formula para comprender adicionalmente

metionina, polisorbato 20, o metionina y polisorbato 20, en
donde dicha metionina cuy o estd presente estéd presente en
dicha composicidén en una concentracidén de aproximadamente
0.5 mM a aproximadamente 20.0 mM, vy en donde dicho
polisorbato 20 cuy o estd presente estd presente en dicha
composicién en una concentracidén de aproximadamente 0.025% a

aproximadamente 0.1 % (p/v).

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 45 a 53,

en donde dicho anticuerpo monoclonal anti-CD40 antagonista

se selecciona del grupo gque consiste de:

a) el anticuerpo monoclonal CHIR-5.9 o CHIR-12.12;
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b) el anticuerpo monoclonal producido por lineas de células

de hibridoma 5.9 o 12.12;

¢) un anticuerpo monoclonal gue comprende una secuencia de
aminoacido seleccionada del grupo dque consiste de la
secuencia mostrada en la SEQ ID NO:6, la secuencia mostrada
en la SEQ ID NO:7, la secuencia mostrada en la SEQ ID NO:8,
la secuencia mostrada en la SEQ ID NO:6 y SEQ ID NO:7, y la

secuencia mostrada en la SEQ ID NO:6 y SEQ ID NO:8;

d) un anticuerpc monoclonal que comprende secuencia de
aminoéacido éeleccionada del grupo gque consiste de 1la
secuencia mostrada en la SEQ ID NO:2, la secuencia mostrada
en la SEQ ID NO:4, la secuencia mostrada en la SEQ ID NO:5,
la secuencia mostrada en la SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:4, y la

secuencia mostrada en la SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:5;

e) un anticuerpo monoclonal que tiene una secuencia de
aminoacido codificada por una molécula de &cido nucleico que
comprende una secuencia de nucledtido seleccionada del grupo
que consiste de la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 1, 1la
secuencia mostrada en la SEQ ID NO:3, y la secuencia

mostrada en la SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO:3;

f) un anticuerpo monoclonal que se une a un epitopo capaz de
unir el anticuerpo monocleonal producide por lineas de

células de hibridoma 5.9 o 12.12;

n
n
Tn

&
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g) un anticuerpo monoclonal gue se une a un epltopoc que
comprende los residuos 82-87 de la secuencia CD40 humana

mostrada en la SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 12;

h) un anticuerpo monoclonal qde se une a un epitopo gue
comprende los residuos 82-89 de la secuencia CD40 humana

mostrada en la SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 12;

i) un anticuerpo monoclonal que compite con el anticuerpo
monoclonal CHIR-5.9 o CHIR-12.12 en un ensayo de unidn

competitivo;

j) el anticuerpo monoclonal del item precedente a) © un
anticuerpo monoclcnal de uno cualguiera de los items
precedentes c¢)-1), en donde dicho anticuerpo se produce de

forma reccombinante; vy

k) un anticuerpo monoclonal que .es un fragmento de unidén a
antigenc de un anticuerpc monoclonal de uno cualquiera de
los items precédentes a)-j), en donde dicho fragmento
retiene 1la capacidad de unir especificamente a dicho

antigeno CD40 humano.

El método de la reivindicacidén 54, en donde dicho fragmento
se selecciona del grupo que consiste de un fragmento Fab, un
fragmento F({(ab’)z, un fragmento Fv, y un fragmento Fv de

cadena sencilla.

7
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El método de una cualguiera de las reivindicaciones 45 a 55,
en donde. dicho anticuerpo monoclonal anti-CD40 antagonista
est4 presente en dicha composicién en una concentracidén de

aproximadamente 0.1 mg/ml a aproximadamente 50.0 mg/ml.

El método de la reivindicacidén 56, en donde dicho anticuerpo
monoclonal anti-CD40 antagonista estd presente en dicha
composicién en una concentracién de aproximadamente 10.0

mg/ml a aproximadamente 35.0 mg/ml.

Una composicidén farmacéutica liquida estable gue comprende
el anticuerpo monoclonal CHIR-12.12 o CHIR-5.9, o fragmentos
de unidén a antigeno de = este, como un componente
terapéuticamente o profildcticamente activo, la arginina en
su forma Acida (arginina-HCl) en wuna concentracién de
aproximadamente 50 mM a aproximadamente 200 mM, y un agente
de amortiguacidén para mantener el pH de dicha composiciédn
dentro de un rango de aproximadamente pH 5.0 a
aproximadamente pH 7.0, en donde dicho agente de
amortiguacién es amortiguador de citrato de sodio/&cido
citrico en una concentracidén de aproximadamente 5 mM a

aproximadamente 20 mM.

Un método para tratar un sujeto que tiene un cancer o
afeccidén premaligna que se asocia con las células que
expresan (CD40, dicho método comprende administrar una
cantidad terapéuticamente efectiva de la composicién

farmacéutica de la reivindicacion 58.
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Un método para tratar un sujeto gque tiene una enfermedad
inflamatoria o enfermedad autcinmune que se asocia con las
células que expresan cD4o0, dicho método comprende
administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de la

composiciédn farmacéutica de la reivindicacidn 58.

Un método para incrementar las estabilidad del anticuerpo
monoclonal CHIR- 12.12 o CHIR-5.9, o fragmento de unidén a
antigeno de este, en una composicidén farmacéutica liquida,
dicho método comprende formular dicha c¢omposicién al
combinar dicho anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a
antigeno de este con aproximadamente 50 mM a aproximadamente
200 mM de arginina en su forma &cida (arginina-HCl) y un
agente de amortiguaciédn pafa mantener el pH de dicha
composicidén entre aproximadamente pH 5.0 y aproximadamente
pH 7.0, en donde dicho agente de amortiguacidén es
amortiguador de citrato de sodico/4cido citrico en una
concentracién de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 20

mM.

Un método para preparar una composicidédn farmacéutica ligquida
que comprende el anticuerpo monoclonal CHIR-12.12 o CHIR-
5.9, o fragﬁento de unidén a antigeno de este, dicho método
comprende formular dicha composicién al combinar dicho
anticuerpo monoclonal o fragmento de unidén a antigeno de
este con aproximadamente 50 mM a aproximadamente 200 mM de
arginina en su forma A&cida (arginina-HCl) y un agente de
amortiguacidén para mantener el pH de dicha composicidn entre

aproximadamente pH 5.0 y aproximadamente pH 7.0, en donde

2

>
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dicho agente de amortiguacién es amortiguador de citrato de
sodio/acido citrico en una concentracién de aproximadamente

5 mM a aproximadamente 20 mM.
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COMPOSICIONES FARMACEUTICAS DE ANTICUERPO ANTAGONISTA ANTI-CD40

RESUMEN

Se suministran composiciones farmacéuticas liquidas estables que
comprenden un anticuerpo antagonista anti-CD40 como un componente
terapéutica o profildcticamente activo y métodos u0tiles en su
preparacién. Estas composiciones comprenden el anticuerpoc
antagonista CDR40, un agente amortiguador para mantener el pH de
la composicidn entre aproximadamente pH 5.0 y aproximadamente pH
7.0, y una cantidad de arginina HC1 suficiente para hacer la
composicidén liguida aproximadamente isotédnica. Las composiciones
farmacéuticas que contienen el anticuerpo antagonista anti-CD40
liguidas estables de la invencidn encuentran uso en métodos para
tratar enfermedades proliferativas y enfermedades que tienen un

componente autoinmune y/o inflamatorio.

nn_,)

87



1/16

% Monomero

100

98 |

92 -

90 -

% de Monomero en CHIR-12.12 a 25°C
mediante SEC-HPLC

pesxrnsanse e . aneeans ST T L LTI TEEN ia -{ i 0
i ] B HO9m
3 18 23
g £ BaEE . P B
] 2l B W Bom
if *,,% 45 {W5m
K3 é‘w e«'f}
Y % i
i £l CYE
'.\g !é& s-% i
X 2 40 Bt d !
.38 0:‘:; "f@;:g H
% 441 o
i e 225
4 e HE
1 & e Bk
pis & i3]
£ o e
b n""‘: 'ﬁ‘.ﬁ
R Bl <t
*Ne -k Free
£5: o50s ‘o5
2% 3Gt el
%3 ey 1t H
P $iie . H
v v d
Succinato, Citrato,NaCl, Acetato, Fos,NaCl,

