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(57) Resumo: USOS DE ANTICORPOS ANTI-CD4OMétodos para
o tratamento de um paciente humano para uma doenga inflamatéria ou
doenga autoimune que esta associada a células que expressam CD40
sdo fornecidos, em que o paciente humano é heterozigético ou
homozigético para FcyRJilla-158F (genétipo v/F ou F/F’) também séo
fornecidos métodos de inibicdo da produgéo de anticorpo por células B
em um paciente humano que é heterozigético ou homozigético para
FecyRIlla-158F (genétipo v/F ou F/F). Os métodos compreendendo a
administragdo ao paciente humano de uma quantidade
terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de um anticorpo anti-
CD40. Métodos e kits para a identificagdo de um paciente humano
com uma doenga inflamatéria ou doengaautoimune que é tratavel com
um anticorpo anti-CD40O e que é nado responsivo ou refratario ao
tratamento com rituximab (Rituxan®) , bem como métodos e kits para
a selecdo de uma terapia com anticorpo para o tratamento de um
paciente humano que tem uma doenga inflamatéria ou doenga
autoimuneque € néo responsivo ou refratario ao tratamento com
rituximab (Rituxan®), também séo fornecidos. Os métodos da presente
invengdo tém uso no tratamento de doencgas inflamatérias e doengas
autoimunes que sao associadas acélulas que expressam CD40.
Esses métodos sdo particularmente vantajosos com relagéo a doengas
inflamatérias e doengas autoimunes que sao associadas acélulas que
expressam tanto CD40O quanto CD20O, uma vez que os métodos
permitem o tratamento de pacientes que tém doencga inflamatéria ou
autoimunes que é nao responsivo ou refratario a terapia com outros
agentes terapéuticos como anticorpos anti-CD20.
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USOS DE ANTICORPOS ANTI-CD40

Esta invengdo relaciona-se a novos usos de anticorpos
anti-CD40, em particular no tratamento de doengas
inflamatdérias e doengas autoimunes que sdo associadas com
células que expressam CD40.
Fundamento da inveng¢do

Varios membros da familia de fator de necrose tumoral
(TNF) de ligantes e seus receptores correspondentes regulam
o crescimento de células normais por indugdo de apoptose ou
aumento da sobrevivéncia e proliferacdo celulares. E esse
equilibrio entre sinais apoptdéticos e sinais de
sobrevivéncia e proliferagdo gque mantém a homeostasia
celular normal. Pelo menos 26 receptores da familia de TNF
e 18 ligantes da familia de TNF foram identificados até
hoje. As formas biologicamente ativas de ambos os
receptores e 1ligantes sdo trimeros de proteinas auto-
montadas. Transmembrana e formas solGveis dos receptores e
ligantes foram identificadas. Embora os dominios
intracelulares dos receptores ndo partilhem homologia de
seqiéncia, seus dominios extracelulares compreendem 40
repetigdes de aminodcidos, ricas em cisteina. Seus sinais
de tails citoplasmaticos por interagdo com grupos didis
principais de proteinas intracelulares: fatores associados
a receptor de TNF (TRAFs) e proteinas que contém dominios
de morte (DD). A interagdo entre pelo menos seis TRAFs
humanos e sitios de ligagdo de TRAF no tail citoplasmatico
de alguns desses receptores inicia varias vias de
sinalizagdo, que incluem AKT (a serina/treonina quinase
referida como proteina quinase B ou PKB), fator-KB nuclear

(NF-KB), e proteina quinases ativadas por mitégeno (MAPK) .
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Veja, por exemplo, a revisdo por Younes e Kadin (2003) J
Clin. Oncol. 18:3526-3534.

O membro de receptor da familia de TNF CD40 é um
antigeno de superficie celular de 50-55 kDa presente na
superficie de células B humanas normais e neoplasicas,
células dendriticas, mondcitos, macréfagos, células T CD8+,
células endoteliais, e células monociticas e epiteliais. O
antigeno CD40 é também expresso em células T ativadas,
plaquetas ativadas, células de misculo liso vascular
inflamadas, eosindéfilos, membranas sinoviais em artrite
reumatdide, fibroblastos dérmicos, e outros tipos de
células ndo 1linfdides. Dependendo do tipo de célula que
expressa CD40, a ligac¢do pode induzir adesdo intercelular,
diferenciagdo, ativagdo e proliferagdao. Por exemplo, a
ligagdo de CD40 a seu 1ligante cognato, CD40L (também
designado CD154), estimula a proliferagdo de células B e
diferenciacdo nas células do plasma, produgdo de anticorpo,
troca de isotipo, e geragdo de memdria de célula B. Durante
a diferenciac¢do da célula B, CD40 & expresso em pré-células
B, mas se perde com a diferenciagdo e células plasmaticas.

O ligante CD40 (CD40L), também conhecido como CD154, &
uma proteina de transmembrana de 32-33 kDa que também
existe em duas formas solGveis menores biologicamente
ativas, de 18 kDa e 31 kDa, respectivamente (Graf e cols.
(1995) Eur. J. Immunol. 25:1749- 1754; Mazzei e cols.
(1995) J. Biol. Chem. 270:7025-7028; Pietravalle e cols.
(1996) J. Biol. Chem. 271:5965-5967). CD40L & expresso em
células T-helper CD4+ ativadas, mas ndo em repouso (Lane e
cols. (1992) Eur. J. Immunol. 22:2573-2578; Spriggs e cols.

(1992) J. Exp. Med. 176:1543-1550; and Roy e cols. (1993)
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J. Immunol. 151:1-14). Tanto CD40 quanto CD40L foram
clonados e caracterizados (Stamenkovi e cols. (1989) EMBO
J. 8:1403-1410; Armitage e cols. (1992) Nature 357:80-82;
Lederman e cols. (1992) J. Exp. Med. 175:1091-1101; e
Hollenbaugh e cols. (1992) EMBO J. 11:4313-4321). Veja
também Patente U.S. No. 5.945.513, que descreve CD40L
humano. Células transfectadas com o gene de CD40L e que
expressam a proteina de CD40L em sua superficie podem
despertar a proliferagdo de células B, e, junto com outros
sinais estimulatdrios, podem induzir a produgdo de
anticorpo (Armitage e cols. (1992) supra; e Patente U.S.
No. 5.945.513). Pacientes com doenca autoimune tém niveis
séricos elevados de CD40L solGvel (sCD40L) que ndo sdo
observados em individuos saudaveis. A superexpressdo de
CD40L causa doengas autoimunes similares ao lupus
eritematoso disseminado em modelos de roedor (Higuchi e
cols. (2002) J. Immunol. 168:9-12). Em contraste, a
auséncia de CD40L funcional rm células T ativadas causa
sindrome de hiper-IgM 1ligada a X (Allen e cols. (1993)
Science 259:990; e Korthauer e cols. (1993) Nature
361:539). Além disso, o bloqueio da interacdo de CD40/CD40L
pode evitar a rejeigdo de transplantes em modelos de
primatas ndo humanos. Veja, por exemplo, Wee e cols. (1992)
Transplantation 53:501-7.

A expressdo de CD40 em APCs tem um importante papel
co-estimulante na ativagdo dessas células. Por exemplo,
anticorpos monoclonais anti-CD40 agonisticos (mAbs)
mostraram imitar os efeitos de células T helper na ativacgéo
de células B. Quando apresentados em células aderentes que

expressam FcyRII, esses anticorpos induzem a proliferacdo
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de células B (Banchereau e cols. (1989) Science 251:70).
Além disso, mAbs anti-CD40 agonisticos podem substituir o
sinal de T helper para secreg¢dao de IgM, IgG e IgE na
presenc¢a de IL-4 (Gascan e cols. (1991) J. Immunol. 147:8).
Além disso, mAbs anti-CD40 agonisticos podem evitar morte
célula programada (apoptose) de células B isoladas de
linfonodos.

Essas e outras observag¢des sustentam a atual teoria de
que a interagdo de CD40 e CD40L tem um papel importante na
regulagdo das respostas imunes humoral e mediada por
células. Estudos mais recentes revelaram um papel muito
mais amplo da interagdo CD40/CD40L em diversos processos
fisiolégicos e patoldgicos.

A wvia de transdugdao do sinal de CD40 depende da
regulagdao coordenada de varios fatores intracelulares.
Assim como outros membros da familia de receptor de TNF,
CD40 ativa TRAFs, incluindo TRAF-2, -3, -5 e -6, que supra-
regulam diversas vias de sinalizagdo apds encaixe de CD40
com CD40L (seja CD40L ligado a membrana ou CD40L solavel),
incluindo quinase regulada por sinal extracelular (ERK), c-
jun amino terminal quinase (JNK), p38 MAPK e NF-KB (veja,
por exemplo, Younes e Carbone (1999) Int. J. Biol. Markers
14:135-143; wvan Kooten and Banchereau (2000) J. Leukoc.
Biol. 67:2-17).

A sinalizagdo via CD40 mostrou evitar a morte celular
por apoptose (Makus e cols. (2002) J. Immunol. 14:973-982).
Os sinais apoptdticos sdo necessarios para induzir a morte
celular programada em uma maneira coordenada. Os sinais de
morte celular podem incluir estimulos intrinsecos da célula

como estresse de reticulo endoplasmdtico ou estimulos
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extrinsecos como ligag¢do de receptor de FasL ou TNFa. A
via de sinalizag¢do é complexa, envolvendo a ativagdo de
caspases como Caspase-3 e Caspase-9, e de poli (ADP ribose)
polimerase (PARP) . Durante a cascata, proteinas de
sinaliza¢do anti-apoptose, como mcl-1 e bcl-x, e membros da
familia IAP de proteinas, como Inibidor de Apoptose Ligado
a X (XIAP), sdo infra-regulados (Budihardjo e cols. (1999)
Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 15:269-290). Por exemplo, em
células dendriticas, a sinalizagdo de célula CD40 pode
blogquear os sinais de apoptose transduzidos por FasL
(Bjorck e cols. (1997) Intl. Immunol. 9:365-372).

Portanto, o encaixe de CD40 por CD40L e a subsequente
ativagdo da sinalizagdo de CD40 sdo etapas necessarias para
respostas imunes normais; no entanto, a desregulagao da
sinalizagdo de CD40 pode 1levar a doenga. A via de
sinalizac3o de CD40 esta envolvida em doenga autoimune
(Ichikawa e cols. (2002) J. Immunol. 169:27812787 e Moore e
cols. (2002) J. Autoimmun. 19:139-145). Adicionalmente, a
interacdo CD40/CD40L tem um papel importante nos processos
inflamatérios. Por exemplo, tanto CD40 gquanto CD40L sdo
superexpressos em lesdes de aterosclerose humana e
experimental. O estimulo de CD40 induz a expressao de
enzimas que degradam matriz e expressdo de fator tecidual
em tipos de célula associadas a ateroma, como células
endoteliais, células de misculo liso, e macréfagos. Além
disso, a estimulagdo de CD40 induz a produgdo de citocinas
pré-inflamatbérias como IL-1, IL-6 e IL-8, e adesdao de
moléculas como ICAM-1, E-seletina e VCAM. A inibig¢do de
interagcdo CD40/CD40L evita a aterogénese em modelos

animais. Em modelos de transplante, o bloqueio da interagdo
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CD40/CD40L evita a inflamagdo. Constatou-se que a ligagdo
CD40/CD40L age de forma sinérgica com o peptideo beta
amiléide de Alzheimer para promover a ativagdo da
microglia, assim levando a neurotoxicidade.

Em pacientes com artrite reumatdide (AR), a expressao
de CD40 é aumentada em condrdéticos articulares; assim, a
sinalizagdo de CD40 contribuiu para a produgdo de citocinas
danosas e metaloproteinases de matriz. Veja Gotoh e cols.
(2004) J. Rheumatol. 31:1506-1512. Além disso, constatou-se
que a amplificagdo da resposta inflamatdédria sinovial ocorre
através da ativagdo de MAPKs e NF-kxB via ligagdo de CD40 em
células sinoviais CD14+ de pacientes com AR (Harigai e
cols. (2004) Arthritis. Rheum. 50:2167-2177). Em um modelo
experimental de AR, o tratamento com anticorpo anti-CD40L
evitou a inducdo de doenga, inflamag¢do das articulagdes, e
producdo de anticorpo anti-coldgeno (Durie e cols. (1993)
Science 261:1328-1330) . Finalmente, em experimentos
clinicos, mostrou-se que o esgotamento de células B CD20+
positivas de pacientes com AR por administragdo de Rituxan®
(geralmente indicada para linfoma de células B) melhora os
sintomas (Shaw e cols. (2003) Ann. Rheum. Dis. 62(Suppl.
2):1i55-1ii59).

O blogueio das interagdes de CD40/CD40L durante a
apresentacdo de antigeno para células T também mostrou
induzir a toleréncia a células T. Portanto, o bloqueio da
interacdo CD40/CD40L evita a ativagdo inicial de célula T
bem como induz a tolerdncia de longa duragdo a re-exposigdo
ao antigeno.

Anticorpos monoclonais humanos anti-CD40 e inGmeros

usos destes sdo revelados em Pedidos de Patentes de co-
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propriedade publicados como WO 2005/044854, WO 2005/044304,
WO 2005/044305, WO 2005/044306, WO 2005/044855, WO
2005/044307 e WO 2005/044294. Aqueles pedidos revelam
especificamente um anticorpo monoclonal anti-CD40 IgGl
humano, designado como CHIR-12.12, que foi gerado por
imunizagdo de camundongos transgénicos que sustentam o
lécus de cadeia pesada de IgGl humana e o lécus de cadeia
leve x humana (XenoCamundongo®  technology; Abgenix,
California).