NacCl, 0.1%Tw80 Nacl, 0.1%TwB0
0.1%Tw80 0.1%Tw80

Amortiguador

FIGURA 1

nn,)



2/16

% Agregados

1.07
0.8+
O-BA .
0.4

0.2

% de agregados en CHIR-12.12
a 25°C mediante SEC-HPLC

T T T T TR T TS R T P R Ty Py O PO T TP O L PP AP T T TR prpe vy
N

0.0

T i mms i 3

3% I o 51
54 134 i 3
{8 §iz§ i§ 33
i L 3 £t
et 8y 03 vy
e if oo §rn4
5 idg 1 ¥
=l e i3] S

Succinato, Citrato,NaCl, Acetato, Fosfato,

NaCl, 0.1%Tw80 NaCli,
0.1%Tw80 0.1%Tw80

Amortiguador

NaCl
0.1%Tw80

FIGURA 2



3/16

% Fragmento

% dec Fragmentos en CHIR-12.12
a 25°C'mediante SEC-HPLC

O = N W &

Succinato, Citrate,NaCl, Acetato, Fosfato,
NaCl, 0.1%Tw80 NacCl, NaCt
0.1%Twa0 0.1%TwB0  0.1%Tw80

Amortignador

FIGURA 3

f.ln,)



4/16

% Mondémero

a9 -

% de Monomero en CHIR-12.12
a 40°C mediante SEC-HPLC

f]

ot
i
b
¥
£
aiE
T
EE
&
L§

a2 A A

o)

b ¥ BRI BRI

el A A AV e

Succinato,
NaCl,
0.1%TwB0

Citrato, Acelato, Fosfato,
NaCl, NaCl, NaCl
0.1%Tw80 0.1%Tws0  0.1%Tw80

Amortiguador

D=0
3m
Ms5m

FIGURA 4



5/16

% Agregados

% de Agregados en CHIR-12.12
a 40°C mediante SEC-HPLC

=0
DO3m
W5
¥ e
Succinato, Citrato, Acetato, Fosfato,
NaCl, NaCl, NaCl, NaCl

0.1%Tw80 0.1%Tw80 0.1%Tw80  0.1%Tw80

Amortiguador

FIGURA 5



% Fragmentos

-

o
3

o

6/16

ST L 7 G O R B R+ o ek ey s et

% de Fragmentos en CHIR-12.12
a 40°C mediante SEC-HPLC

B R

T

Bi=0
O2m
B5m

Succinato, Citrato,
NaCl, NaCl,
0.1%Tw80 0.1%Tw80

Amorliguador

FIGURA 6




Cp(cal/C)

716

—a— : NaCl
—o— : Arginina-HCl

T Y T M v i
08 70 72 74 70
Temperatura (°C)

FIGURA 7

%

B0



nngo

8/16

% de Mondmero en CHIR-12.12

a 25°C mediante SEC-HPLC

OIOWIOUON

%

92

0.1%Tw80

Citrato, Arg,

0.1%Tw80

Citrato, NaCl

Amortiguador

FIGURA 8



AHOQU

9/16

0.8 g ke uehadsasaseyaeananfunes s Eae b hLEad Ko as KR SRR S 4R LRARE A1 SeN L At 8 AR ok s nen 40 aran

06 -

0.4 -

% Agregados

0.2 4

% de Agregados en CHIR-12.12
a 25°C mediante SEC-HPLC

QT=0
C2m
Zdm
i {8Bm

1

6.0

Citrato, Arg, 0.1%Tw80

Citrato, NaCl, 0.1%Tw80
Amortignador

L

FIGURA9



10/16 ’

% Fragmentos

% de Fragmento en CHIR-12.12
a 25°C mediante SEC-HPLC

e

Citrato, NaCl, 0.1%Tw80 Citrato, Arg, 0.1%Tw80

Amortiguador

gZam
gmom

[

FIGURA 10



% Monomeros

100

=
=

45

11/16

s S SRV P CUP QU TIPS

% de Mondmero en CHIR-12.12
a 40°C mediante SEC-HPLC

TETn

CETS

e

L Y g

GEEE

Citrato, NaCl, 0.1%Tw80 Citrato, Arg, 0.1%Tw80

Amortiguador

Ot=0
02m

@4 m

FIGURA 11

<D
o}



12/16

v s rn A XA - - 3y e

% Agregados

% dc Agregados cn CHIR-12.12
a 40°C mediante SEC-HPLC

Citrato, Arg, 0.1%Tw80

Citrato, NaCl, 0.1%Tw80

Amortiguador

o e by

01=0 i
82m
A4m

FIGURA 12

nna
9



%

(>

nnaq,

13/16

% de Fragmentos en CHIR-12.12

a 40°C mediante SEC-HPLC

10 .

[+ o

sojuouIger o4

0.1%Tw80

, Arg,

Citrato

, NaCl, 0.1%Tw80

Citrato

Amortiguador

FIGURA 13



oy

% Pureza

70

50 -

40

14/16

S S P

% de Pureza
a 25°C mediante CIEX-HPLC

PP O R Rt TN d a daa s heh ae th e s e THBAN DY Ba B AR el KRR THS a2 PR re PR A (e NI LA N RO VL eNE e e b e

2ok
b

73ed

Citrato, NaCl, 0.1%Tw80 Citrate, Arg, 0.1%Tw80

Amortiguador

T

FETSrep

YT

e

IS PO

FIGURA 14




e

% Variantes Acidicas

A
(== g

-
©

(]
o

10 -

15/16

B LS TN S TICIE AP P

% de Variantes Acidicas en CHIR-12.12
a 25°C mediante CIEX-HPLC

§ st o
HoT=0
H

H

HE 2m

«

Citrato, NaCl, 0.1%Tw80 Citrato, Arg, 0.1%Tw80

Amortiguador

FIGURA 15



16/16

20

% Varian_tgs Basicas
[42]

10

% de Variantes Basicas
a 25°C mediante CIEX-HPLC

B T e o PR VU R R A PP A P

o T=0
aam

B4m
BEm

Citrato, NaCl, 0.1%Tw80 Citrato, Arg, 0.1%Tw80

Amortiguador

FIGURA 16

Nnn oy _



<110>

<120>
<130>

<150~
<151>

<160>
<170>

SEQLISTPP028228 0002(325023).TXT

Lu, Xiaofeng

Chen, Bao-Lu
Araya, Kidisti
Okhamafe, Augustus

<210> 1

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<221>
<222>

720
DNA
Artificial sequence

LISTADO DE SECUENCIAS

anti-Co40 antibody

<400>" 1

atg
Met
1

gga
Gly

gtc
val

ctc
Leu

cca
Pro
65

tce
Ser

aca
Thr

tgc
Cys

gt
va

gcy
Ala

tce
ser

acc
Thr

ctg
Leu
5¢

4"
&y

ctg
Leu

atg
Met

gat
ASp
130

cDs
...

ctc
Leu

agt
ser

cct
pro
35

tat
Tyr

cag
GIn

gtc
val

aaa
Lys

caa
Gln
115

atc
Ile

(7202

cct
Pro

9?9
°2

oty

agt
ser

tct
ser

cct
Pro

atc
Ile
100

gct
Ala

aga
Arg

gct
Ala
5

gat
Asp

gag
Glu

aat
Asn

cca
Pro

0ac
Asp
85

agc
Ser

cga
Arg

cga
APrg

ca
&in

att
Ile

cCcqg
Pro

&ty

cag
GIn
70

agg
Arg

aga
Arg

caa
Gln

act
Thr

ctc
leu

gt
va

gcc
Ala

tac
Tyr
55

gtc
val

ttc
Phe

gt
va

act.

Thr

gt
va
135

cty

999

LQU\G y

atg
Met

tcC
Ser
40

aac
Asn

ctg
Leu

agt
ser

gag
Glu

cca
Pro
120

gct
Ala

)

act
Thr
25

atc
Ile

tat
Tyr

atc
Ile

ety

gct
Ala
105

ttc
Phe

gca
Ala

FastSEQ for windows version 4.0

ctg
Leu
10

cag
GIn

tcc
Ser

ttg
Leu

tct
ser
agt
Ser

90

gag
Glu

act
Thr

cca
Pro

Page 1

Coding sequence for light chain of 12.

cta
Leu

tct
ser

tgc
Cys

gat
Asp

ttg
Leu
75

Sy

gat
ASp

ttc
Phe

tct
Ser

12 human

atg
Metr

cCa
Pro

agg
Arg

$99
rp
60

&y

tca
Ser

gtt
val

&ty

gtc
val
140

ctc
Leu

ctc

‘Leu

tce
Ser
45

tac
TYr

tct
Ser

&ty

&ty

cct
Pro
125

ttc
Phe

tgg
Trp

tcc
Ser
30

agt
Ser

ctg

‘Leu

aat
AsSn

aca
Thr

gtt
val
110

&5

atc
Ile

gtc
val
15

ctg
Leu

cag
GIn

ca
SE:

cgg
Arg

gat
Asp
95

tat
Tyr

acc
Thr

ttc
Phe

tct
Ser

acc
Thr

agc
Ser

aag
Lys

gcc
Ala
80

ttt
Phe

tac
Tyr

aaa
Lys

ccg
Pro

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS DE ANTICUERPO ANTAGONISTA ANTI-CD40
PP028228.0002 (325023)

60/794,011
2006-04-21

12

48

96

144

192

240

Z88

336

384

432



<110>

<120>
<130>

. <150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<221>
<222>

<400>

SEQLISTPP028228 0002(325023).TXT

SEQUENCE LISTING
Lu, Xiaofeng
Chen, Bao-Lu
Araya, Kidisti
okhamafe, Augustus

Antagonist Anti-CD40 Antibody Pharmaceutical Compositions
PP028228.0002 (325023)

60/794,011

2006-04-21

12

FastSEQ for windows version 4.0
1

720

DNA

Artificial sequence

Coding sequence for Tlight chain of 12.12 human
anti-cp40 antibody

CDS
(D...720)

1

atg gCcg CIC CCt gCct cag Ctc ctg g?g ctg cta atg ctc tgg gtc tct 48
Gly

Met Ala Leu Pro Ala Glh Leu Leu

1

Leu Leu Met Leu Trp val Ser
5 10 15

g?a tce agt g?g gat att gtg atg act cag tct cca ctc tcc ctg acc 96
Gly Gly

Ser Ser

Asp Ile val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Thr
20 ‘ 25 ‘ 30

gtc acc cct g?a gag ccg gcc tcc atc tcc tgc agg tcc agt cag agc 144
Gly

val Thr Pro

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser GIn Ser
35 . 40 45

Cctc ctg tat agt aat g?a tac aac tat ttg gat tgg tac ctg cag aag 192
Gly

Leu Leu Tyr Ser Asn
50 55 60

cca g?g cag tct cca cag gtc ctg atc tet ttg ggt tct aat cgg gcc 240
Gly

Pro
65

sSer

Tyr Asn Tyr Leu Asp Trp Tyr Leu GIp Lys

GIn Ser Pro Gln val Leu Ile Ser Leu Gly Ser Asn Arg Ala
70 - T5 80

tcc g?g gtc cct gac agg ttc agt ggc agt g?a tca g?c aca gat ttt 288
Gly Gly Gly

val Pro Asp Arg Phe Ser Gly ser ser Thr Asp Phe
85 90 95

aca ctg aaa atc agc aga gtg gag gct gag gat gtt g?g gtt tat tac 336
Gly

Thr Leu Lys Ile Ser Arg val Glu Ala Glu Asp val

val Tyr Tyr
100 105 110

tgc atg caa gct cga caa act. cca ttc act ttc g?c cct g?g acc aaa 384
Gly

Cys Met GIn Ala Arg GIn Thr Pro Phe Thr pPhe G

y Pro Thr Lys

115 120 125

gtg gat atc aga cga act gtg gct gca c¢ca tct gtc ttc atc ttc ccg 432
va ?38 Ile Arg Arg Thr v; Ala Ala Pro Ser Xag Phe I1e Phe Pro
135 4

Page 1




cca
Pro
145

ctg
Leu

aac
Asn

agc
ser

gca
Ala

ay
225

tct
Ser

aat
Asn

gce
Ala

aag
Lys

gac
Asp
210

ctg
Leu

<210> 2
<211> 239
<212> PRT
<213>» Artificial Sequence

<220>
<223> Light chain of 12.12 human anti-CD40 antibody

<400> 2

Met
1
Gly
val
Leu
Pro
65
Ser
Thr
Cys
val
Pro
145
Leu
Asn
Ser
Ala

Gly
225

Ala
ser
Thr
Leu
50

Gly
Gly
Leu
Met
ASp
130
ser
Asn
Ala
Lys
Asp

210
Leu

<210> 3

gat
ASp

aac
Asn

ctc
Leu

gac
Asp
195
tac
TYr

agc
ser

Leu
Ser
Pro
35

Tyr
GIn
val
Lys
Gln
115
Ile
Asp
ASn
Leuy
Asp
195
Tyr
ser

gag
Glu

ttc
Phe

caa
Gln
180
agc
ser

gag
Glu

tcg
Ser

Pro
Gly
20

Gly
ser
ser
Pro
Ile
100
Ala
Arg
Glu
Phe
Gln
180
Ser
Glu

Ser

cag
Gln
tat
Tyr
165
tcg
ser

acc
Thr

aaa
Lys

cCC
Pro

Ala
5
AsSp
Glu
ASn
Pro
Asp
85
ser
Arg
Arg
GIn

Tyr
165
ser
Thr
Lys

Pro

SEQLISTPPO28228 0002(325023).TXT
ttg aaa tct
Leu Lys Ser

150

CCC
Pro

&y

tac
Tyr

cac
His

gtc
val
230

GIn
Ile
Pro
Gly
GlIn
70

Arg
Arg
Gln
Thr
Leu
150
Pro
Gly
TYr
His

val
230

aga
Arg

aac
ASn

agc
ser

aaa
Lys
215

aca
Thr

Leu
val
Ala

Tyr
55

val
Phe
val
Thr
val
135
Lys
Arg
ASn
ser
Lys

215
Thr

gag
Glu

tcc
Ser

ctc
Leu

200

gtc
val

aag
Lys

Leu
Met
ser
40

AsSn
Leu
Ser
Glu
Pro
120
Ala
Ser
Glu
ser
Leu
200
val

LysS

&ty

gce
Ala

cag
GIn
185
agce
ser

tac
Tyr
égc
Ser

Gly
Thr
25

Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala
105
Phe
Ata
Gly
Ala
Gln
185
Ser
Tyr

Ser

act
Thr

ada
Lys
170

gag
Glu

agc
Ser

gcce
Ala

1tc
Phe

Leu
10

Glin
Ser
Leu
Ser
sSer
90

Glu
The
Pro
Thr
Lys
170
Glu
Ser
Ala

Phe

Page 2

gcc
Ala
155
gta
val

agt
Ser

acc
Thr

tgc
Cys

aac
Asn
235

Leu
ser
Ccys
ASp
Leu
75

Gly
Asp
phe
ser
Ala
155
val
ser
Thr
Cys

Asn
235

tct
Ser

cag
Gln

gtc
val

ctg
Leu

gaa
Glu
220

agg
Arg

Met
Pro
Arg
Trp
60

Gly
Ser
val
Gly
val
140
Ser
Gln
val
teu
Glu

220
Arg

gtt
val

tgg
Trp

aca
Thr

acg
Thr
205

gtc
val

&y

Leu
Leu
Ser
45

Tyr
ser
Gly
Gly
Pro
125
rphe
val
Trp
Thr
Thr
205
val

Gly

Val

aag
Lys

gag
Glu
190
ctg
Leu

acc
Thr

gag
Glu

Trp
ser
30

ser
Leu
AsSn
Thr
val
116
Gly
Ile
val
Lys
Glu
190
Leu
Thr

Glu

tgc
Cys

gt
va
175
cag
G1In

agc
ser

cat
His

tgt
cys

val
15

Leu
Gln
G1n
Arg
Asp
95

Tyr
Thr
Phe
Cys
val

175
GIn

ser

His

cys

ctyg
Leu
160
gat
Asp

gac
Asp

aaa
Lys

cag
GlIn

tag
*

ser
Thr
Ser
Lys
Ala
Phe
Tyr
Lys
Pro
Leu
160
Asp
Asp
Lys

GIn

480

528

576

624

672

720




<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

atg
gtc
cct
agt
gag
gac
acg
tat
tgg
cca
aca
acg
cCg
acc
aat
cca
tgc
agg
gct
cag
tg9
cCt
cct
gcc
gcc
agt
cct
tce
ctg
tca
caa
tce
gca
cca
ggc
tct
cca
gtc
9g9
gac
tgg
cac