Como mostrado por analise FACS, CHIR-12.12 se liga
especificamente a CD40 humano e pode evitar ligagdo CD40-
ligante (CD40L). CHIR-12.12 pode competir (compete off)
CD40L pré-ligado a CD40 de superficie celular. O anticorpo
monoclonal CHIR-12.12 é um forte antagonista e inibe
proliferagdo in vitro mediada por CD40L de células B
normais e malignas. O anticorpo monoclonal CHIR-12.12 inibe
diretamente a sobrevivéncia e as vias de sinalizagao
mediadas por CD40L em 1linfécitos B humanos normais. In
vitro, CHIR-12.12 mata células cancerosas primarias de
pacientes com NHL (linfoma ndo Hodgkin) por ADCC. A
atividade antitumor dose-dependente foi observada em um
modelo de linfoma humano de xenoenxerto. CHIR-12.12 esté
atualmente em experimentos de fase I para malignidades de
célula B.

CD20 é um antigeno de superficie celular expresso
precocemente em diferenciag¢do de célula B e permanece na
superficie celular através do desenvolvimento da célula B.
CD20 estd envolvido na ativagdo de célula B, & expresso em
niveis muito altos em células B neoplasicas, e & um alvo

terapéutico clinicamente reconhecido (veja, por exemplo,
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Hooijberg e cols. (1995) Cancer Research 55: 2627).
Anticorpos que visam CD20, como rituximab (Rituxan®), foram
aprovados pela “U.S. Food and Drug Administrag¢do” para o
tratamento de linfoma ndo Hodgkin (veja, por exemplo, Boye
e cols. (2003) Ann. Oncol. 14:520). Rituxan provou ser um
tratamento eficaz para linfoma ndo Hodgkin (NHL) de grau
baixo, intermedidrio e alto (veja, por exemplo, Maloney e
cols. (1994) Blood 84:2457-2466), McLaughlin e cols. (1998)
J. Clin. Oncol. 16:2825-2833, Maloney e cols. (1997) Blood
90:2188-2195, Hainsworth e cols. (2000) Blood 95:30523056,
Colombat e cols. (2001) Blood 97:101-106, Coiffer e cols.
(19928) Blood 92:19271932), Foran e cols. (2000) J. Clin.
Oncol. 18:317-324, Anderson e cols. (1997) Biochem. Soc.
Trans. 25:705-708, ou Vose e cols. (1999) Ann. Oncol.
10:58a). Rituxan® também consome células B normais, o que
pode ter um papel das doengas inflamatdrias e autoimunes.
Ele estd em experimento clinico para doengas autoimunes.
Embora o mecanismo exato de ag¢do ndo seja conhecido, a
evidéncia indica que os efeitos antilinfoma de Rituxan® sdo
em parte devidos a citotoxicidade mediada por complemento,
citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpo
(ADCC), 1inibigdo de proliferagdo celular, e finalmente
indugdo direta de apoptose. Alguns pacientes, no entanto,
tornam-se resistentes ao tratamento com Rituxan® (veja
Witzig e cols. (2002) J Clin. Oncol. 20:3262, Grillo-Lopez
e cols. (1998) J Clin. Oncol. 16:2825, ou Jazirehi e cols.
(2003) Mol. Cancer Ther. 2:1183-1193). Por exemplo, alguns
pacientes perdem expressdo de CD20 em células B malignas
apds terapia com anticorpo anti-CD20 (Davis e cols. (1999)

Clin. Cancer Res. 5:611). Além disso, 30% a 50% dos
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pacientes com NHL de baixo grau ndo exibem resposta clinica
a esse anticorpo monoclonal (Hainsworth e cols. (2000)
Blood 95:3052-3056; Colombat e cols. (2001) Blood 97:101-
106). A atividade c¢linica de rituximab em NHL também
mostrou ser correlacionada com o gendtipo de FcyRIIIa do
paciente. Pacientes com o polimorfismo 158aa de FcyRIIIa de

V/V ou V/F sdo mais responsivos a rituximab que aqueles com

F/F (por exemplo, veja, Cartron e cols. (2002) Blood
99(3) :754-758 ou Dall’Ozzo e cols; (2004) Cancer Res.
64:46644669) . Para pacientes que desenvolvem resisténcia a
esse anticorpo monoclonal, ou que .tém uma doencga

inflamatdéria ou doenga autoimune que é resistente a terapia
inicial com esse anticorpo, formas alternativas de
interven¢do terapéutica sdo necessdarias.

Além disso, Rituxan® consome células B normais em
pacientes. Portanto, ele pode ser usado para tratar doengas
autoimunes e inflamatdédrias dependentes de células B.

H&,  portanto, uma necessidade continuada por novos
agentes terapéuticos e novas estratégias terapéuticas para
doengas inflamatdérias e doengas autoimunes. Em particular,
hd uma necessidade por novas estratégias terapéuticas para
o tratamento de pacientes refratario ao tratamento com
anticorpos anti-CD20, como rituximab (Rituxan®).

Breve sumario da invengao

Sdo fornecidos métodos para o tratamento de um
paciente humano para uma doenga inflamatdédria ou doenca
autoimune que esta& associada a células que expressam CD40,
em que o paciente humano & heterozigdtico ou homozigdtico
para FcyRIIIa-158F (gendtipo V/F ou F/F). Os métodos

compreendem a administragdo ao paciente humano de uma
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quantidade terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de
um anticorpo anti-CD40. A invengdo também fornece o uso de
uma quantidade terapeuticamente ou profilaticamente eficaz
de um anticorpo anti-CD40 na manufatura de um medicamento
para o tratamento de uma doen¢a inflamatdria ou doenca
autoimune que estad associada a células que expressam CD40
em um paciente humano heterozigdético ou homozigdtico para
FcyRIIIa 158F (gendétipo V/F ou F/F).

Também sdo fornecidos métodos de inibigdo de produgdo
de anticorpo por células B em um paciente humano
heterozigdético ou homozigdtico para FcyRIIIa-158F (gendtipo
V/F ou F/F), que compreende a administrag¢do ao paciente
humano de uma quantidade eficaz de um anticorpo anti-CD40.
A inveng¢do também fornece o uso de uma quantidade eficaz de
um anticorpo anti-CD40 na manufatura de um medicamento para
inibigdo da produgdoc de anticorpo por células B em um
paciente humano heterozigdético ou homozigbético para
FcyRIITIalS8F (V/F ou F/F).

Métodos e kits para a identificagdo de um paciente
humano com uma doenga inflamatdédria ou autoimune que &
tratavel com um anticorpo anti-CD40 e que é refratdrio ao
tratamento com rituximab (Rituxan®) s3o também fornecidos.
Em algumas modalidades, os métodos compreendem: a) a
identificagdo de um paciente humano com wuma doencga
inflamatdéria ou doenga autoimune que estd associada a
células que expressam CD40 e que é refratdria ao tratamento
com rituximab (Rituxan®); e b) a determinacdo do gendtipo
FcyRIIIa-158 do paciente humano (VN, V/F ou F/F); em que a
doenga inflamatdria ou doenga autoimune & tratdvel com um

anticorpo anti-CD40 se o paciente humano é heterozigdtico
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ou homozigbético para FcyRIIIal58F (gendtipo V/F ou F/F). A
invengdo também pode incluir a etapa de administragdo a um
paciente humano identificado com o uso desse método de uma
quantidade terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de
um anticorpo anti-CD40. Kits da presente invengdo que
fornecem a identificagdo de um paciente humano com uma
doenc¢a inflamatdéria ou doenga autoimune que é tratavel com
um anticorpo anti-CD40 compreendem reagentes para a
determinagdo de um gendtipo FcyRIIIa-158 de um paciente
humano.

A invengdo também fornece métodos e kits para a
seleg¢do de uma terapia com anticorpo para o tratamento de
um paciente humano que tem uma doenga inflamatdéria ou
doenga autoimune que é refrataria ao tratamento com
rituximab (Rituxan®). Em algumas modalidades, os métodos
compreendem: a) a identificagdo de um paciente humano que
tem uma doenc¢a inflamatdria ou autoimune que estd associada
a células que expressam CD40 e que é refratario ao
tratamento com rituximab (Rituxan®); e b) determinagdo do
genétipo FcyRIIIa-158 de um paciente humano (V/V, V/F ou
F/F); em gque, se o paciente humano é heterozigdtico ou
homozigético para FcyRIIIa-158F (gendtipo V/F ou F/F), um
anticorpo anti-CD40 é selecionado para o tratamento da
doenca inflamatéria ou doenga autoimune. A invengdo também
pode incluir a etapa de administragdo a um paciente humano
identificado com o© uso desse método de uma gquantidade
terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de um anticorpo
anti-CD40. Kits da presente invengdo que fornecem a selegdo
de uma terapia de anticorpo para o tratamento de um

paciente humano que tem uma doenga inflamatdéria ou
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autoimune associada com células que expressam CD40
compreendem reagentes para a determinagdo de um gendtipo
FcyRIIIa-158 de um paciente humano.

A presente invengdo também fornece métodos para o
tratamento de um ©paciente humano para uma doenga
inflamatéria ou doenga autoimune que estd associada a
células que expressam CD40, em que os métodos compreendem a
administragdo ao paciente humano de wum anticorpo de
internalizag¢ao lenta. Em uma tal modalidade, uma quantidade
terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de um anticorpo
anti-CDh40 é administrada ao paciente humano de modo que o
anticorpo anti-CD40 nao seja significativamente
internalizado por células que expressam CD40 apds sua
administra¢dao. Em uma outra tal modalidade, uma guantidade
terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de um anticorpo
anti-CD40 & administrada ao paciente humano de modo que o
anticorpo anti-CD40 permaneca substancialmente
uniformemente distribuido na superficie de células due
expressam CD40 apds sua administragdo. Ainda em uma outra
modalidade, um anticorpo anti-CD40 é administrado ao
paciente humano de modo que uma quantidade terapeuticamente
ou profilaticamente eficaz do anticorpo anti-CD40 esteja
presente na superficie de células que expressam CD40 no
paciente humano apdés sua administragdo.

Anticorpos anti-CD40 para uso de acordo com a presente
invengdo se ligam especificamente ao antigeno de CD40. Em
algumas modalidades, anticorpos anti-CD40 para usoO nos
métodos da presente invengdo, em particular, anticorpos
monoclonais, exibem uma forte afinidade de 1ligagdo por

FcyRIIIa-158V humano, uma forte afinidade de ligagdo por
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FcyRIIIa-158F humano, uma forte afinidade de 1ligagdo por
FcyRIITa-158V e FcyRIIIa-158F humano. Em algumas dessas
modalidades, os anticorpos anti-CD40 podem se ligar a
qualquer um dos dois aldétipos de aminodcido 158 de FcyRIIIa
(V ou F) em células killer naturais (NK) de um paciente
humano com caracteristicas de ligagdo que sdo adequadas
para causar potente citoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC). Anticorpos anti-CD40 adequados incluem,
mas nao sao limitados a, anticorpos anti-CD40 que sao
livres de significante atividade agonista, incluindo, por
exemplo, anticorpos anti-CD40 gque sdo um antagonista de
sinalizag¢do CD40-CD40L em células que expressam CD40. Em
algumas modalidades, o anticorpo anti-CD40 é selecionado do
grupo que consiste em: a) o anticorpo monoclonal CHIR-
12.12; b) o anticorpo monoclonal produzido pela linha de
células de hibridoma 12.12; c¢) um anticorpo monoclonal que
compreende uma seqUéncia de aminodcidos selecionada do
grupo que consiste na seqiéncia mostrada em Id. de Seq.
N°:2, a seqUéncia mostrada em Id. de Seq. N°:4, a sequéncia
mostrada em Id. de Seq. N°:5, ambas as seqiéncias mostradas
em Id. de Seq. N°:2 e Id. de Seq. N°:4, e ambas as
sequéncias mostradas em Id. de Seq. N°:2 e Id. de Seq.
N°:5; d) um anticorpo monoclonal que tem uma sequéncia de
aminoadcidos codificada por uma molécula de &acido nucléico
que compreende uma sequéncia de nucleotideos selecionada do
grupo que consiste na seqliéncia mostrada em Id. de Seq.
N°:1, a sequéncia mostrada em Id. de Seq. N°:3, e ambas as
sequéncias mostradas em Id. de Seqg. N°:1 e Id. de Seq.
N°:3; e) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo

capaz de ligar o anticorpo monoclonal produzido pela linha
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de células de hibridoma 12.12; f) um anticorpo monoclonal
que se liga a um epitopo que compreende residuos 82-87 da
seqiiéncia de CD40 humano mostrada em Id. de Seqg. N°:7 ou
Id. de Seqg. N°:9; g) um anticorpo monoclonal que se liga a
um epitopo que compreende residuos 82-89 da seqUéncia de
CD40 humano mostrada em Id. de Seq. N°:7 ou Id. de Seq.
N°:9; h) um anticorpo monoclonal gue compete com ©
anticorpo monoclonal CHIR-12.12 em um ensaio de 1ligagdo
competitiva; i) o anticorpo monoclonal do item a) anterior
ou um anticorpo monoclonal de qualquer um dos itens
anteriores c)-h), em que o anticorpo & recombinantemente
produzido; e j) um anticorpo monoclonal que é um fragmento
de 1ligagdo a antigeno de um anticorpo monoclonal de
qualquer um dos itens anteriores a)-i), em que o fragmento
retém a capacidade de se ligar especificamente ao antigeno
CD40 humano.