<210>
<211>
<212>
<213>

2016
DNA
Artificial Sequence

SEQLISTPPQ28228 0002(325023).TXT

anti-Ccp4Q antibody (with introns)
<400> 3

gag
cag
ag9
agc
tagg
tcc
ctg
tac
ggc
tcc
gcg
gtg
gct
gtg
cac
gca
ctg
CCC
cag
gct
gct
aag
tct
caa
agc
agce
cca
tct
agg
agt
agce
tca
agg
aag
cgg
gtc
tce
aaa
cag
ggc
cag
aac

<220>

<223>

<40

0> 4

ttt
tgt
agg
tat
gtg
gtg
tat
tgt
cag
gtc
gcc
tcg
gtc
cce
aag
cag
gac
cgt

9ga

agg
cag
ccc
ctc
atc
cca
ctg
tct
tcc
tca
tca
cgc
ccg
tct
cca
ctc
cct
cq9
ggc
ccg
TCcc
cag
cac

4

469
PRT
Aartificial Sequence

999
cag
tcc
ggc
gca
aag
ctg
gcg
gga
tte
cty
tgg
cta
tcC
ccc
gga
gca
ctg
9ag
tgc
acc
acc
ctc
ttg
ggc
cat
ctt
cce
cat
act
agg
tcc
cca
aag
ggc
aca
gag
ttc
gag
ttc

999
tac

ctg
gtg
ctg
atg
gtt
ggc
caa
aga
acce
cce
ggc
aac
cag
agc
agc
999
tccC
cct
ggt
<cce
tgc
cCa
cca
tga
ctc
cca
cct
caa
gcg
ggt
agg
tgc
aca
gtg
cca
999
gag
tat
aac
ttc
aac
acg

agc
cag
aga
cac
ata
cga
atg
gat
ctg
ctg
tgc
tca
tce
agc
aac
agg
cgg
ctt
ctt
taa
caa
aag
gat
caa
gcc
999
cag
aac
tgg
acg
agc
acc
aag
gga
cce
cag
atg
cce
aac
ctc
gtc
cag

tgg
ttg
ctc
tg9
tca
ttc
aac
999
gtc
gcg
ctg
ggc
tca
ttg
dCC
gtg
cta
cac
ctg
ccc
gag
gcc
tcc
aac
ctc
aca
cac
cca
tgg
tgg
agt
agg
cCC
cCccC
tct
CCC
acc
agc
tac
tat
ttc
aag

gtt
gtg
tcc
gtc
tat
acc
agc
ggt
acc
cec
gtc
gcc
gga
agc
aag
tct
tgc
ccg
gct
agg
cca
aaa
agt
tca
cag
99c
ctg
agq
tg9
acg
aca
act
tcc
gtg
gcc
cga
aag
gac
aag
agc
tca
agc

ttc
gag
tgt
cgc
gag
atc
ctc
ata
gtc
gct
aag
cty
ctc
acc
gtg
gct
agt
gag
ttt
ccc
tat
ctc
aac
cac
ctc
cce
aac
aca
acg
gcg
aca
ggc<
cag
g99
ctg
gaa
dac
atc
acc
aag
tgc
ctc

ctt
tct
gca
cag
gaa
tcc
aga
gca
tcc
age
gac
acc
tac
cag
gac
gga
ccc
gce
tcc
tgc
cCo
tcc
tcc
atg
aag
agc
tcc
cce
tga
tgg
gca
tga
cce
tgce
aga
cca
cag
gce
acg
ctc
tcc
tce

Coding sequence for heavy chain of 12.

gtt
999
gcc
gct
agt
aga
act
gca
tca
aag
tac
agc
tcc
acc
aag
agc
agt
tct
cca
aca
gga
act
caa
ccc
gcg
cgg
tgg
tca
gcc
agg
cot
atg
cca
gag
gtg
cag
gtc
gtg
cct
acc
gtg
ctg

12 human

get
gga
tct
cca
aat
gac
gag
cct
gca
agc
ttc
ggc
ctc
tac
aga
cag
cca
gce
ggc
caa
gga
cce
Tt
acc
gga
gtg
gg9g9
tga
acg
tgc
acc
gca
tcg
9g¢
acc
gtg
agc
gag
ccc
gtg
atg
et

att
ggc
gga
ggc
aga
aat
gac
gg9g
agt
acc
CCC
gtg
agc
atc
gtt
gct
ga9
cge
tct
agg
ccc
tca
tct
gtg
cag
ctg
gac
tct
aag
ata
gty
agg
aga
cac
gct
tac
ctg
tgg
gtg
gac
cat
ccg

Heavy chain of 12.12 human anti-CD40 antibody

Met Glu pPhe Gly Lgu ser Trp val phe Leu val Ala Ile
10

1
val GIn Cys ggn val Gin Leu val g;u ser Gly Gly Gly

Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
35 , 40 45

Page 3

tta aga
gtg gtc
ttc acc
aag 999
tac cat
tcc aag
acg gct
cct gac
acc aag
tct 999
gaa. ccy
cac acc
agc gtg
tgc aac
ggt gag
cag cgc
cag caa
ccc act
g99 cag
ggc agyg
Tgc ccc
gct cgg
ctc tgc
ccc agg
gtg ccc
aca cgt
cgt cag
cCcC gga
acc ctg
atg cca
tgg tca
agt aca
aaa cca
atg gac
gta cca
acc ctg
acc tgc
gag agc
ctg gac
aag agc
gag gct
ggt aaa

Leu Arg

15
val val
3

ggt
cag
ttc
ctg
gca
atc
gtg
tac
ggc
ggc
gtg
ttc
gtg
gtg
agg
tcc
ggc
cat
gca
tgc
tga
aca
aga
taa
tag
cca
tct
cce
agg
aga
gc9
agt
tct
aga
acc
ccc
ctg
aat
tce
agg
ctg
tga

Gly
Gln

0
Phe Thr Phe

48

144
192
240
288
336
384
432
480
528
576
624
672
720
768
816
864
912
960
1008
1056
1104
1152
1200
1248
1296
1344
1392
1440
1488
1536
1584
1632

1680
1728
1776
1824
1872
1920
1968
2016




ser
Glu
Asp
Thr
Tyr
Trp
Pro
145
Thr
Thr
Pro
Thr
Asn
225
ser
Leu
Leu
Ser
Glu
305
Thr
AsSn
Pro
GIn
vail
385
val
Pro
Thr
val

Leu
465

ser
50

Trp
Ser
Leu
Tyr
Gly
130
ser
Ala
val
Ala
val
210
His
Cys
Gly
Met
His
290
val
TYyr
Gly
Ile
val
370
ser
Glu
Pro
val
Met

450
ser

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 5
Met Glu Phe Gly Lgu ser Trp val phe ieu val
1

Heav
anti

Tyr
val
val
Tyr
Cys
115
GIn
val
Ala
ser
val
195
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
275
Glu
His
Arg
Lys
Glu
35%
Tyr
Leu
Trp
val
ASp
435
His

Pro

469
PRT
Aartificial Sequence

gody

Gly
Ala
Lys
Leu
100
Ala
Gly
Phe
Leu
Trp
180
Lteu
Ser
Pro
Lys
Pro
260
ser
Asp
ASh
val
Glu
340
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
420
Lys
Glu

Gly

Met
val
Gly
Gin
Arg
Thr
Pro
Gly
165
ASn
GlIn
sSer
ser
Thr
245
ser
Arg
Pro
Ala
val
325
Tyr
Thr
Leu
Ccys
Ser
405
ASp
Ser
Ala

Lys

SEQLISTPP028228

His
Ile
70

Arg
Met
Asp
Leu
Leu
150
Cys
ser
ser
ser
Asn
230
His
val
Thr
Glu
Lys
310
ser
Lys
Ile
Pro
Leu
390
Asn
ser
Arg

Leu

Trp val Arg
55

ser Tyr Glu

Phe
Asn
Gly
val
135
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
215
Thr
Thr
Phe
Pro
val
295
Thr
val
Cys
ser
Pro
375
val
Gly
Asp
Trp

His
455

Thr
sar
Gly
120
Thr
Pro
val
Ala

Gly

Ile
Leu
105
Ile
val
Ala
Lys
Leu

185
Leu

200 .

Gly
Lys
Ccys
Leu
o
Lys
Lys
Leu
Lys
360
ser
Lys
Gln
Gly
Gln

4490
Asn

Thr
val
Pro
Phe
265
val
rhe
Pro
Thr
val
345
Ala
Arg
Gly
Pro
ser
425
G1n

His

0002(325023) .TXT
Ala 250 Gly

GIn
Glu
Ser
90

Arg
Ala
Ser
ser
Asp
170
Thr
Tyr
Gln
Asp

Pro
250

Pro.

Thr
Asn
Arg
val
330
ser
Lys
Glu
Phe
Glu
410
Phe
Gly

Tyr

Ser
75

Arg
Thr
Ala
Ser
LYyS
155
Tyr
Ser
ser
Thr
Lys
235
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
315
l.eu
AsSn
Gly
Glu
TYr
395
Ash
Phe
AsSn

Thr

chain of variant of 12.12 human

Page 4

AsSn
Asp
Glu
Pro
Ala
140
ser
Phe
Gly
Leu
TYr
220
Arg
Pro
Lys
val
Tyr
300
Glu
His
Lys
Gln
Met
380
Pro
Asn
Leu
val

Gln
460

Arg
ASh
Asp
Gly
125
Ser
Thr
Pro
val
ser
205
Ile
val
Ala
Pro
val
285
val
Gin
Glin
Ala
Pro
365
Thr
ser
TYr
Tyr
Phe

445
Lys

Lys Gly Leu

Tyr
Ser

Thr
110
Pro

Thr
ser
Glu
His
190
Ser
cys
Glu
Pro
LYyS
379
val
Asp
Tyr
ASp
Leu
350
Arg
Lys
Asp
LyS
Ser
430
ser

Ser

anti-Ccp40

His
Lys

9§
Ala

ASp
Lys
Gly
Pro
175
Thp
val
Asn
Pro
Glu
255
ASp
ASpP
Gly
Asn
Trp
335
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
415
Lys
Cys

Leu

Ala
80

Ile
val
Tyr
Gly
Gly
160
val
Phe
val
val
Lys
240
Leu
Thr
val
val
ser
320
Leu
Ala
Pro
Gin
Ala
400
Thr
Leu
ser

ser

Ala Ile Leu Arg Gly
15




val
Pro
Serpr
Glu
65

Asp
Thr
Tyr
Trp
Pro
145
Thr
Thr
Pro
Thr
ASn
225
Ser
Leu
Leu
Ser
Glu
305
Thr
ASn
Pro
Gln

val
385
val
Pro
Thr
val

Leu
465

GIn
Gly
Ser
50

Trp
Ser
Leu
Tyr
Gly
130
Ser
Ala
val
Ala
val
210
His
Cys
Gly
Met
His
290
val

“Tyr

Gly
Ile
val
370
ser
Glu
Pro
val
Met

450
Ser

<210> 6

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Cys
Arg
35

Tyr
val
val
Tyr
Cys
115
Gin
vai
Ala
Ser
val
195
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
275
Glu
His
Arg
LyS
Glu
355
T)’l'
Leu
T™rp

val

GIn
20

ser
Gly
Ala
Lys
Leu
100
Ala
Gly
Phe
Leu
Trp
180
Leu
ser
Pro
Lys
Pro
260
ser
Asp
ASn
val
Glu
340
LYyS
Thr
Thr
Glu

Ley
420

ASp LYyS

435
His

Pro

239
PRT |
Aartificial Sequence

Glu
Gly

val
Leu
Met
val
Gly
Gin
ATg
Thr
Pro
Gly
165
Asn
Gln
ser
Ser
Thr
245
Ser
Arg
Pro
Ala
val
325
Tyr
Thr
Leu
Cys
sSer
405
ASp
ser
Ala

Lys

SEQLISTPP028228 0002(325023) TXT

GIn
Arg
His
Ile
70

Arg
Met
Asp
Leu
Leu
150
Ccys
ser
ser
Ser
Asn
230
His
val
Thr
Glu
Lys
310
ser
Lys
Ile
Pro
Leu
390
ASn
ser
Arg

Leu

Leu
Leu
Trp
55

ser
Phe
Asn
Gly
val
135
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
215
Thr
Thr
Phe
Pro
val
295
Thr
val
Cys
Ser
Pro
375
val
Gly
AsSp
Trp

His
455

val

Ser
40

val
Tyr
Thr
Ser
Gly
120
Thr
Pro
val
Ala
Gly
200
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
280
Lys
Lys
Leu
LysS
LYS
360
ser
Lys
GIn
Gly

Gln
440

Asn

Glu s
25
Cys

Arg
Glu
Ile
Leu
105
Ile
val
ser
Lys
Leu
185
Leu
Thr
val
Pro
pPhe
265
val
Phe
Pro
Thr
val
345
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
425
Gin

His

Ser
Ala
Gln
Glu
Ser

90
Arg

Ala

Ser
Ser
Asp
170
Thr

Tyr

GlIn.

ASp
Pro
250
Pro
Thr
Asn
Arg
val
330
ser
Lys
Glu
Phe
Glu
410
Phe
Gly

Tyr

Page 5

Gly
Ala
Ala
Ser
75
Arg
Thr
Ala
Ser
Lys
155
Tyr
ser
Ser
Thr
Lys
235
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
315
Leu
ASn
Gly
Glu
TYF
395
Asn
Phe
Asn

Thr

Gly 6
ser
Pro
60
Ash
Asp
Glu
Pro
Ala
140
Ser
Phe
Gly
Leu
TYr
230
ATg
Pro
Lys
val
Tyr
300
Glu
His
Lys
Gln
Met
380
Pro
AsSn
Leu
val

GIn
460

ly
Gly
45
Gly
Arg
Asn
Asp
Gly
125
Ser
Thr
Pro
val
ser
205
Ile
val
Ala
Pro
val
285
val
GIn
Gin
Ala
Pro
365
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