Os métodos da presente invengdo tém uso no tratamento

de doengas inflamatdrias ou doengas autoimunes que sdo

associadas com células gque expressam CD40. Exemplos
incluem, sem limitac¢ao, ldpus eritematoso disseminado
(LED), 1lapus discdéide, nefrite de 1ldapus, sarcoidose,

artrite inflamatdéria incluindo artrite juvenil, artrite
reumatdide, artrite ©psoriatica, sindrome de Reiter,
espondilite anquilosante, artrite da gota, rejeigdo de
transplante de 6rgdo ou tecido, rejeigdo hiperaguda, aguda
ou crdnica e/ou enxerto versus doenca do hospedeiro,
esclerose maltipla, sindrome de hiper IgE, poliarterite
nodosa, cirrose Dbiliar ©priméaria, doenga inflamatdria
intestinal, doengca de Crohn, doenga celiaca (enteropatia

sensivel ao gliten), hepatite autoimune, anemia perniciosa,
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anemia hemolitica autoimune, psoriase, escleroderma,
miastenia  grave, parpura trombocitopénica autoimune,
tireoidite autoimune, doenga de Grave, tirecidite de

Hashimoto, doenga do complexo imune, sindrome da disfuncgdo

imune de fadiga crbnica (CFIDS), polimiosite e
dermatomiosite, crioglobulinemia, trombdlise,
cardiomiopatia, pénfigo vulgar, fibrose intersticial
pulmonar, diabetes melito tipo I e tipo 1T,

hipersensibilidade tipo retardada tipo 1, 2, 3 e 4, alergia
ou disturbios alérgicos, respostas imunes indesejadas a
proteinas terapéuticas, asma, sindrome de Churg-Strauss
(granulomatose alérgica), dermatite atdpica, dermatite de
contato irritante e alérgica, urticaria, alergia mediada
por IgE, aterosclerose, vasculite, miopatias inflamatdrias
idiopaticas, doenga hemolitica, doen¢a de Alzheimer's e
polineuropatia desmielinizante inflamatdéria crdnica,
inflamag¢do pulmonar incluindo, sem limitagdo, rejeigdo a
enxerto pulmonar, asma, sarcoidose, enfisema, fibrose
cistica, fibrose pulmonar idiopatica, bronquite crdnica,
rinite alérgica e doengas alérgicas do pulmdo como
pneumonite de hipersensibilidade, pneumonia eosinofilica,
bronquiolite obliterante devido a transplante de medula
6ssea e/ou pulmonar ou outras causas, aterosclerose de
enxerto/flebosclerose de enxerto, fibrose pulmonar que
resulta de doengas do colageno, vasculares e doengas
autoimunes como artrite reumatdide e lupus eritematoso, bem
como doengas inflamatdrias ou doengas autoimunes associadas
a células que expressam CD20. Os métodos da inveng¢do sdo
particularmente vantajosos com relagdo a doengas

inflamatérias e doengas autoimunes que sdo associadas com
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células que expressam CD40 e CD20. Desse modo, a presente
invengdo permite o tratamento de pacientes que tém uma
doenga inflamatdéria ou autoimune que €& ndo responsiva ou
refrataria a terapia com outros agentes terapéuticos,
incluindo anticorpos anti-CD20 para pacientes que sdo
homozigdéticos ou heterozigdtico para FcyRIIIa-158F
(genétipo V/F ou F/F).

Breve descrigdo dos desenhos

Figuras 1A-1F mostram resultados de uma analise de
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC)
(ADCC) em seis linhas de células.

Figuras 2A-2D mostram resultados de uma analise de
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC)
(ADCC) em células de paciente com CLL (n = 8).

Figura 3 resume os resultados de uma andlise de ADCC
em células de pacientes com CLL (n=9).

Figura 4 mostra os resultados de uma andlise de ADCC
em células de pacientes com CLL, com o uso de células NK
efetoras de dois diferentes doadores.

Figura 5 mostra os resultados de quantificagdo de
expressdo em superficie de célula CD40 e CD20 em células de
pacientes com CLL e células B normais.

Figura 6 sumariza a atividade ADCC para células com
expressao em superficie de célula CD40 e CD20 quantificada.

Figura 7 é& um grafico em barras que mostra niveis de
CHIR-12.12 ligado a superficie celular em linhas de células
Daudi e ARH77.

Figura 8 mostra os resultados de investigac¢do de
internaliza¢do de CHIR-12.12 e rituximab em células de

pacientes com CLL por andlise de FACS.
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Figura 9 mostra os resultados de investigagdo de
internalizagao de CHIR—12.12 e rituximab em células B
normais por microscopia confocal de anticorpos rotulados
com FITC.

Figura 10 mostra os resultados de investigagdo de
internaliza¢do de CHIR-12.12 e rituximab em células de
pacientes com CLL por microscopia confocal de anticorpos
rotulados com Alexa488.

Figura 11 resume a relagdo entre atividade de ADCC e
internalizacao.

Figura 12 & um grafico em barra que mostra percentagem
de lise maxima especifica de células Daudi por CHIR-12.12
ou rituximab por células efetoras NK purificadas de
doadores com diferentes gendtipos de FcyRIIIa.

Figura 13 & um grafico em barra que mostra a poténcia
de ADCC (EDsg) de CHIR-12.12 ou rituximab sobre células
Daudi por células efetoras NK purificadas de doadores com
diferentes gendtipos de FcyRIIIa.

Figura 14 resume ADCC comparativo de CHIR-12.12 e
rituximab contra células de paciente com CLL (n=9) por
células NK humanas de doadores humanos de mdltiplos
gendtipos.

Descrigdo detalhada da invengdo

Os inventores descobriram, de forma surpreendente, que
os anticorpos anti-CD40, como CHIR-12.12, sdo capazes de
mediar potente <citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC) de células alvo que expressam CD40 sob
condig¢des em que outros anticorpos que medeiam ADCC sdo
menos eficazes ou relativamente ineficazes. Ao contrario de

outros anticorpos, como rituximab (Rituxan®), anticorpos
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anti-CD40 usados de acordo com a invengdo podem se ligar a
qualquer um dos dois élétipos de aminoacido 158 de FcyRIIIa
(V or F) em células natural killer (NK) de paciente humano
com caracteristicas de 1ligagdo que sdo adequadas para
causar potente ADCC. Esse achado & inesperado e representa
um avango em nossa capacidade para tratar doengas
inflamatérias e doengas autoimunes por toda uma segdo de um
paciente.

Portanto, anticorpos anti-CD40, como CHIR-12.12, podem
ser usados no tratamento de doengas inflamatdrias e doengas
autoimunes associadas com células que expressam CD-40 em
pacientes humanos heterozigdéticos ou homozigdticos para
FcyRIIIa-158F (gendétipo V/F ou F/F), além de pacientes
humanos homozigdticos para FcyRIIIa-158V (gendtipo V/V).

A invengdo assim fornece um método para o tratamento
de um paciente humano para uma doeng¢a inflamatdria ou
doenga autoimune que estd associada a células que expressam
CD40, em que o referido paciente humano & heterozigdtico ou
homozigbético para FcyRIIIa-158F (gendtipo V/F ou F/F), o
método compreendendo a administragdo ao referido paciente
humano de uma quantidade terapeuticamente ou
profilaticamente eficaz de um anticorpo anti-CD40. A
invengao também fornece o uso de uma guantidade
terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de um anticorpo
anti-CD40 na manufatura de um medicamento para o tratamento
de uma doenca inflamatdédria ou doenga autoimune que esta
associada a células gque expressam CD40 em um paciente
humano heterozigdédtico ou homozigdtico para FcyRIIIa 158F
(gendétipo V/F ou F/F).

Como acima observado, a atividade clinica de rituximab
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em NHL mostrou estar correlacionada com o gendtipo de
FcyRIIIa do paciente. Pacientes com o polimorfismo de 158aa
de FcyRIIIa de F/F sdo menos responsivos a rituximab que
aqueles com V/V ou V/F (por exemplo, veja, Cartron e cols.
(2002) Blood 99(3):754-758 ou Dall’Ozzo e cols. (2004)
Cancer Res. 64:4664-4669. Como acima observado, Rituxan®
estd em experimentos clinicos para doengas autoimunes.
Portanto, a presente inven¢do & vantajosa para o tratamento
de doencgas inflamatdrias e doengas autoimunes que ndo sdo
responsivas ao tratamento com um anticorpo anti-CD20 como
rituximab (Rituxan®). Além disso, tal potente morte de
células alvo sem a necessidade de wusar um conjugado
anticorpo-toxina resultard em um medicamento de custo menor
de produgdo e que tem menos efeitos colaterais.

Anticorpos anti-CDh40, como CHIR-12.12, podem ser
usados em métodos para a inibigdo da produgdo de anticorpo
por células B em um paciente humano heterozigdético ou
homozigdético para FcyRIIIa-158F (gendétipo V/F ou F/F), em
adigdo a pacientes humanos homozigdticos para FcyRIIIa-158V
(genétipo V/V).

Portanto, a invengdo fornece um método de inibicdo de
produgdo de anticorpo por células B em um paciente humano
heterozigdético ou homozigbético para FcyRIIIa-158F (gendtipo
V/F ou F/F), que compreende a administrac3o ao referido
paciente humano de uma quantidade eficaz de um anticorpo
anti-CD40, como CHIR-12.12. A inven¢do também fornece o uso
de uma quantidade eficaz de um anticorpo anti-CD40 na
manufatura de um medicamento para inibiqéo da produgdo de
anticorpo por células B em um paciente humano

heterozigdético ou homozigdtico para FcyRIIIa-158F (V/F ou
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F/F) .

Nao seria esperado por pessoa habilitada na técnica
que se pudesse inibir a produ¢do de anticorpos por células
B em um paciente humano heterozigdético ou homozigdtico para
FcyRIIIa-158F (gendtipo V/F ou F/F).

A presente invengdo permite o regime de tratamento
selecionado para um paciente humano individual a ser
baseado naquele gendtipo de FcyRIIIa-158 do paciente por
administragdo de um anticorpo anti-CD40 que medeia ADCC.

A invengao fornece um método para a identificacdo de
um paciente humano com uma doenga inflamatdria ou doencga
autoimune tratavel com um anticorpo anti-CD40 e que é
refratadria ao tratamento com rituximab (Rituxane), que
compreende:

a) a identificagdo de um paciente humano com uma
doenga inflamatdria ou doenga autoimune que estd associada
a células que expressam CD40 e que ¢é refratdrio ao
tratamento com rituximab (Rituxan®);

b) a determinagdo do referido gendétipo FcyRIIIa-158 do
paciente humano (VN, V/F ou F/F);

em que a referida doenga inflamatdria ou doenca
autoimune é tratdvel com um anticorpo anti-CD40 se o
referido paciente humano é heterozigdtico ou homozigdtico
para FcyRIIIal58F (gendtipo V/F ou F/F). A invencdo também
pode incluir a etapa de administragdo a um paciente humano
identificado com o uso desse método de uma quantidade
terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de um anticorpo
anti-CD40.

Esse método de identificagdo de um paciente humano com

uma doeng¢a inflamatdria ou doenga autoimune tratdvel com um
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anticorpo anti-CD40 pode ser facilmente realizavel por uma
pessoa habilitada na técnica com o wuso de um kit
diagnéstico adequado. O kit pode compreender reagentes
adequados para a determinagdo de um gendtipo FcyRIIIa-158
de um paciente humano. Portanto, a invengdo também fornece
um kit para a identificagdo de um paciente humano com uma
doenga inflamatdéria ou doenga autoimune tratavel com um
anticorpo anti-CD40, que compreende reagentes para a
determinag¢do de um gendtipo FcyRIIIa-158 de um paciente
humano. Kits adequados sdo descritos em maiores detalhes em
outra parte nesta especificagdo.

A invencdo também fornece um método para selegdo de
uma terapia de anticorpo para tratamento de um paciente
humano que tem uma doenga inflamatdria ou doenga autoimune
que é refratdria ao tratamento com rituximab (Rituxan®),
que compreende:

a) a identificag¢do de um paciente humano que tem uma
doenca inflamatdéria ou doenga autoimune que esta associada
a células que expressam CD40 e que ¢é refrataria ao
tratamento com rituximab (Rituxan®); e

b) determinag¢do do referido gendédtipo FcyRIIIa-158 de
um paciente humano (V/V, V/F ou F/F);

em que, se o referido paciente humano & heterozigdtico
ou homozigético para FcyRIIIa-158F (gendétipo V/F ou F/F),
um anticorpo anti-CD40 é selecionado para o tratamento da
referida doenga inflamatdéria ou doenga autoimune. Em
particular, um anticorpo anti-CD40 pode ser selecionado em
preferéncia ao tratamento com rituximab (Rituxan®). A
invencdo também pode incluir a etapa de administragdo a um

paciente humano identificado com o uso desse método de uma
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quantidade terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de
um anticorpo anti-CD40.

Esse método de selegdo de uma terapia de anticorpo
para o tratamento de um paciente humano que tem uma doenga
inflamatéria ou doenga autoimune pode ser facilmente
realizado por uma pessoa habilitada na técnica com o uso de
um kit diagndéstico adequado. O kit deve compreender
reagentes adequados para a determinagdo de um gendtipo
FcyRIITIa-158 de um paciente humano. Portanto, a invengdo
também fornece um kit para a selegdo de uma terapia de
anticorpo para tratamento de um paciente humano que tem uma
doenca inflamatdédria ou doenga autoimune associada com
células que expressam CD40, que compreende reagentes para a
determinagdo de um gendtipo FcyRIIIa-158 de um paciente
humano.

Os inventores descobriram, de forma surpreendente, que
os anticorpos anti-CD40, como CHIR-12.12, nao sao
significativamente internalizados por células que expressam
CD40 apds administragdo. Ao contrario, anticorpos anti-
CD40, como CHIR-12.12, sdo substancialmente uniformemente
distribuidos na superficie de células que expressam CD40
por um periodo de tempo significativo apds a administracgao.
Isso estd em contraste com outros anticorpos, em particular
anticorpos anti-CD20, como rituximab (Rituxan®).

A duracgdo da ligagdo de CD40 na superficie de células
que expressam CD40 e a distribuigdo uniforme do anticorpo
anti-CD40 na superficie de células que expressam CD40
permitem gque o anticorpo anti-CD40 medeie potente
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) de

células alvo que expressam CD40, via ligag¢do a um FcR, como
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FcyRIITa em células natural killer (NK).

Portanto, a invengao fornece um método para O
tratamento de um paciente humano para uma doenga
inflamatdédria ou doenga autoimune gque esta associada a
células que expressam CD40, o método compreendendo a
administrag¢do. ao referido paciente humano de uma quantidade
terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de um anticorpo
anti-CD40, de modo que o anticorpo anti-CD40 ndo seja
significativamente internalizado por células que expressam
CD40 apbds a administragdo.

A invengdo também fornece um método para o tratamento
de um paciente humano para uma doen¢a inflamatdria ou
doenga autoimune que estd associada a células que expressam
CD40, o método compreendendo a administragdo ao referido
paciente humano de uma quantidade terapeuticamente ou
profilaticamente eficaz de um anticorpo anti-CD40, de modo
que o anticorpo anti-CD40 permanega substancialmente
uniformemente distribuido na superficie de células que
expressam CD40 apds administragdo.

A invenc¢do também fornece um método para o tratamento
de um paciente humano para uma doenga inflamatdéria ou
doeng¢a autoimune que estd associada a células que expressam
CD40, o método compreendendo a administrag¢do ao referido
paciente humano de um anticorpo anti-CD40, de modo gque uma
quantidade terapeuticamente ou profilaticamente eficaz do
anticorpo anti-CD40 esteja presente mna superficie de
células que expressam CD40 no referido paciente humano apéds
a administracgdo.

Esses aspectos da invengdao envolvemn, assim, a

administragao a um paciente de um anticorpo de
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internalizag¢do lenta. Por “anticorpo de internalizagao
lenta”, entende-se um anticorpo que permanece disposto na
superficie celular por um periodo de tempo significativo.
Como a pessoa habilitada estarad ciente, essa propriedade
contrasta com propriedades consideradas vantajosas para
varias aplicag¢des terapéuticas que realmente requerem
internaliza¢do de complexo anticorpo-receptor para que a
terapia seja eficaz. Nesse contexto, um periodo de tempo
significativo geralmente excede 3 horas, preferivelmente 6
horas, mais preferivelmente 12 horas, mais preferivelmente
24 horas, 36 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 120
horas, 144 horas, 168 horas ou mais.

Preferivelmente, pelo menos 5%, pelo menos 10%, pelo
menos 20%, pelo menos 30%, pelo menos 40%, pelo menos 50%,
pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 80%, pelo menos
90%, ou mais do anticorpo inicialmente disposto na
superficie de uma célula gque expressa CD40 permanece
disposto na superficie da célula apds o periodo de tempo
significativo acima.

A internalizagdo de anticorpos pode ser avaliada por
varios ensaios. Por exemplo, linhas de células como a linha
de células de linfoma Daudi, ou linha de células ARH77 MM,
podem ser usadas para avaliar o efeito da 1ligacdo de
anticorpo candidato em internalizag¢do. As células sdo
incubadas com IgGl humana (anticorpo de controle) ou o
anticorpo candidato em gelo (com 0,1% azida de sbédio para
bloquear a internalizagdo) ou 37°C (sem azida de sdédio) por
um periodo de tempo, adequadamente 3 horas. Depois de uma
lavagem com tampdo de coloragdo frio (por exemplo,

PBS+1%BSA+0,1% azida de sddio), as células sdo coradas, por
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exemplo, com IgG-FITC anti-humana de cabra por 30 minutos
em gelo. O grau de coloragdo pode ser entdo avaliado; nesse
exemplo, a intensidade fluorescente média geométrica (MFI)
pode ser registrada, como por FACS Calibur. Outros ensaios
adequados serdo aqueles conhecidos por aqueles habilitados
na técnica (veja, por exemplo,
http://wvvw.abgenix.com/documents/SBS2003%20poster.pdf) .

Em experimentos apresentados nos Exemplos 4 e 5 nesta
especificagdo, nenhuma diferenga na MFI foi observada entre
células incubadas com CH12.12 em gelo na presenc¢a de azida
de sb6dio ou a 37°C na auséncia de azida de sbédio (veja as
Figuras 7-10). Esses dados mostram que CH12.12, apds
ligagdo a CD40, ndo é internalizado e continua a ser
apresentado na superficie celular.

Um resumo de técnicas e procedimentos padrdo que podem
ser empregados para utilizar a invengdo é dado abaixo.
Deve-se entender que esta invengdo ndo é limitada a
metodologia particular, protocolos, 1linhas de célula,
vetores e reagentes descritos. Deve-se também compreender
que a terminologia aqui usada é para o objetivo de
descrigdo de modalidades particulares apenas, e ndo se
pretende que essa terminologia limite o escopo da presente
invengdo. A extensdo da invengdo & limitada apenas pelos
termos das reivindicag¢des em anexo.

Abreviagdes padrdo para nucleotideos e aminodcidos sdo
usadas nessa especificacgao.

A pratica da presente invengdo empregard, a menos que
indicado de outra forma, técnicas convencionais de biologia
molecular, microbiologia, tecnologia de DNA recombinante e

imunologia, que estdo dentro da habilidade daqueles que
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trabalham na técnica.

Tais técnicas sdo totalmente explicadas na literatura.
Exemplos de textos particularmente adequados para consulta
incluem os seguintes: Sambrook e cols. (1989) Molecular
Cloning; A Laboratory Manual (2* ed.); D.N Glover, ed.
(1985) DNA Cloning, Volumes I e II; M.J. Gait, ed. (1984)
Oligonucleotide Synthesis; B.D. Hames & S.J. Higgins, eds.
(1984) Nucleic Acid Hybridization; B.D. Hames & S.J.
Higgins, eds. (1984) Transcription and Translation; R.I.
Freshney, ed. (1986) Animal Cell Culture; Immobilized Cells
and Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal (1984) A Practical

Guide to Molecular Cloning; Methods in Enzymology series

(Academic Press, Inc.), especialmente volumes 154 & 155;
J.H. Miller and M.P. Calos, eds. (1987) Gene Transfer
Vectors for Mammalian Cells (Cold Spring Harbor
Laboratory); Mayer and Walker, eds. (1987) Immunochemical

Methods in Cell and Molecular Biology (Academic Press,
London) ; Scopes (1987) Protein Purification: Principles and
Practice (2* ed.; Springer Verlag, N.Y.); e D.M. Weir e C.
C. Blackwell, eds. (1986) Handbook of Experimental
Immunology, Volumes I-IV.

Os métodos da invengdo envolvem o uso de anticorpos
anti-CD40 no tratamento de doengas inflamatérias e doencas
autoimunes associada com células que expressam CD40.

Por "“CD40”, *“antigeno CD40” ou ‘“receptor de CD40”,
entende-se a glicoproteina de transmembrana de 50-55 kDa da
familia de receptor de fator de necrose tumoral (TNF)
(veja, por exemplo, Patentes U.S. Nos. 5.674.492 e
4.708.871; Stamenkovic e cols. (1989) EMBO 8:1403; Clark

(1990) Tissue Antigens 36:33; Barclay e cols. (1997) The
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Leucocyte Antigen Facts Book (2* ed.; Academic Press, San
Diego)) . Foram identificadas duas isoformas de CD40 humano,
codificadas por variantes de transcrito combinadas
alternativamente desse gene. A primeira isoforma (também
conhecida como “isoforma longa” ou “isoforma 1”) é expressa
como um polipeptideo precursor de 277 aminodcidos (Id. de
Seq. N°:9; relatada inicialmente como N° de Acesso no
GenBank CAA43045 e identificada como isoforma 1 no N° de
Acesso no GenBank NP_001241), codificada por Id. de Seq.
N°:8 (veja, N°° de Acesso no GenBank X60592 e NM 001250)),
que tem wuma sequiéncia sinalizadora representada pelos
primeiros 19 residuos. A segunda isoforma (também conhecida
como a “isoforma curta” ou “isoforma 2”) & expressa como um
polipeptideo precursor de 203 aminodcidos (Id. de Seq.
N°:7; N° de Acesso no GenBank NP 690593), codificada por
Id. de Seq. N°:6 (N° de Acesso no GenBank NM 152854), que
também tem uma seqiéncia sinalizadora representada pelos
primeiros 19 residuos. Os polipeptideos precursores dessas
duas isoformas de CD40 humano compartilham em comum seus
primeiros 165 residuos (ou seja, residuos 1-165 de Id. de
Seq. N°:7 e Id. de Seq. N°:9). O polipeptideo precursor da
isoforma curta (mostrada em Id. de Seqg. N°:7) é& codificado
por uma variante do transcrito (Id. de Seq. N°:6)
desprovida de um segmento codificador, o que leva a uma
mudangca na estrutura de traducgdo; a isoforma de CD40
resultante contém um terminal C mais curto e distinto
(residuos 166-203 de Id. de Seq. N°:7) daquele contido na
isoforma longa de CD40 (terminal C mostrado nos residuos
166-277 de Id. de Seqg. N°:9). Para as finalidades da

presente invengdo, o termo “antigeno CD40”, “antigeno de



10

15

20

25

30

28/128

superficie celular CD40”, “receptor de CD40” ou “CD40”
engloba tanto a isoforma curta quanto a longa de CD40. O
antigeno CD40 pode ser completa ou parcialmente
glicosilado.

Como apontado em outra parte nesta especificacg¢do, CD40
€ encontrado na superficie de células B humanas normais e
neoplasicas, células dendriticas, mondécitos, macrdfagos,
células T CD8+, células endoteliais, células monociticas e
epiteliais, células T ativadas, plaquetas ativadas, células
de misculo liso vascular inflamadas, eosindéfilos, membranas
sinoviais em artrite reumatdide, fibroblastos dérmicos e
outros tipos de células ndo linfédéides.

“Células que expressam CD40” significa qualquer tipo
de célula normal ou maligna que expresse niveis detectéaveis
do antigeno CD40. Preferivelmente, as células que expressam
CD40 sdo células que expressam niveis detectaveis de
antigeno CD40 de superficie celular. Métodos para a
detecgdo da expressdo de CD40 em células sdo bem conhecidos
na técnica e incluem, sem 1limitacdo, técnicas de PCR,
imunoistoquimica, citometria de fluxo, Western blot, ELISA,
e semelhantes. Esses métodos permitem a deteccdo de mRNA de
CD40, antigeno CD40 e antigeno CD40 de superficie celular.
A detecgdo de expressdo de CD40 de superficie celular pode
ser realizada como descrito no Exemplo 3 nesta
especificagdo, ou por outros métodos adequados. |

Por “ligante de CD40" ou “CD40L", entende-se
primariamente a proteina de transmembrana de 32-33 kDa que
também existe em duas formas menores solaveis
biologicamente ativas, de 18 kDa e 31 kDa, respectivamente

(Graf e cols. (1995) Eur. J. Immunol. 25:1749- 1754; Mazzei
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e cols. (1995) J. Biol. Chem. 270:7025-7028; Pietravalle e
cols. (1996) J Biol. Chem. 271:5965-5967). CD40L humano é
também conhecido como CD154 ou gp39. Por “ligante de CD40”
ou “CD40L”, também se entende qualquer outro peptideo,
polipeptideo ou proteina que possa ligar e ativar uma ou
mais vias de sinalizagdo de CD40. Portanto, “ligantes de
CD40” incluem, sem limitagdo, proteinas de ligante de CD40
de comprimento total e variantes e fragmentos destas que
retém suficiente atividade para realizar a funcdo de
ligagdo e estimulo da sinalizagdo de CD40 em células que
expressam CD40. Modificag¢des a um ligante de CD40 nativo,
por exemplo, CD40L humano, incluem, sem limitacéao,
substituigdes, delegdes, truncagdes, extensdes, proteinas
de fusdo, fragmentos, peptidomiméticos e outros.

Por “sinalizagdo de CD40”, entende-se qualquer uma das
atividades bioldgicas que resultam da interacdo de CD40 de
superficie celular com um ligante de CD40 ou outro
agonista, como um anticorpo agonista. Exemplos de
sinalizagdo de CD40 s8o sinais que levam a proliferacédo e
sobrevivéncia de células que expressam CD40, e estimulo de
uma ou mais vias de sinalizac3o de CD40 em células que
expressam CD40. Uma “via de sinaliza¢do de CD40” ou “via de
transdugdo de sinal” deve significar pelo menos uma reagao
bioquimica, ou um grupo de reagdes bioquimicas, que
resultam de interagdo do receptor de CD40 com um ligante de
CD40, por exemplo, CD40L, e que geram um sinal que, quando
transmitido através da via de sinal, leva a ativagdo de uma
ou mais moléculas abaixo na cascata de sinalizacdo. As vias
de transdugdo de sinal envolvem inGmeras moléculas de

transdugdo de sinal que levam & transmissdo de um sinal do
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receptor de CD40 de superficie celular por toda a membrana
plasmatica de uma célula, e através de uma ou mais em uma
série de moléculas de transdugdo de sinal, através do
citoplasma da célula, e, em alguns casos, no nicleo da
célula. De interesse particular para a presente invencdo
sdo vias de transdugdo de sinal de CD40, que incluem a via
de sinalizagdo de AKT, que 1leva & ativacido de AKT, e
finalmente & ativagdo de NF-xB por meio da via de
sinalizacdo de NF-xB; e proteina quinase ativada por vias
de sinalizagdo de mitébgeno (MAPK), incluindo a via de
sinalizagdo de MEK/ERK e a via de sinalizacdo de MEK/p38,
que levam a ativacdo de ERK e p38, respectivamente.

Como acima observado, a presente invencdo fornece um
método para o tratamento de um paciente humano para uma
doenga inflamatdria ou doenga autoimune que estd associada
a células que expressam CD40, em que o referido paciente
humano & heterozigético ou homozigético para FcyRIIIa-158F
(genétipo V/F ou F/F), © método compreendendo a
administragdo ao referido paciente humano de uma quantidade
terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de um anticorpo
anti-CD40.

Por “paciente humano”, entende-se um paciente humano
que €& atingido, tem risco de desenvolver, ou estid em
recaida de qualquer doenca inflamatdéria ou doenga autoimune
que esta associada com células que expressam CD40.