445
Lys

Light chain of 5.9 human anti-cp40 antibody

val val
30
Phe Thr

Lys Gly
Tyr His

ser Lys
95

Thr Ala

110

Pro Asp

Thr Lys
ser Gly

Glu Pro
-175

His Thr

190

Ser val

Cys Asn
Glu Pro

Pro Glu
255

LYS Asp

270

val Asp

Asp Gly
Tyr Asn

ASp Trp
335
Leu Pro
350
Arg Glu

Lys Asn
Asp Ile
Lys Thr
415
Ser Lys
430
ser Cys

ser teu

Gin
Phe
Leu
Ala
Ile
val

TYr
Gly
Gly
160
val

Phe
val

val

Lys
240
Leu
Thr
val

val

Ser
320
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
400
Thr
Leu
ser

ser




<400> 6

Met
1
Gly
val
Leu
Pro
65
Ser
Thr
Cys
Leu
Pro
145
Leu
Asn
Ser
Ala

Gly
225

Ala
Ser
Thr
val
50

Giy
Gly
Leu
Met
Glu
130
Ser
Asn
Ala
Lys
ASp

210
Leu

<210> 7

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 7

Met
1
val
Pro
Thr
Glu
65
Pro
Thr
TYyr
Tyr
Ala
145
ser
Phe

Gly

Gly
Cys
Gly
ser
50

Trp
ser
Ala
TYr
Gly
130
Ser
Thr
Pro

val

Ley
ser
Leu
35

His
Gln
val
Lys
Gln
115
Ile
ASp
Asn
Leu
Asp
195
Tyr
Ser

474
PRT |
Artificial Sequence

Ser
Ala
Glu
35

Tyr
Met
Phe
Tyr
Cys
115
Met
Thr
ser
Glu

His
195

Leu
Gly
20

Gly
Ser
Pro
Pro
Ile
100
val
Lys
Glu
Phe
Gln
180
ser
Glu

ser

Thr
Glu
20

ser
Trp
Gly
Gln
Leu
100
Ala
Asp
Lys
Gly
Pro

180
Thr

Ala
5
Ala
GIn
Asp
Pro
Asp
8§
ser
Thr
Arg
Gln
TYr
165
ser
Thr
Lys

Pro

Ala
5
val
Leu
Ile
Ile
Gly
85
Gin
Arg
val
Gly
Gly
165
val

Phe

SEQLISTPP028228 0002(325023).TXT

Gln
Ile
Pro
Gly
70°
Arg
Arg
GIn
Thr
i
Pro
Gly
Tyr
His

val
230

Ile
Gin
Lys
Gly
Ile
70

Glin
Trp
Gly
Trp
Pro
150
Thr
Thr

Pro

Leu Leu
val Met

Ala Ser
40

Asn Thr

55

Leu Leu

Phe ser
val Glu

fhe Pro
T 120

val Ala

135

Lys Ser

Arg Glu
Asn Ser

ser Leu
200

Lys val

215

Thr Lys

Leu Ala
Leu val

Ile Ser
40

Trp val

55

TYyr Pro

val Thr
ser Ser
Thr Ala
120
Gly Gln
135
ser val
Ala Ala
val Ser

Ala val
200

Gly Leu Leu Met Leu
10

Thr GIn Pro

25
ile

Tyr
Ile
Gly
Ala
105
H1s
Ala
Gly
Ala
GIn
185
ser
TYr

Ser

Leu

Gin
25
Cys

Arg

Gly
Ile
Leu
105
Ala
Gly
Phe
Leu
Trp

185
Leu

ser
Leu
Tyr
Ser
Glu
Thr
Pro
Thr
s
Glu
ser

Ala
1
Phe

Leu
10

Ser
Lys
Gln
Asp
Ser
a0

Lys
Gly
Thr
Fro
Gly
170
ASn

GlIn

Page ©

Cys
Asn
Lys
75

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
155
val
Ser
Thr
Cys

Asn
235

Leu
Gly
Gly
Met
Ser
75

Ala
Ala
Arg
Thr
Leu
155
Cys
ser

Ser

Pro
Arg
Trp
60

Phe
Ala
val
Gly
val
140
Ser
GlIn
val
Leu
Glu

220
Arg

Ala
Ala
ser
Pro
60

Asp
Asp
Ser
AsSp
val
140
Ala
Leu
Gly

Ser

Leu

ser

45

Leu
Phe
Gly
Gly
Gln
125
Phe
val
Trp
Thr
Thr
205
val

Gly

Heavy chain of 5.9 human anti-CD4Q antibody

val

Glu
g
Gly
Thr
LYyS
ASp
175
Thr
Pro
val

Ala

Gly
205

Trp
ser
30

ser
GIn
Arg
Thr
val
110
Gly
Ile
val
Lys
Glu
196
Leu
Thr

Glu

Leu
val
30
Tyr
LYysS
Arg
ser
Thr
110
Tyr
val
Ala
Lys
Leu

190
Leu

val
15

ser
Gin
Gln
Arg
Asp
95

Tyr
Thr
Phe
Cys
val
175
GIn
ser
His

Cys

Gln
15

Lys
Ser
Gly
Tyr
Ile
Ala
Tyr
Ser
ser
ASp
175
Thr

Tyr

Pro
Pro
Ser
Arg
Leu
Phe
Tyr
Arg

Pro

‘Leu

160
Asp

Asp
LYS
Gin

Gly
Lys
Phe
Leu
Ser
80

ser
Met
Tyr
Ser
LYyS
160
Tyr
Ser

Ser




Leu
Tyr
225
Arg
Pro
Lys
val
Tyr
305
Glu
His
Lys
Gln
Met
385
Pro
ASN
Leu
val

G1n
465

Ser
210
Ile

val
Ala
Pro
val
290
val
Gln
Glin
Ala
Pro
370
Thr
ser
Tyr
TYr
Phe

450
Lys

<210> 8

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 8

Met
1
val
Pro
Thr
Glu
65
Pro
Thr
Tyr
TYr
Ala

145
Ser

Gly
Cys
Gly
ser
50

Trp
Ser
Ala
Tyr
Gly
130
ser

Thr

Han
ant?

Ser
Cys
Glu
Pro
Lys

275
val

ASp
Tyr
Asp
Leu
355
Arg
Lys
AsSp
Lys
ser
435
ser

sSer

474
PRT .
Artificial Sequence

Ser
Ala
Glu
35

Tyr
Met
Phe
Tyr
Cys
115
Met
Thr

§er

Body

val
Asn
Pro
Glu
260
ASp
Asp
Gly
Asn
Trp
340
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
420
Lys
Cys

Leu

val
val
Lys
245
Leu
Thr
val
val
Ser
325
Leu
Ala
Pra
Gln
Ala
405
Thr
Leu
Ser

Ser

SEQLISTPP028228

Thr
Asn
230
ser
Leu
Leu
ser
Glu
310
Thr
Asn
Pro
Gln
val
390
val
Pro
Thr
val

Leu
470

val
215
His
Cys
Gly
Met
His
295
val
TYr
Gly
Ile
val
375
ser
Glu
Pro
val
Met

455
Ser

Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
280
Glu
His
Arg
Lys
Glu
360
TYr
Leu
Trp
val
AsSp
440
His

Pra

chain of variant of

Thr
Glu
20

Ser
Trp
Gly
Gln
Leu
100
Ala
Asp
LyS

Gly

Ala
5
val
Leu
Ile
Ile
Gly
85
Gln
Arg
val
Gly

Gly
165

Ile
Gln
Lys
Gly
Ile
¢n
Trp
Gly
Trp
Pro

150
Thr

Leu
Leu
Ile
Trp
S5
Tyr
val
ser
Thr
Gly
135
Ser

Ala

Ala
val
Ser
40

val
Pro
Thr
ser
Ala
120
GIn
val

Ala

Ser
Pro
Lys
Pro
265
ser
Asp
Asn
val
Glu
345
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
425
Lys
Glu

Gly

5.9

Leu
Gln
25

Cys
Arg
Gly
Ile
Leu
105
Ala
Gly
Phe

L.eu

0002(325023) .7XT

Ser
Ser

Thr
250
Ser

Arg
Pro
Ala
val
330
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
410
Asp
ser
Ala

Lys

Ser
Asn
235
His
val
Thr
Glu
Lys
315
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
395
Asn
ser
Arg

Leu

Leu
220
Thr
Thr
Phe
Pro
val
300
Thr
val
éys
ser
Pro
380
val
Gly
AsSp
Trp

His
460

Gly
Lys
Cys
Leu
s
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
365
Ser
Lys
Glin
Gly
GIn

445
AsSn

human anti-CD40

Leu
10

ser
Lys
GlIn
Asp
ser
90

Lys
Gly
Thr
Pro

Gly
170

Page 7

Leu
Gly
Gly
Met
ser
Ala
Ala
Arg
Thr
Leu

155
Cys

Ala
Ala
ser
Pro
60

Asp
Asp
ser
Asp
val
140
Ala

Leu

val
Glu
Gly
45
Gly
Thr
Lys
ASp
Tyr
125
Thr
Pro

val

Thr
val
Pro
Phe
270
val
Phe
Pro
Thr
val
350
ala
Arg
Gly
Pro
ser
430
GlIn

His

Leu
val
30
Tyr
Lys
Arg
saer
Thr
110
TYr
val
ser

Lys

GIn
Asp
Pro
255
Pro
Thr
AsSn
Arg
val
335
ser
Lys
Glu
Phe
Glu
415
Phe
Gly

Tyr

GIn
15

Lys
ser
Gly
Tyr
Ile
Ala
Tyr
ser
Ser

Asp
175

Thr
Lys
240
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
320
Leu
ASn
Gly
Glu
Tyr
400
Asn
Phe
ASh

Thr

Gly
Lys
pPhe
Leu
ser
80

ser
Met
Tyr
Ser
Lys

160
Tyr




Phe
Gly

Lteu

255

- Arg

Pro
LYS
val
Tyr
305
Glu
His
Lys
Gln
Met
385
Pro
Asn
Leu
val

Gin
465

Pro
val
Ser
210
Ile
val
Ala
Pro
val
290
val
GlIn
Gln
Ala
Pro
370
Thr
Ser
Tyr
Tyr
Phe