Por “doenc¢a inflamatdéria ou doenc¢a autoimune associada
com células que expressam CD40”, entende-se qualquer doenga
inflamatéria ou doenga autoimune associada com células que
expressam CD40. A doenca inflamatdéria ou doenca autoimune

associada com células que expressam CD40 pode ser uma
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doenga inflamatdéria ou doen¢a autoimune associada com um
nivel indesejadvel de sinalizagdo de CD40 em células que
expressam CD40, ou a doenga inflamatéria ou doenga
autoimune pode ser apenas indiretamente associada com
células que expressam CD40. Por “uma doenca inflamatdédria ou
doenga autoimune associada com um nivel indesejavel de
sinalizag¢do de CD40”, entende-se uma doenga inflamatéria ou
doenga autoimune cujo desenvolvimento ou progressdo estd
associado com um nivel indesejavel de sinalizacdo de CD40.

Por "“um nivel indesejadvel de sinalizac¢do de CD40”,
entende-se qualquer nivel fisiologicamente indesejivel de
sinalizagdo de CD40 gque pode ocorrer em células que
expressam CD40 em um paciente humano que tem uma doenca
inflamatdéria ou doen¢a autoimune.

Doengas inflamatérias sdo caracterizadas por
inflamagdo e destruigdo tecidual, ou uma combinac¢do destas.
“"Doeng¢a inflamatdria” inclui qualquer processo inflamatério

com mediagdo imune em que o evento de iniciac¢do ou alvo da

resposta imune envolva antigeno(s) ndo-prdprio (self),
incluindo, por exemplo, aloantigenos, xenoantigenos,
antigenos virais, antigenos bacterianos, antigenos

desconhecidos ou alérgenos.

Como aqui usado, o termo “auto-imunidade” é geralmente
compreendido como englobando processos inflamatdrios imune-
mediados que envolvem antigenos ‘“préprio”. Em doencgas
autoimunes, antigenos préprio despertam respostas imunes do
hospedeiro.

A presente invengdo pode ser usada no tratamento de
inflamacdo associada com rejeigdo a transplante de tecidos.

“Rejeigdo de transplante” ou ‘“rejeicdo de enxerto” se
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refere a qualquer resposta imune montada pelo hospedeiro
contra um enxerto incluindo, sem limitag¢do, antigenos HLA,
antigenos do grupo sanguineo, e semelhantes.

A invengdo também pode ser usada para o tratamento de
doenga enxerto versus hospedeiro, como a que ocorre
associada ao transplante de medula O&ssea, por exemplo.
Nessa doenga enxerto versus hospedeiro, a medula &ssea
doadora inclui linfécitos e células que amadurecem
tornando-se linfécitos. Os linfbécitos do doador reconhecem
os antigenos do receptor como ndo-préprio e montam uma
resposta inflamatdria imune. Desse modo, como aqui usado,
“doenga enxerto versus hospedeiro” ou ‘“rea¢do enxerto
versus hospedeiro” se refere a qualquer resposta imune
mediada por células T na qual os linfécitos do doador
reagem com os antigenos do hospedeiro.

Doengas inflamatdérias e doengas autoimunes que podem
ser tratadas de acordo com os métodos da invenc¢do incluem,
sem limitagdo, 1lGpus eritematoso sistémico (LES), ldpus
discéide, nefrite lGpica, sarcoidose, artrite inflamatéria,
incluindo artrite juvenil, artrite reumatdide, artrite
psoriatica, sindrome de Reiter, espondilite anquilosante e
artrite da gota, rejeigcdo de um transplante de 6rgdoc ou
tecido, rejeigdo hiperaguda, aguda, ou crdnica e/ou doenca
enxerto versus hospedeiro, esclerose maltipla, sindrome de
hiper IgE, poliarterite nodosa, cirrose biliar primaria,
doenga inflamatdéria do intestino, doenga de Crohn, doenca
celiaca (enteropatia sensivel ao gldten), hepatite
autoimune, anemia perniciosa, anemia hemolitica autoimune,
psoriase, esclerodermia, miastenia gravis, parpura

trombocitopénica autoimune, tireoidite autoimune, doenca de
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Grave, tireoidite de Hashimoto, doenga de complexo imune,
sindrome de disfun¢do de fadiga crdénica imune (CFIDS),
polimiosite e dermatomiosite, crioglobulinemia, trombélise,
cardiomiopatia, pénfigo vulgar, fibrose pulmonar
intersticial, diabetes melito Tipo I e Tipo 11,
hipersensibilidade retardada do tipo 1, 2, 3, e 4, alergia
ou distirbios alérgicos, respostas imunes indesejadas/ndo
intencionais as proteinas terapéuticas (veja por exemplo,
Pedido de Patente U.S. N° US 2002/0119151 e Koren, e cols.
(2002) Curr. Pharm. Biotechnol. 3:349-60), asma, sindrome
de Churg-Strauss (granulomatose alérgica), dermatite

atdépica, dermatite de contacto alérgica e irritante,

urticaria, alergia mediada por IgE, aterosclerose,
vasculite, miopatias inflamatdérias idiopaticas, doenga
hemolitica, doenga de Alzheimer, polineuropatia
desmielinizante inflamatédria crénica e semelhantes. Em

outras modalidades, os anticorpos antagonistas anti-CD40 da
invengdo sdo Uteis no tratamento de inflamacdo pulmonar
incluindo, sem limita¢do, rejeicdo de enxerto de pulmio,
asma, sarcoidose, enfisema, fibrose «cistica, fibrose
pulmonar idiopatica, bronquite crénica, rinite alérgica e
doengas alérgicas do pulmd3o, tais como pneumonite por
hipersensibilidade, pneumonia eosinofilica, bronquilite
obliterante causada por transplante de medula &ssea e/ou de
pulmao ou por outras causas, aterosclerose do
enxerto/fleboesclerose do enxerto, além de fibrose pulmonar
causada por doengas do colageno, vasculares e autoimunes,
tais como artrite reumatdide e llipus eritematoso.

A doenga inflamatéria ou doenca autoimune pode ser uma

doenga inflamatdédria ou doenga autoimune associada com
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células que expressam CD40. Exemplos de doengas autoimunes
dependentes de anticorpo incluem artrite reumatdide,
psoriase, lUpus eritematoso disseminado, doenga de Crohn,
miastenia grave, plarpura trombocitopénica idiopatica ou
sindrome de Sjogren.

Além disso, a deplegdo de células B e de outras
células que sustentam CD40 pode limitar a ativacdo de
células T por sinalizagdo através de ligac¢do de ligante de
CD40. Portanto, a deplegdo de células B e de outras células
que sustentam CD40 pode ser usada para tratar doengas
autoimunes e inflamatdérias mediadas por células T, como
esclerose multipla, rejeigdo a enxerto, enxerto versus
doenga do hospedeiro, doenga de Alzheimer ou diabetes. Ela
também pode ser Gtil para transplantes de medula &ssea.

A presente invengdo é particularmente vantajosa em
relagdo a doengas inflamatérias e doengas autoimunes que
sdo associadas com células que expressam CD40. CHIR-
12.12, aqui revelado, pode ser usado para tratar pacientes
que tém wuma doenca inflamatdéria ou autoimune que &
refrataria & terapia com outros agentes terapéuticos,
incluindo anticorpos anti-CD20, como Rituxan®, como
descrito em maiores detalhes em outra parte nesta
especificacgdo.

“Tratamento” €& aqui definido como a aplicagdo ou
administragdo de um anticorpo anti-CD40 a um individuo, ou
a aplicagdo ou administragdo de um anticorpo anti-CD40 a um
tecido ou linha de células isolada de um paciente, em que o
individuo tem uma doenga autoimune e/ou doenc¢a
inflamatéria, um sintoma associado a uma doenca autoimune

e/ou doenga inflamatéria, ou uma predisposicio para ter uma
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doenga autoimune e/ou doenca inflamatdéria, em que a
finalidade seja a curar, cicatrizar, aliviar, alterar,
remediar, melhorar, ou afetar a doenga autoimune e/ou
doenga inflamatdéria, qualquer sintoma associado com a
doenca autoimune e/ou doenca inflamatéria, ou a
predisposigdo para o desenvolvimento da doenga autoimune
e/ou doenga inflamatdéria. Por “tratamento”, entende-se a
aplicagdo ou administragdo de uma composig¢do farmacéutica
que compreende um anticorpo anti-CD40 a um individuo, ou a
aplicacdo ou administragdo de uma composic¢d3o farmacéutica
que compreende um anticorpo anti-CD40 a um tecido ou linha
de cé€lulas isoladas de um individuo, em que o individuo tem
uma doenga autoimune e/ou doeng¢a inflamatdria, um sintoma
associado a uma doenga autoimune e/ou doenca inflamatdria,
ou uma predisposigdo para o desenvolvimento de uma doenca
autoimune e/ou doenga inflamatéria, em que a finalidade
seja curar, cicatrizar, aliviar, alterar, remediar,
melhorar ou afetar a doenga autoimune e/ou doenca
inflamatdéria, quaisquer sintomas associados da doenca
autoimune e/ou doen¢a inflamatdria, ou a predisposigdo para
o0 desenvolvimento de uma doenga autoimune e/ou doenga
inflamatéria.

“Atividade antiinflamatéria” significa uma redugdo ou
prevengdo da inflamagdo. A terapia com um anticorpo anti-
CD40, como definido em outra parte nesta especificacéo,
causa uma resposta fisioldgica que é benéfica com relacdo
ao tratamento de uma doenga autoimune e/ou de uma doenca
inflamatéria, em que a doenca envolve células que expressam
o antigeno CD40. Reconhece-se que os métodos da invengao

podem ser dUteis na prevengdo de alteragdo fenotipica em
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células, tais como proliferag¢do, ativagdo, e semelhantes.

Nos métodos terapéuticos da presente invengdo, pelo
menos um anticorpo anti-CD40 como definido em outra segdo é
usado para promover uma resposta terapéutica positiva e com
relacdo a uma doencga inflamatdéria ou doenca autoimune.

Por “resposta terapéutica positiva”, com relacdo a uma
doen¢a autoimune e/ou a uma doenca inflamatéria, entende-se
uma melhora mna doenga em associagdo a atividade
antiinflamatdéria do anticorpo, e/ou uma melhora nos
sintomas associados a doenga. Ou seja, pode ser observado
um efeito anti-proliferativo, a prevengdo de proliferacdo
adicional da célula que expressa CD40, uma reducdo na
resposta inflamatdéria incluindo, sem 1limitacdo, secrecdo
reduzida de citocinas inflamatdérias, moléculas de adesdo,
proteases, imunoglobulinas (nos casos em que a célula que
abriga CD40 for uma célula B), combinacdes destes, e
semelhantes, produgao aumentada de proteinas
antiinflamatdérias, uma redu¢do no nimero de células auto-
reativas, um aumento na toleré@ncia imunolégica, inibicdo da
sobrevida de célula auto-reativa e/ou uma diminuicdo em um
ou mais sintomas mediados por estimulagd@o de células que
expressam CD40. Tais respostas terapéuticas positivas ndo
sdo limitadas pela via de administracio, e podem
compreender a administragdo ao doador, ao tecido do doador
(como, por exemplo, & perfusdo do 6rgdo), ao hospedeiro,
qualquer combina¢do destes, e outros.

A resposta clinica pode ser avaliada com o uso de
técnicas de rastreamento, tais como ressondncia nuclear
magnética (RNM) , exames da raios X, tomografia

computadorizada (TC), citometria de fluxo ou andlise com
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classificador de células ativadas por fluorescéncia (FACS),
histologia, patologia macroscdpica, e bioquimica do sangue,
incluindo, sem limitag¢do, altera¢des detectaveis por ELISA,
RIA, <cromatografia, e outros. Além dessas respostas
terapéuticas positivas, o individuo submetido a terapia com
o anticorpo anti-CD40 pode apresentar o efeito benéfico de
uma melhora nos sintomas associados a doencga.

“Dose ou quantidade terapeuticamente eficaz” significa
uma quantidade de anticorpo antagonista anti-CD40 ou de
fragmento de 1ligagdo de antigeno deste que, quando
administrada, ocasiona uma resposta terapéutica positiva
com relagdo ao tratamento de um individuo com uma doenca
associada ao CD40. Por “dose terapeuticamente ou
profilaticamente eficaz” ou “quantidade terapeuticamente ou
profilaticamente eficaz”, entende-se uma quantidade de
anticorpo anti-CD40 que, quando administrada, ocasiona uma
resposta terapéutica positiva com relacdo ao tratamento de
um individuo com uma doenga inflamatdéria ou doenca
autoimune associada com células que expressam CD40.
Dosagens adequadas sdo descritas em maiores detalhes em
outra parte nesta especificagdo. O método de tratamento
pode compreender uma TUnica administracdo de uma dose
terapeuticamente eficaz ou miltiplas administracdes de uma
dose terapeuticamente eficaz do anticorpo anti-CD40, como
descrito em maiores detalhes em outra parte nesta
especificacgédo.

Os métodos da invengdo sdo particularmente Gteis para
o tratamento de doengas inflamatérias ou doencas
autoimunes, que incluem aquelas acima listadas, que sdo

refratarias a uma ou mais das terapias conhecidas para
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doencas inflamatérias ou doengas autoimunes. Tais terapias
incluem, sem limitacé&o, cirurgia ou procedimentos
cirtGrgicos (por exemplo, esplenectomia, 1linfadenectomia,
tiroidectomia, plasmaforese, 1leucoforese, transplante de
células, tecidos, ou ©06rgdo, procedimento intestinais,
perfusdo de orgdo, e outros), terapia por radiagdo, terapia
como terapia com esterdide e terapia ndo esterdide, terapia
com hormdénios, terapia com citocina, terapia com agentes
dermatoldégicos (por exemplo, agentes tépicos usados para
tratar condigdes da pele como alergias, dermatite de
contato, e psoriase), terapia imunossupressora, e outras
terapias antiinflamatédrias com anticorpo monoclonal, e
outros, como descrito em maiores detalhes em outra parte
nesta especificagdo. Por “refratdrio”, entende-se que a
doenga inflamatéria ou doenca autoimune particular &
resistente, ou ndo responsiva a uma terapia em particular.
Uma doenga inflamatdédria ou doenca autoimune pode ser
refrataria a uma terapia particular a partir do inicio do
tratamento com a terapia particular (ou seja, ndo
responsiva a exposicdo inicial i terapia), ou como um
resultado do desenvolvimento de resisténcia a terapia,
durante um primeiro periodo de tratamento com a terapia ou
durante um periodo de tratamento subseqiiente com a terapia.
Portanto, a presente invengdo é Gtil para o tratamento de
um paciente humano que é refratdrio a uma terapia para
doengas inflamatdérias ou autoimunes, quando aquele paciente
humano €& resistente ou ndo responsivo aquela terapia.

Os métodos da presente invencdo envolvem o uso de
anticorpos anti-CD40. “Anticorpos” sdo normalmente

glicoproteinas heterotetraméricas de cerca de 150.000
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daltons, compostas de duas cadeias leves idénticas (L) e
duas cadeias pesadas idénticas (H). Cada cadeia leve esta
ligada a uma cadeia pesada por uma ligagdo dissulfeto
covalente, embora o nimero de 1ligag¢des dissulfeto varie
entre as cadeias pesadas de 1isb6tipos diferentes de
imunoglobulinas. Cada cadeia pesada e 1leve também tem
pontes dissulfeto dentro da cadeias espagadas regularmente.
Cada cadeia pesada tem em uma extremidade um dominio
variavel (VH), seguido por diversos dominios constantes.
Cada cadeia leve tem um dominio varidvel em uma extremidade
(VI) e um dominio constante na outra extremidade; o dominio
constante da cadeia leve estd alinhado com o primeiro
dominio constante da cadeia pesada, e o dominio variavel da
cadeia leve estd com o dominio varidvel da cadeia pesada.
Acredita-se que residuos de aminodcidos especificos formem
uma interface entre os dominios variéveis da cadeia leve e
pesada. O termo “variadvel” se refere ao fato de que certas
porgdes dos dominios varidveis diferem intensamente em
termos de sequéncias entre anticorpos. As regides varidveis
conferem especificidade de liga¢do de antigeno. Os dominios
constantes ndo estdo diretamente envolvidos na ligagdo de
um anticorpo a um antigeno, mas exibem vArias funcdes
efetoras, como ligacdo de receptor Fc (FcR), participacdo
do anticorpo em toxicidade celular dependente de anticorpo,
inicio de citotoxicidade dependente de complemento, e
desgranula¢do de mastdcitos.

As “cadeias leves” de anticorpos (imunoglobulinas) de
qualquer espécie de vertebrado podem ser designadas para um
de dois tipos distintos, chamadas kappa (k) e lambda (A),

com base nas seqUéncias de aminodcidos de seus dominios
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constantes.

Dependendo da sequéncia de aminodcidos do dominio
constante de suas cadeias pesadas, as imunoglobulinas
compreendem classes diferentes. Ha cinco classes principais
de imunoglobulinas humanas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, e
varias destas podem ser ainda divididas em subclasses
(isbétipos), por exemplo, IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgAl e
Iga2. Os dominios constantes da cadeia pesada que
correspondem as diferentes classes de imunoglobulinas sdo
denominados alfa, delta, épsilon, gama e mu,
respectivamente. As estruturas da subunidade e as

configura¢des tridimensionais de diferentes classes de

imunoglobulinas s&o bem conhecidas. Isétipos diferentes tém

diferentes funcdes efetoras. Por exemplo, os isétipos de
IgGl e IgG3 humanos tém atividade de citotoxicidade mediada
por células dependente de anticorpo (ADCC). Anticorpos
IgGl, em particular anticorpos IgG1l humanos, sao
particularmente Gteis nos métodos da presente invengdo.
“Células efetoras humanas” sdao leucécitos que
expressam um ou mais FcRs e realizam funcdes efetoras.
Preferivelmente, as células expressam pelo menos FcyRIITI e
realizam a fungdo efetora de citotoxicidade mediada por
células dependente de anticorpo (ADCC). Exemplos de
leucécitos humanos que medeiam ADCC incluem células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), células natural
killer (NK) , mondécitos, macrdéfagos, eosindéfilos e
neutrdéfilos, preferindo-se PBMCs e células NK. Anticorpos
que tém atividade de ADCC sdo tipicamente do isbétipo IgGl
ou IgG3. Além do isolamento de anticorpos IgGl e IgG3,

anticorpos de mediagdo da ADCC podem ser sintetizados
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projetando-se uma regido varidvel a partir de um fragmento
de um anticorpo ou regido varidvel ndo ADCC em uma regido
constante de isdétipo IgGl ou IgG3.

Os termos “receptor Fc” ou “FcR” sd3o usados para
descrever um receptor que se liga a regido Fc de um
anticorpo. O FcR preferido & um FcR humano de seqiiéncia
nativa. Além disso, um FcR preferido é aquele que se liga a
um anticorpo IgG (um receptor gama) e inclui receptores das
subclasses FcyRI, FcyRII e FcyRIII, incluindo variantes
alélicas e alternativamente formas combinadas desses
receptores. Receptores FcyRII incluem FcyRIIA (um “receptor
de ativagdo”) e FCYRIIB (um “receptor de inibicdo”), que
tém seqiéncias de aminodcidos similares que diferem
essencialmente nos dominios Vcitoplasméticos destas. O
receptor de ativagdo FcyRIIA contém um motivo de ativacdo
de imunorreceptor baseado em tirosina (ITAM) em seu dominio
citoplasmatico. O receptor de inibicdo FcyRIIB contém um
motivo de inibig8o de imunorreceptor baseado em tirosina
(ITIM) em seu dominio citoplasmitico (veja Dacron (1997)
Annu. Rev. Immunol. 15:203). FcRs sdo revisados em Ravetch
e Kinet (1991) Annu. Rev. Immunol. 9:457-492(1991); Capel e
cols. (1994) Immunomethods 4:25-34; e de Haas e cols.
(1995) J. Lab. Clin. Med. 126:330-341. Outros FcRs,
incluindo aqueles a serem identificados no futuro, sdo aqui
englobados pelo termo “FcR”. O termo também inclui o
receptor neonatal, FcRn, que é responsavel pela
transferéncia de 1IgGs maternas ao feto (Guyer e cols.
(1976) J. Immunol. 117:587, e Kim e cols. (1994) J.
Immunol. 24:249).

O termo “anticorpo” é usado em seu sentido mais amplo
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e cobre anticorpos totalmente montados, fragmentos de

anticorpo que retém a capacidade de se ligar

especificamente ao antigeno CD40 (por exemplo, Fab,
F(ab'),, Fv, e outros fragmentos), anticorpos de cadeia
Gnica, diabodies, quimeras de anticorpo, anticorpos

hibridos, anticorpos biespecificos, anticorpos humanizados,
e outros, e peptideos recombinantes que compreendem oS
citados anteriormente. O termo ‘“anticorpo” abrange tanto
anticorpos monoclonais quanto policlonais.

Como aqui wusado, “anticorpos anti-CD40” englobam
qualquer anticorpo que reconhega especificamente o antigeno
CD40. Em algumas modalidades, anticorpos anti-CD40 para uso
nos métodos da presente invengdo, em particular anticorpos
monoclonais anti-CD40, exibem uma forte afinidade de
ligagdo para o antigeno CD40. Tais anticorpos monoclonais
exibem uma afinidade por CD40 (Kp) de pelo menos 107° M,
pelo menos 3 X 107 M, preferivelmente pelo menos 10°° M, ou
pelo menos 107’ M, mais preferivelmente pelo menos 10 % M ou

pelo menos 1072

M, medida usando um ensaio-padrdo como, por
exemplo, Biacore™. A andlise Biacore é conhecida na
técnica e s8o fornecidos detalhes no BIAapplications
Handbook. Métodos descritos em WO 01/27160 podem ser usados
para modular a afinidade de ligacgdo.

Por “reconhece especificamente” ou “se liga
especificamente a”, entende-se que o anticorpo anti-CD40
ndo se liga a antigenos ndo relacionados, como o antigeno
CD20.

Em algumas modalidades, anticorpos anti-CD40 para uso

nos métodos da presente invengdo, em particular anticorpos

monoclonais, exibem uma forte afinidade de ligacdo por



10

15

20

25

30

43/128

FcyRIIIa-158V humano. Preferivelmente, um anticorpo anti-
CD40 para uso nos métodos da invengdo se liga a FcyRIIIa-
158V humano com uma afinidade (Kp) de pelo menos cerca de
0,5 uM quando medida com o uso de um ensaio-padrdo como,
por exemplo, Biacore™. Como revelado no Exemplo 6 nesta
especificagdo, o anticorpo CHIR-12.12 se liga a FcyRIIIa-
158V humano com uma afinidade (Kp) de 492 nM.

Em algumas modalidades, anticorpos anti-CD40 para uso
nos métodos da presente invengdo, em particular anticorpos
monoclonais, exibem uma forte afinidade de ligacdo por
FCYRIIIa-158F humano. Preferivelmente, um anticorpo anti-
CD40 para uso nos métodos da invengdo se liga a FcyRIIIa-
158F humano como uma afinidade (Kp) de pelo menos cerca de
12 pM gquando medida com o uso de um ensaio-padrdo como
Biacore™. Preferivelmente, o anticorpo anti-CD40 para uso
nos métodos da invengdo se liga a FcyRIIIa-158F humano como
uma afinidade (Kp) de pelo menos cerca de 10 uM, pelo menos
cerca de 8 uM, pelo menos cerca de 6 uM, pelo menos cerca
de 5 pM, pelo menos cerca de 4 UM, ou pelo menos cerca de
pM. Como revelado no Exemplo 6 nessa, o anticorpo CHIR-
12.12 se liga a FcyRIIIa-158F humano com uma afinidade (Kp)
de 2,8 pM.

Em algumas modalidades, anticorpos anti-CD40 para uso
nos métodos da presente inven¢do, em particular anticorpos
monoclonais, exibem uma forte afinidade de ligag¢do por
FCYRIIIa-158V e FcyRIIIa-158F humanos. Preferivelmente, um
anticorpo anti-CD40 para uso nos métodos da invengao se
liga a FcyRIIIa-158V humano como uma afinidade (Kp) de pelo
menos cerca de 0,5 puM e se liga a FcyRIIIa-158F humano como

uma afinidade (Kp) de pelo menos cerca de 12 UM, quando
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medida com o uso de um ensaio-padr3o como Biacore™.

Os anticorpos para uso nos métodos da presente
invengdo podem ser produzidos com o uso de qualquer método
de produgdo de anticorpo adequado conhecido por aqueles de
habilidade na técnica.

O anticorpo anti-CD40 usado nos métodos da presente
invengdo podem ser um anticorpo policlonal. Portanto, soros
policlonais podem ser preparados por métodos convencionais.
Em geral, inicialmente é usada uma solug¢do contendo o
antigeno de interesse (no caso, o antigeno CD40) para
imunizar um animal adequado, preferivelmente um camundongo,
rato, coelho ou cabra. Preferem-se coelhos ou cabras para a
preparagdo de soros policlonais em funcdo do volume de soro
que pode ser obtido e da disponibilidade de anticorpos
anti-coelho e anti-cabra rotulados.

Os soros desses animais imunizados pode ser rastreado
quanto a reatividade de anticorpo contra o antigeno
inicial. Podem ser isolados linfécitos dos linfonodos ou de
células esplénicas e podem ainda ser rastreados quanto as
células B pela selegdo de células CD138-negativas e CD19-
positivas. Em um aspecto, tais culturas de células B (BCCs)
podem ser fundidas &s células de mieloma para gerarem
hibridomas, como detalhado nessa.

Soros policlonais também podem ser preparados em um
animal transgénico, preferivelmente um camundongo possuindo
loci de imunoglobulina humana. Em uma modalidade preferida,
cé€lulas Sf9 que expressam a proteina de interesse, (nesse
caso, ©o antigeno CD40), sd3o usadas como o imundégeno. A
imunizagdo também pode ser realizada pela mistura ou

emulsificagdo da solugdo contendo antigeno em soro
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fisiolégico, preferivelmente em um adjuvante como, por
exemplo, adjuvante completo de Freund, e injetando-se a
mistura ou emulsdo por via parenteral (geralmente por via
subcuténea ou intramuscular). Uma dose de 50-200 pg/injegédo
€ tipicamente suficiente. A imunizagdo é geralmente
reforgada 2-6 semanas mais tarde com uma ou mais injeg¢des
da proteina em soro fisioldgico, preferivelmente usando o
adjuvante incompleto de Freund. E possivel,
alternativamente, gerar anticorpos por imunizac¢do in vitro
usando métodos conhecidos na técnica, o que, para as
finalidades desta invengdo, €& considerado equivalente &
imunizag¢do in vivo. Anti-soros policlonais sdo obtidos por
sangramento do animal imunizado em um recipiente de vidro
ou de plastico, incubagdo do sangue a 25°C por um hora,
seguindo por incubagdo a 4°C por 2-18 horas. O soro é
recuperado por centrifugagdo (por exemplo, 1.000 x g por 10
minutos). Cerca de 20-50 ml por sangramento podem ser
obtidos de coelhos.

A produgao das células Sf9 (Spodoptera frugiperdé) é
revelada na Patente U.S. N° 6.004.552, aqui incorporada por
referéncia. Resumidamente, sequéncias que codificam CD40
humano sdo recombinadas em um baculovirus usando vetores de
transferéncia. Os plasmideos sdo co-transfectados com DNA
de baculovirus do tipo selvagem em células Sf9. Células Sf9
recombinantes infectadas com baculovirus s3o identificadas
e purificadas por clonagem.

O anticorpo anti-CD40 usado nos métodos da presente
invengdo pode ser um anticorpo monoclonal. O termo
“anticorpo monoclonal” (e “mAb”) como aqui usado refere-se

a um anticorpo obtido a partir de uma populagdo de
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anticorpos substancialmente homogéneos, ou seja, os
anticorpos individuais gque compreendem a populagdo sao
idénticos, exceto quanto as possiveis mutagdes de
ocorréncia natural que podem estar presentes em quantidades
menores. O termo ndo se limita em relagdo a espécie do
anticorpo e ndo requer a produgdo do anticorpo por qualquer
método particular.