450
Lys

<210> 9

<211>
<212>
<213>

<220>
<221> CDS
<222> (1)

<221>
<222>
<223>

<400> 9

atg
Met
1

gct
Ala

ata
Ile

agt
Ser

gtt
val

gtc
val

aac
ASn

gac
Asp

Glu
His
195
Ser
Cys
Glu
Pro
Lys
275
val
Asp
Tyr
ASp
Leu
355
Arg
Lys
ASp
Lys
ser
435
ser

ser

612
DNA )
Homo sapiens

cgt
APg

cat
His

agt
Ser
35

tgc
Cys

Pro
180
Thr
val
Asn
Pro
Glu
260
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
340
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
420
LYyS
Cys

Leu

-(0)

ctg
Leu

cca
Pro
20

ca
éin

aca
Thr

val
Phe
val
val
Lys
245
teu
Thr
val
val
Ser
325
Leu
Ala
Pro
GIn
Ala
405
Thr
Leu
ser

Ser

.(612)

misc_feature
Q).
cod1ng sequence for short

cct
Pro
5

gaa
Glu

tgc
cys

gag
Glu

SEQLISTPP(28228 0002(325023).7XT
Asn Ser Gly

Thr v
Pro
Thr
Asn
230
Ser
Leu
Leu
ser
Glu
310
Thr
Asn
Pro
GlIn
val
390
val
Pro
Thr
val

Leu
470

ctg
Ley

cCa
Pro

tgt
cys

tte
Phe

al ser

Ala
val
215
His
Cys
Gly
Met
His
295
val
Tyr
Gly
Ile
val
375
ser
Glu
Pro
val
Met

455
Ser

cag
Gln

CCC
Pro

tct
Ser

act
Thr

val
200
Pro
Lys
ASp
Gly
Ile
280
Glu
His
Arg
LYS
Glu
360
Tyr
Leu
Trp
val
ASp
440
His

pPro

tgc
cys

act
Thr

ttg
lLeu
40

gaa
Glu

Trp
185
Leu
Ser
Pro
Lys
Pro
265
ser
Asp
Asn
val
Glu
345
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
425
LyS
Glu

Gly

Gln
Ser
Ser
Thr
250
ser
Arg
Pro
Ala
val
330
Tyr
Thr
Leu
Ccys
Ser
410
AsSp
Ser
Ala

Lys

isoform

Tc
3a1

gca
Ala
25

tgc
Cys

acg
Thr

ctc
Leu
10

tgc
Cys

cag
Gln

gaa
Glu

Page 8

Ser
Ser
ASn
235
His
val
Thr
Glu
LYyS
315
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
395
Asn
ser
Arg

L.eu

ser
Leu
220
Thr
Thr
Phe
Pro
val
300
Thr
val
Cys
Ser
Pro
380
val
Gly
Asp
Trp

His
460

Ala
Gly
205
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
285
Lys
Lys
Leu
Lys
LYysS
365
ser
LYS
Gln
Gly
GIn

445
AsSn

Leu
190
Leu
Thr
val
Pro
pPhe
270
val
Phe
Pro
Thr
val
350
Ala
Arg
Gly
Pro
Ser
430
Gln

His

of human CD40

tgg
Trp G

aga
APrg

cCa
Pro

tgc
Cys

gqy

gaa
Glu

3ty

ctt
Leu

tgc
Cys

aaa
Lys

cag
GlIn
45

cct
Pro

ttg
Leu

cag
GIn
30

ada
Lys

tgc
Cys

Thr
Tyr
Gin
Asp
Pro
255
Pro
Thr
Asn
Arg
val
335
ser
Lys
Glu
Phe
Glu
415
Phe
Gly

Tyr

ctg
Leu
15

tac
Tyr

ctg
Leu

&y

Ser
Ser
Thr
Lys
240
Ccys
Pro
Cys
Trp
Glu
320
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
400
AsSn
Phe
ASN

Thr

acc
Thr

cta
Leu

gt
va

gaa
Glu

~

")

48

96

144

192




"agc
ser
65

aaa
Lys

tca
ser

agt
Ser

Tttt
Phe

cce
Pro
145

tgt
Cys

gat
Asp

ctt
Leu

50
gaa
Glu

tac
Tyr

gaa
Glu

gag
Glu

&y
130

tgc
Cys

cac
H1s

cCcC
Pro

tat
Tyr

ttc
Phe

tgc
Cys

aca
Thr

gcce
Ala
115

gtc
val

cca
Pro

cct
Pro

cat
H1s

caa
GIn
195

<210> 10
<211> 203
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 10

Met
1
Ala
Ile
Ser
Ser
65
Lys
ser
Sser
Phe
Pro
145
Cys

ASp

val
val
Asn
ASp
50

Glu
Tyr
Glu
Glu
Gly
130
Cys
His

Pro

Arg
His
ser
35

Cys
Phe
Cys
Thr
Ala
115
val
Pro
Pro

His

Cta
Leu

gac
Asp

gac
Asp
100
tgt
Cys

aag
Lys

gtc
val

tgg
Trp

cat
His
180

aaa
Lys

Leu
Pro
20

Gln
Thr
Leu
Asp
Asp
100
Cys
Lys
val
Trp

His

gac
Asp

cce
Pro
85

acc
Thr

gag
Glu

cag
Gln

&y

aca
Thr
165

ctt
Leu

&y

Pro
5
Glu
Cys
Glu
Asp
Pro
85
Thr
Glu
GIn
Gly
Thr

165
Leu

SEQLI?EPPOZSZZS

acc
Thr

70
aac
AsSn

atc
Ile

agce
Ser

att
Ile

ttc
Phe
150
499
Arg

c99
Arg

Sty

Leu
Pro
Cys
Phe
Thr
70

Asn
Ile
ser
Ile
Phe
150
Arg

Arg

tgg
Trp

cta
Leu

tgc
Cys

tgt
Cys

gct
Ala
135
ttc
Phe

TcC
ser

gat
ASp

caa
Gin

Gln
Pro
ser
Thr
55

Trp
Leu
Cys
Cys
Ala
135
Phe
ser

Asp

aac
Asn

oty

acc
Thr

gtc
val
120
aca
Thr

tcc
ser

cca
Pro

cct
Pro

gaa
Glu
200

cys
Thy
Leu
Glu
Asn
Gly
Thr
)
Thr
ser
Pro

Pro

aga
Arg

ctt
Leu

tgt
Cys
105

ctg
Leu

&ty

aat
Asn

&y

gtt
val
185

qce
Ala

val
Ala
25

Cys
Thr
Arg
Leu
Cys
10S
Leu
Gly
ASn
Gly

val

0002(325023) .TXT
60

949
Glu

cgg
Ar
9
gaa
Glu

cac
His

gt
val

gt
va

tcg
Ser
170
tgc
Cys

aac
ASh

Leu
10

Cys
Gln
Glu
Glu
Arg
Glu
His
val
val
ser

170
Cys

Page 9

aca
Thr

75
gtc
val

gaa
Glu

cgc
Arg

tct
Ser

tca
Ser
155
gct
Ala

cat
His

caa
Gln

Trp
Arg
Pro
cys
Thr
val
Glu
Arg
Ser
Ser
155
Ala

His

cac
H1s

cag
GlIn

oty

tca
ser
gat
As

140
tct
ser

gag
Glu

cct
Pro

taa
*

Gly
Glu
Gly
Leu
60

His
Gln
Gly
Ser
AsSp
140
ser
Glu

Pro

tgc
cys

cag
Gln

tg9
Trp

tgc
Cys
125

acc

p Thr

gct
Ala

agc
ser

ctt
Leu

Cys
LYsS
GIn
45

Pro
Cys
Gln
Trp
cys
125
Thr
Ala

Ser

Leu

cac
H1s

aag
Lys

cac
His
110
tcg
Ser

atc
Ile

tte
Phe

cct
Pro

&y
190

Leu
GIn
30

Lys
Cys
His
Lys
His
110
Ser
Ile
Phe
Pro

Gly

cag
Gln

oty
95

gt
Cys

cccC
Pro

tgc
cys

Glu
ggt
&y
175

ct
g]a

Leu
15

Tyr
Leu
Gly
Gin
Gly
a5

Cys
Pro
Cys
Glu
Gly

175
Ala

cac
His

80
acc
Thr

acg
Thr

&y

a
&

aaa
Lys
160

&y

got
Giy

Thr
Leu
val
Glu
His
Thr
Thr
Gly
Giu
160
Gly
Gly

240

288

336

384

432

480G

528

576

612




180
Leu Tyr GIn Lys Gly Gly GIn Glu Ala Asnh Gln
195 200

<210> 11
<211> 834
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)...(834)