Ao contrario das preparagdes de anticorpo policlonal,
que tipicamente incluem diferentes anticorpos dirigidos
contra diferentes determinantes antigénicos (epitopos),
cada anticorpo monoclonal é dirigido contra wum Unico
determinante (epitopo) no antigeno.

Por “epitopo” entende-se a parte de uma molécula
antigénica para a qual um anticorpo & produzido e a qual o
anticorpo ird se ligar. Epitopos podem compreender residuos
de aminodcidos lineares (ou seja, os residuos dentro do
epitopo sdo dispostos seqUencialmente um apds o outro de
forma 1linear), residuos de aminodcidos ndo lineares (aqui
denominados “epitopos ndo lineares”; esses epitopos nao sdo
dispostos sequencialmente), ou residuos de aminoacidos
tanto lineares quanto ndo lineares. Um anticorpo monoclonal
anti-CD40 adequado para uso nos métodos da presente
invengdo serd capaz de se ligar especificamente a um
epitopo e, antigeno CD40 humano expresso na superficie de
uma célula humana, ou seja, um epitopo qu é exposto ao
exterior da célula.

Os anticorpos monoclonais as serem usados de acordo
com a presente invengdo podem ser feitos pelo método de
hibfidoma primeiramente descrito por Kohler e cols. (1975)

Nature 256:495, ou podem ser feitos pelo métodos de DNA
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recombinante (veja, por exemplo, Patente U.S. No.
4.816.567) . Anticorpos monoclonais também podem @ ser
isolados de bibliotecas de fago de anticorpo geradas com a
utilizagdo das técnicas descritas, por exemplo, em
McCafferty e cols. (1990) Nature 348:552-554 (1990) e na
Patente U.S. N° 5.514.548. Clackson e cols. (1991) Nature
352:624-628 e Marks e cols. (1991) J. Mol. Biol. 222:581-
597 descrevem o isolamento de anticorpos murideos e
humanos, respectivamente, usando bibliotecas de fago.
Publicag¢des subsequentes descrevem a produg¢do de anticorpos
humanos de alta afinidade (na faixa de nM) por
embaralhamento de cadeia (Marks e cols. (1992)
Bio/Technology 10:779-783), bem como infec¢do combinatéria
e recombinag¢do in vivo como estratégia para a construgdo de
bibliotecas de fago-bem grandes (Waterhouse e cols. (1993)
Nucleic. Acids Res. 21:2.265-2.266). Desse modo, essas
técnicas sdo alternativas vidveis as técnicas tradicionais
de hibridoma de anticorpo monoclonal para o isolamento de
anticorpos monoclonais.

No método tradicional de Kohler e cols. (1975) Nature
256:495-496, tipicamente, um camundongo &€ imunizado com uma
solugdo contendo um antigeno. A imunizag¢do pode ser
realizada pela mistura ou emulsificagdo da solugdo contendo
antigeno em soro fisioldgico, preferivelmente em um
adjuvante como, por exemplo, adjuvante completo de Freund,
e injecdo da mistura ou da emulsdo por via parenteral.
Qualguer método de imunizagdo conhecido na técnica pode ser
usado para se obter os anticorpos monoclonais da invengdo.
Apdés imunizagdo do animal, o bago (e, opcionalmente, varios

linfonodos grandes) s&o removidos e dissociados em células
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Gnicas. As células esplénicas podem ser rastreadas pela
aplicagdo de uma suspensdo de células em uma placa ou pogo
revestido com o antigeno de interesse. As células B que
expressam imunoglobulina ligada a membrana especifica para
o antigeno se ligam a placa e ndo saem com O enxagle. As
células B resultantes, ou todas as células esplénicas
dissociadas, sdoc entdo induzidas a se fundirem com células
de mieloma para formarem hibridomas, e sdo cultivadas em um
meio seletivo. As células resultantes sdo plaqueadas por
diluigdo serial e sdo testadas quanto &a produgdo de
anticorpos que se 1ligam especificamente ao antigeno de
interesse (e que nd3o se ligam aos antigenos néo
relacionados) . Os hibridomas secretores de anticorpo
monoclonal (mAb) selecionados sdo entdo cultivados in vitro
(por exemplo, em frascos de cultura de tecido ou em
reatores de fibra oca) ou in vivo (como ascites em
camundongos) .

Em um outro aspecto, culturas de célula B podem ser
avaliadas também para reatividade contra o antigeno
inicial, preferivelmente. Tais avalia¢des incluem ensaio
imunoabsorvente ligado & enzima (ELISA) com a proteina
alvo/antigeno, um ensaio de competigdo com anticorpos
conhecidos que se ligam ao antigeno de interesse, e ligagdo
in vitro a CHO transfectada transitoriamente ou outras
células que expressam o antigeno alvo.

Quando os anticorpos antagonistas anti-CD40 da
inveng¢do tiverem que ser preparados usando métodos de DNA
recombinante, o DNA que codifica os anticorpos monoclonais
serd prontamente isolado e sequenciado usando procedimentos

convencionais (por exemplo, com a utilizag¢do de sondas de
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oligonucleotideo que sdo capazes de se ligar
especificamente aos genes que codificam as cadeias pesadas
e leves de anticorpos murideos). As células de hibridoma
aqui descritas servem como uma fonte preferida de tal DNA.
Uma vez isolado, o DNA pode ser colocado em vetores de
expressao, que sdo entdo transfectados em células
hospedeiras como, por exemplo, células de E. coli, células
COS de simios, células de ovario de hamster chinés (CHO) ou
células de mieloma que de outra forma ndo produzem a
proteina de imunoglobulina, para se obter a sintese de
anticorpos monoclonais nas células hospedeiras
recombinantes. Artigos de revisdo sobre expressdo
recombinante em bactérias de DNA que codifica o anticorpo
incluem Skerra e cols. (1993) Curr. Opinion in Immunol.
5:256 e Phickthun (1992) Immunol. Revs. 130:151.

Alternativamente, o anticorpo pode ser produzido em
uma linha de células como uma linha de c¢élulas CHO, como
revelado nas Patentes U.S. N° 5.545.403; 5.545.405; e
5.998.144, aqui incorporadas por referéncia. Resumidamente,
a linha de células é transfectada com vetores capazes de
expressar uma cadeia leve e uma cadeia pesada,
respectivamente. Pela transfecg¢do de duas proteinas em
vetores separados, podem ser produzidos anticorpos
quiméricos. Outra vantagem é a glicosilagdo correta do
anticorpo.

Uma “célula hospedeira”, como aqui usada, se refere a
um microorganismo ou uma célula ou linha de células
eucaridéticas cultivadas como uma entidade unicelular que
pode ser, ou que foi, usada como receptora para um vetor

recombinante, ou outros polinucleotideos de transferéncia,
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e inclui a prole da célula original que foi transfectada.
Entende-se que a prole de uma UGnica célula pode ndo ser
necessariamente completamente idéntica em morfologia ou em
complemento de DNA gendSmico ou total & parente original, em
fung¢do de uma mutac¢do natural, acidental ou deliberada.

Em algumas modalidades, o anticorpo anti-CD40, como
CHIR-12.12, é produzido em células CHO com o uso do sistema
de expressdo génica GS (Lonza Biologics, Portsmouth, New
Hampshire), que wutiliza glutamina sintetase como um
marcador. Veja, também as Patentes U.S. N° §5.,122.464;
5.591.639; 5.658.759; 5.770.359; 5.827.739; 5.879.936;
5.891.693; e 5.981.216; cujos contetdos sdo aqui
incorporados por referéncia em sua totalidade.

Anticorpos monoclonais para CD40 sdo conhecidos na
técnica. Veja, por exemplo, as se¢des dedicadas ao antigeno
da célula B em McMichael, ed. (1987; 1989) Leukocyte Typing
IIT and IV (Oxford University Press, Nova York); Patentes
U.S. N©® 5.674.492; 5.874.082; 5.677.165; 6.056.959;
Publica¢do Internacional N° WO 00/63395, WO 02/28905 e WO
02/28904; Gordon e cols. (1988) J. Immunol. 140:1.425;
Valle e cols. (1989) EBur. J. Immunol. 19:1.463; Clark e
cols. (1986) PNAS 83:4.494; Paulie e cols. (1989) J.
Immunol. 142:590; Gordon e cols. (1987) Eur. J. Immunol.
17:1.535; Jabara e cols. (1990) J. Exp. Med. 172:1.861;
Zhang e cols. (1991) J. Immunol. 146:1.836; Gascan e cols.
(1991) J. Immunol. 147:8; Banchereau e cols. (1991) Clin.
Immunol. Spectrum 3:8; e Banchereau e cols. (1991) Science
251:70; todos os quais sdo aqui incorporados por
referéncia.

Como acima observado, o termo “anticorpo” como aqui
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usado engloba anticorpos quiméricos. Por anticorpos

“quiméricos” significam anticorpos que sdo, principalmente,

derivados com o uso de técnicas de acido
desoxirribonucléico recombinante e que compreendem
componentes tanto humanos (incluindo espécies
imunologicamente “relacionadas”, por exemplo, chimpanzé)

quanto ndo humanos. Desse modo, a regido constante do
anticorpo quimérico €&, principalmente, substancialmente
idéntica a regido constante de um anticorpo humano natural;
a regido variadvel do anticorpo quimérico é mais
preferivelmente derivada de uma fonte ndo humana e tem a
especificidade antigénica desejada para o antigeno de
interesse (CD40). A fonte ndo humana pode ser qualquer
fonte vertebrada que possa ser usada para gerar anticorpos
para um antigeno CD40. Tais fontes ndo humanas incluem, sem
limitagdo, roedores (por exemplo, coelho, rato, camundongo
etc.; veja, por exemplo, a Patente U.S. N° 4.816.567, aqui
incorporada por referéncia) e primatas ndo humanos (por
exemplo, macaco do Velho Mundo, pongideos etc.; veja, por
exemplo, as Patentes U.S. N° 5.750.105 e 5.756.096; aqui
incorporadas por referéncia).

Como acima observado, o termo ‘“anticorpo” como aqui
usado engloba anticorpos humanizados. Por “Humanizados”
significa formas de anticorpos que contém seqiéncia minima
derivada de seqiiéncias de imunoglobulina ndo humana. Na
maioria dos casos, anticorpos humanizados sdo
imunoglobulinas humanas (anticorpo receptor) nas quais
residuos de uma regido hipervariavel (também conhecida como
regido determinante de complementaridade ou CDR) do

receptor sao substituidos por residuos de uma regido
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hipervaridvel de uma espécie ndo humana (anticorpo doador)
como, por exemplo, camundongo, rato, coelho, ou primata ndo
humano, tendo a especificidade, afinidade e capacidade
desejadas. A frase “regido determinante de
complementaridade” se refere &as seqUéncias de aminodcidos
que em conjunto definem a afinidade e especificidade de
ligagdo da regido Fv natural de um sitio de ligag¢do nativo
de imunoglobulina. Veja, por exemplo, Chothia e cols.
(1987) J. Mol. Biol. 196:901-917; Kabat e cols. (1991)
“U.S. Dept. of Health and Human Services”, Publicag¢do do
NIH N° 91-3242). A frase ‘“regido constante” se refere a
porgdo da molécula do anticorpo que confere fungdes
efetoras. Em trabalho anterior sobre a produgao de
anticorpos ndo imunogénicos para uso em terapia de doenga
humana, regides constantes de camundongo foram substituidas
por regides constantes humanas. As regides constantes dos
anticorpos humanizados do individuo foram derivadas de
imunoglobulinas humanas. No entanto, esses anticorpos
humanizados ainda despertaram uma resposta imune indesejada
e potencialmente perigosa em humanos, e houve perda de
afinidade.

A humanizacdo pode ser essencialmente realizada
seguindo o método de Winter e colaboradores (Jones e cols.
(1986) Nature 321:522-525; Riechmann e cols. (1988) Nature
332:323-327; Verhoeyen e cols. (1988) Science 239:1.534-
1.536), pela utilizagdo de CDRs ou sequéncias de CDR de
roedor ou de roedor mutante como substituig¢do para as
sequéncias correspondentes de um anticorpo humano. Veja
também as Patentes U.S. N°® 5.225.539; 5.585.089;

5.693.761; 5.693.762; 5.859.205; aqui incorporadas por
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referéncia. Em alguns casos, os residuos dentro das regides
estruturais de uma ou mais regides variaveis da
imunoglobulina humana sdo substituidos pelos residuos n3o
humanos correspondentes (veja, por exemplo, as Patentes
U.S. N°° 5.585.089; 5.693.761; 5.693.762; e 6.180.370).
Além dissd, anticorpos humanizados podem compreender
residuos que ndo sdo encontrados no anticorpo receptor ou
no anticorpo doador. Essas modificagdes sdo feitas para
refinar ainda mais o desempenho do anticorpo (por exemplo,
para obter a afinidade desejada). Em geral, o anticorpo
humanizado irad compreender substancialmente todos de pelo
menos um, e tipicamente dois, dominios varidveis, nos quais
todas, ou substancialmente todas, as regides hipervaridveis
correspondem aquelas de uma imunoglobulina ndo humana, e
todas, ou substancialmente todas, as regides estruturais
sdo aquelas de uma sequéncia de imunoglobulina humana. O
anticorpo humanizado opcionalmente também ira& compreender

pelo menos uma porgao de uma regido constante de

imunoglobulina (Fc), tipicamente a de uma imunoglobulina
humana. Para mais detalhes, veja Jones e cols. (1986)
Nature 331:522-525; Riechmann e cols. (1988) Nature

332:323-329; e Presta (1992) Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-
596; aqui incorporados por referéncia. Consequentemente,
tais anticorpos “humanizados” podem incluir anticorpos nos
quais substancialmente menos de um dominio varidvel intacto
humano foi substituido pela seqléncia correspondente de uma
espécie ndo humana. Na pratica, anticorpos humanizados sao
tipicamente anticorpos humanos nos quais alguns residuos de
CDR e, possivelmente, alguns residuos estruturais, s&o

substituidos por residuos de sitios andlogos em anticorpos
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de roedores. Veja, por exemplo, as Patentes U.S. N°
5.225.539; 5.585.089; 5.693.761; 5.693.762; 5.859.205. Veja
também a Patente U.S. N° 6.180.370, e a Publicacgédo
Internacional N° WO 01/27160, em que s3o discutidos
anticorpos humanizados e técnicas para a produgdo de
anticorpos humanizados que melhoram a afinidade para um
antigeno predeterminado

Anticorpos anti-CD40 humanizados também podem ser
produzidos com o uso da tecnologia “Human Engineering™”
(Xoma Ltd., Berkeley, California).