<221> misc_feature
<222> (O...(0) "

<223> Coding sequence for long isoform of human

<400> 11

atg gtt cgt ctyg Cct ctg cag tgc grec ctc tag

Mgt val Arg Leu Pgo Leu GIn Cys val Leg Trp
1

gct gtc cat cca gaa cca ccc act gca tgc aga
Ala val His Pro Glu Pro Pro Thr Ala Cys Arg
20 25

ata aac agt cag tgc tgt tct ttg tgc cag cca
Ile Asn Sgg Gin Cys Cys Ser ng Cys GIn Pro

agt gac tgc aca gag ttc act gaa>acg gaa tgc
Ser Agg Cys Thr Glu Phe ng Glu Thr Glu. Cys

agc gaa ttc cta gac acc tgg aac aga gag aca
Sgg Glu phe Leu Asp T?E Trp Asn Arg Glu T;E

aaa tac tgc gac ccc aac cta g?g Cctt cgg gtc
Lys Tyr Cys Asp Pro Asn Leu Gly Leu Arg val
85 90

tca gaa aca gac acc atc tgc acc tgt gaa gaa
Ser Glu Thr Asp Thr Ile Cys Thr 552 Glu Glu
160

agt gag gcc tgt gag agc tgt gtc ctg cac cgc
Sser Glu g}g Cys Glu Ser cys Xg% Leu His Arg

ttt g?g gtc aag cag att gct aca g?g gtt tct
pPhe Gily val Lys -Gln Ile ?}? Thr Gly val Ser
130

ccc tgc cca gtc g?c ttc tic tce aat gt? tca
Pro Cys Pro val Gly Phe Phe Ser Asn val Ser
145 150 155

tgt cac cct tgg aca agc tgt gag acc aaa gac
Cys His Pro Trp Igg ser Cys Glu Thr i¥g Asp

gca g?c aca aac aag act gat gtt gtc tgt ggt
Ala Gly Thr igg Lys Thr Asp val Xg} Cys Gly

aga gcc ctg gtg gtg atc ccc atc atc ttc ggg
Page 10

ety

gaa
Glu

iy

ctt
Leu
60

cac
His

cag
Gln

oty

tca
ser

gat
Asp
140

tct
ser

ctg
Leu

cCccC
Pro

atc

SEQLISTPPOZS%gg 0002(325023).TXT

190

CD40

tgc
Cys

aaa
Lys

cag
Gin

cct
Pro

tgc
Cys

cag
Gln

tgg
Trp

tge
cys
125

acc
Thr

gct
Ala

gtt
val

cag
Gln

ctg

ttg
Leu

cag
Gln
30

ada
Lys

tgc
Cys

cac
H1s

aag
Lys

cac
His
110
tcg
ser

atc
Ile

ttc
Phe

gt
va

gat
Asp
190

ttt

ctg
Leu
15

tac
Tyr

ctg

Leu

&

cag
Gln

ggc
&ty

93
tgt
Cys

ccce
Pro

tgc
Cys

aa
g1u

caa
Gln
175

cgg
Arg

gcc

acc
Thr

cta
Leu

gt
va

gaa
Glu

cac
His
80

acc
Thr

acg
Thr

&ty

gag
Glu

ada
Lys
160

cag
Gln

ctg
Leu

atc

48

96

144

192

249

288

336

384

432

480

528

576

624




SEQLISTPPQO28228 0002(325023).TXT
Arg Ala Leu val val Ile Pro Ile Ile phe Gly Ile Leu Phe Ala Ile
195 200 205

Ctc ttg gtg ctg gtc ttt atc aaa aag gtg gcc aag aag ¢ca acc aat 672
Leu Leu Val Leu val Phe Ite Lys Lys val Ala Lys Lys Pro Thr Asn
210 215 220

aag gcc CCC cac CCC aag <ag gaa €cc cag gag atc aat ttt ccc gac 720
Lys Ala Pro His Pro Lys GIn Glu Pro GIn Glu Ile Asn Phe Pro Asp
225 230 - 235 240

gat ctt cct ggc tcc aac act gct gct cca gtg cag gag act tta cat 768
Asp Leu Pro Gly ggg Asn Thr Ala Ala pro val GIn Giu Thr Leu His
250 255

g?a tgc caa ccg gtc acc cag gag gat g?c aaa gag agt cgc atc tca 816
Gly Cys GIn ggg val Thr GIn Glu ggp Gly Lys Glu ser A;g Iie ser
5 270

gtg cag gag aga cag tga ) 834
val GlIn g;g Arg GIn *

<210> 12

<211> 277

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12
Mit val Arg Leu Pro Leu GIn Cys val Lgu Trp Gly Cys Leu &gu Thr
5 1
Ala val His Pro Glu Pro Pro Thr Ala Cys Arg Glu Lys GAn Tyr Leu
20 25 3
Ile Asn ggr Gln Cys Cys Ser hgu Cys Gln Pro Gly GlIn Lys Leu val
45
ser ggp Cys Thr Glu Phe Egr Glu Thr Glu Cys ggu Pro Cys Gly Glu
ser Glu Phe Leu Asp Thr Trp Asn Arg Glu Thr His Cys His GIn His
65 70 75 80
Lys Tyr Cys Asp ggo Asn Leu Gly Leu grg val Gin GIn Lys g}y Thr
0
ser Glu Thr Asp Thr Ile Cys Thr Cys Glu Glu Giy Trp His Cys Thr
100 105 ' 110
ser Glu Ala Cys Glu Ser Cys val Leu His Arg Ser Cys Ser Pro Gly
115 120 125
phe Gly val Lys GIn Ile Ala Thr Gly val Ser Asp Thr Ile Cys Glu
130 135 140
Pro Cys Pro val Gly pPhe Phe Ser Asn val Ser Ser Ala phe Glu Lys
145 150 155 160
Cys His Pro Trp Thr Ser Cys Glu Thr Lys Asp Leu val val Gln Gln
165 170 175
Ala Gly Thr Asn Lys Thr Asp val val Cys Gly Pro Gln Asp Arg Leu
180 185 150
Arg Ala Leu val val Ile Pro Ile Ile Phe Gly Ile teu Phe Ala Ile
195 200 205 .
Leu Leu val Leu val Phe ITe Lys Lys val Ala Lys Lys Pro Thr Asn
210 215 220
Lys Ala Pro His Pro Lys GIn Glu Pro GIn Glu Ile Asn Phe Pro Asp
225 230 235 240
Asp Leu Pro Gly Ser aAsn Thr Ala Ala pro val Gln Glu Thr Leu His
245 250 255
Gly Cys G1n Pro val Thr Gln Glu Asp Gly Lys Glu Ser Arg Ile Ser
’ 260 265 270
val GIn Glu Arg Gln
275
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1. Una composicion farmacéutica liquida estable que comprende;

a) un anticuerpa monaocional anti-CD40 antagonista como un componente terapauticamente o profilacticamente activo, en donde dicho
anticuerpo monaclonal es capaz de unirse especificamente a un antigeno CD40 de humano expresado sobre la superficie de de una

célula B humana, dicho anticuerpo monoclonal esta libre de aclividad agonista significativa cuy o se une al antigeno CD40 expresado
sobre la superficie de dicha célula B;

b) una cantidad de arginina en su forma &cida (arginina-HCl) suficiente para hacer que dicha composicion sea casf isotonica; y

c) un agenle de amortiguacion para mantener el pH de dicha composicion dentro de un rango de aproximadamente pH 5.0 a
aproximadamente pH 7.0, en donde dicho agente de amortiguacion es un amortiguador de citrato/acido citrico.
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