Anticorpos monoclonais anti-CD40 humanizados incluem

anticorpos como SGN-40 (Tai e cols. (2004) Cancer Res.

64:2846-52; Patente U.S. No. 6.838.261), que é a forma

humanizada do anticorpo anti-CD40 murideo SGN-14 (Francisco
e cols. (2000) Cancer Res. 60:3225-31), e o anticorpos
revelado na Publicagdo de Pedido de Patente U.S. No.
2004/0120948; aqui incorporados em sua totalidade por
referéncia.

A presente invengdo também pode ser praticada com o
uso de anticorpos xenogénicos produzidos em um hospedeiro
mamifero ndo humano, mais particularmente um camundongo
transgénico, caracterizados por loci enddgenos inativados
de imunoglobulina (Ig). Nesses animais transgénicos, genes
enddgenos competentes para a expressdo de subunidades leves
e pesadas de imunoglobulinas do hospedeiro sdo tornadas ndo
funcionais e substituidas com os Ioci andlogos de
imunoglobulina humana. Esses animais transgénicos produzem
anticorpos humanos na auséncia substancial de subunidades
leves ou pesadas de imunoglobulina do hospedeiro. Veja, por

exemplo, Patentes U.S. N° 5.877.397 e 5.939.598 aqui
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incorporadas por referéncia.

Portanto, em algumas modalidades, anticorpos
totalmente humanos para CD40, por exemplo, sdo obtidos pela
imunizag¢do de camundongos transgénicos. Um desses
camundongo & obtido com o uso de tecnologia Xenocamundongo®
(Abgenix; Fremont, Califdérnia), e & revelado nas Patentes
U.S. N*° 6.075.181, 6.091.001, e 6.114.598, todos aqui
incorporados por referéncia. Por exemplo, para produzir o
anticorpo CHIR-12.12, camundongos transgénicos para o ldcus
da cadeia pesada de IgG; humana e para o l1lb6cus da cadeia

leve k¥ humana foram imunizados com células Sf9 que

expressam CD40 humano. Os camundongos também podem ser

‘transgénicos para outros isdétipos. Anticorpos anti-CD40

totalmente humanos Gteis nos métodos da presente invencgdo
sdo caracterizados por propriedades de 1ligagdo similares
aquelas exibidas pelo anticorpo monoclonal CHIR-12.12.

Como acima observado, o termo “anticorpo” como aqui
usado também engloba fragmentos de anticorpo que podem se
ligar a antigeno. “Fragmentos de anticorpos” compreendem
uma porgdo de um anticorpo intacto, preferivelmente a
regidao de 1ligagdo de antigeno ou a regido variavel do

anticorpo intacto. Exemplos de fragmentos de anticorpo

incluem fragmentos Fab, Fab', F(ab'), e Fv; diabodies;
anticorpos lineares (Zapata e cols. (1995) Protein Eng.
10:1,057); moléculas de anticorpo de cadeia Unica; e

anticorpos multiespecificos formados por fragmentos de
anticorpo. A digestdo com papaina de anticorpos produz dois
fragmentos de 1ligagdo de antigeno idénticos, denominados
fragmentos “Fab”, cada um com um Gnico sitio de ligagdo de

antigeno e um fragmento "“Fc” residual, cujo nome reflete
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sua habilidade para cristalizar prontamente. O tratamento
com pepsina gera um fragmento F(ab’), que tem dois sitios
de combinagdo de antigeno e ainda € capaz de entrecruzar o
antigeno.

“Fv” & o fragmento de anticorpo minimo que contém um
sitio de reconhecimento e de ligagdo de antigeno completo.
Essa regido consiste em um dimero de um dominio varidvel de
cadeia leve e um de cadeia pesada em estreita associacgdo
ndo covalente. E nessa configuragcdo que as trés CDRs de
cada dominio varidvel interage para definir um sitio de
ligagdo de antigeno na superficie do dimero VH-VL.
Coletivamente, as seis CDRs conferem especificidade de
ligagdo de antigeno ao anticorpo. No entanto, até mesmo um
Gnico dominio varidvel (ou metade de um Fv que compreenda
apenas trés CDRs especificas para um antigeno) tem a
habilidade de reconhecer e se ligar ao antigeno, embora em
uma afinidade menor do que todo o sitio de ligacdo.

O fragmento Fab também contém o dominio constante da
cadeia leve e o primeiro dominio constante (Cyl) da cadeia
pesada. Fragmentos Fab diferem de fragmentos Fab' pela
adigdo de poucos residuos no terminal carboxi do dominio
Cyl de cadeia pesada que inclui uma ou mais cisteinas da
regido de dobradiga do anticorpo. Fab'-SH é a designacdo
aqui utilizada para Fab' em que o residuo(s) de cisteina
dos dominios constantes abrigam um grupo tiol 1livre.
Fragmentos Fab’ sdo produzidos por redugdo da ponte de
dissulfeto d cadeia pesada do fragmento F(ab’),. Também sdo
conhecidos outros acoplamentos quimicos de fragmentos de
anticorpo.

Fragmentos de um anticorpo anti-CD40 sdo adequados
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para uso nos métodos da inveng¢do desde que eles retenham a
afinidade desejada do anticorpo de comprimento total.
Portanto, por exemplo, um fragmento de um anticorpo anti-
CD40 irad reter a capacidade de se 1ligar ao antigeno de
CD40. Tais fragmentos sdo caracterizados por propriedades
similares ao anticorpo de comprimento total correspondente.
Portanto, por exemplo, um fragmento de um anticorpo anti-
CD40 antagonista de comprimento total serd preferivelmente
capaz de se ligar especificamente a um antigeno de CD40
humano expresso na superficie de uma célula humana, e é
livre de atividade agonista significativa mas exibe
atividade antagonista quando ligado a um antigeno de CD40
em uma célula que expressa CD40 humano. Tais fragmentos sdo
agui derominados fragmentos “de 1liga¢do de antigeno”.
Fragmentos de um anticorpo anti-CD40 para uso nos métodos
da invengdo ird3o reter preferivelmente a capacidade de de
ligar a FcR ou FcRs relevantes. Portanto, por exemplo, um
fragmento de um anticorpo anti-CD40 pode reter a capacidade
de se ligar a FcyRIIIa. Portanto, por exemplo, um fragmento
de um anticorpo anti-CD40 de comprimento total pode ser
capaz de se ligar especificamente a um antigeno de CD40 de
superficie celular, e»também capaz de se ligara FcyRIIIa em
células efetoras humanas, como células natural killer (NK).
Tais fragmentos s8o aqui referidos como fragmentos de
“ligagdo a FcR”. Tais fragmento geralmente incluirdo pelo
menos parte do dominio constante da cadeia pesada.

Foram desenvolvidas varias técnicas para a produgdo de
fragmentos de anticorpo. Tradicionalmente, esses fragmentos
eram derivados por meio de digestdo proteolitica de

anticorpos intactos (veja, por exemplo, Morimoto e cols.
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(1992) Jourmal of Biochemical and Biophysical Methods
24:107-117 (1992) e Brennan e cols. (1985) Science 229:81).
No entanto, esses fragmentos podem agora ser produzidos
diretamente por células hospedeiras recombinantes. Por
exemplo, os fragmentos de anticorpo podem ser isolados a
partir de bibliotecas de fago de anticorpo discutidas
acima. Alternativamente, fragmentos Fab'-SH podem ser
recupefados diretamente de E. coli e acoplados quimicamente
para formar fragmentos F(ab'), (Carter e cols. (1992)
Bio/Technology 10:163-167). De acordo com outra abordagem,
fragmentos F(ab'), podem ser isolados diretamente de uma
cultura de célula hospedeira recombinante. Outras técnicas
para a produgdo de fragmentos de anticorpo serdo evidentes
para o profissional experiente.

Fragmentos de 1ligagdo de antigeno adequados de um
anticorpo compreendem uma porgdo de um anticorpo de
comprimento total, geralmente a regido de 1ligacdo de
antigeno ou variavel deste. Exemplos de fragmentos de
anticorpo incluem, sem limitagdo, fragmentos Fab, F(ab'), e
Fy e moléculas de anticorpo de cadeia fnica. Por “Fab”
entende-se um fragmento monovalente de ligagdo de antigeno
de uma imunoglobulina que é composto da cadeia leve e parte
da cadeia pesada. Por F(ab'), entende-se um fragmento
bivalente de ligagdo de antigeno de uma imunoglobulina que
contém tanto cadeias leves quanto parte de ambas as cadeias
pesadas. Por “Fv de cadeia unica” ou “sFv” entende-se
fragmentos que compreendem os dominios Vy e V, de um
anticorpo, nos quais esses dominios est3o presentes em uma
Gnica cadeia polipeptidica. Veja, por exemplo, as Patentes

U.S. N°° 4.946.778, 5.260.203, 5.455.030 e 5.856.456, aqui
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incorporadas por referéncia. Geralmente, o polipeptideo Fv
ainda compreende um vinculador polipeptidico entre os
dominios Vg e V; que permite que o sFv forme a estrutura
desejada para ligagdo de antigeno. Para uma revisdo sobre
sFv, veja Pluckthun (1994) em The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, Vol. 113, ed. Rosenburg e Moore
(Springer-Verlag, Nova York), pp. 269-315. Fragmentos de
ligagdo de antigeno dos anticorpos antagonistas anti-CD40
aqui revelados também podem ser conjugados a uma citotoxina
para causar a morte de células-alvo como aqui descrito
abaixo.

Em algumas modalidades da invengdo, o anticorpo anti-
CD40 €& um anticorpo anti-CD40 antagonista. Quando tais
anticcrpos se ligam a CD40 apresentado na superficie de
células humanas, como células B humanas, eles n3o causam
atividade agonista significativa. Em algumas modalidades,
sua ligagdo a CD40 apresentada na superficie de células
humanas resulta na inibigdo da proliferagdo e diferenciacio
dessas células humanas. Os anticorpos anti-CD40 adequados
para uso nos métodos da invengdo incluem aqueles anticorpos
que podem exibir atividade antagonista contra células
humnas normais e malignas que expressam o antigeno CD40 de
superficie celular.

Por “atividade agonista” entende-se que a substancia
funciona como um agonista. Um agonista combina com um
receptor em uma célula e inicia uma reagdo ou atividade que
€ similar ou igual aquela iniciada pelo ligante natural do
receptor. Um agonista de CD40, como C4BP, induz qualquer
uma ou todas, sem limitagdo, as seguintes respostas:

proliferagdo e/ou diferenciagdo de células B; supra-
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regulagdo de adesdo intercelular por meio de tais moléculas
como ICAM-1, E-seletina, VCAM, e outras; secrecdo de
citocinas pré-inflamatédrias, como IL-1, IL-6, IL-8, IL-12,
TNF e outras; transdugdo de sinal através do receptor de
CD40 por tais vias como TRAF (por exemplo, TRAF2 e/ou
TRAF3), MAP quinases como NIK (quinase indutora de NF-xB),
I-kapa B quinases (IKK cc/(3), fator de transcrigcio NF-
x.13, Ras e a via MEK/ERK, a via PI3K/AKT, a via P38 MAPK,
e outras; transdugdo de um sinal anti-apoptdético por tais
moléculas como XIAP, mcl-1, bcl-x, e outras; geragdo de
memdria de célula B e/ou T; produgdo de anticorpo de célula
B; troca de isotipo de célula B, supra-regulacdo de
expressdo de superficie celular de MHC Classe II eCD80/86,
e outros.

Por atividade agonista “significativa” significa uma
atividade agonista de pelo menos 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, ou 100% maior do que a
atividade agonista induzida por uma substdncia neutra ou um
controle negativo, como medido em um ensaio de uma resposta
de célula B. Preferivelmente, atividade agonista
“significativa” & um atividade agonista que é pelo menos 2
vezes maior ou pelo menos 3 vezes maior do que a atividade
agonista induzida por uma substdncia neutra ou um controle
negativo, como medido em um ensaio de uma resposta de
célula B. Desse modo, por exemplo, quando a resposta de
célula B de interesse for proliferacdo de células B,
atividade agonista “significativa” seria a indugdo de um
nivel de proliferagdo de células B que é pelo menos 2 vezes
maior ou pelo menos 3 vezes maior do que o nivel de

proliferacdo de células B induzido por uma substlncia
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neutra ou por um controle negativo. Em uma modalidade, uma
imunoglobulina inespecifica, por exemplo, IgGl, que ndo se
liga a CD40, serve como controle negativo. Uma substéncia
“*livre de atividade agonista significativa” exibiria uma
atividade agonista de ndo mais que cerca de 25% maior do
que a atividade agonista induzida por uma substidncia neutra
ou um controle negativo, preferivelmente no maximo cerca de
20% maior, 15% maior, 10% maior, 5% maior, 1% maior, 0,5%
maior ou até mesmo no méximo cerca de 0,1% maior do que a
atividade agonista induzida por uma substdncia neutra ou um
controle negativo, como medido em um ensaio de resposta de
célula B.

Por “atividade antagonista” entende-se que a
substdncia funciona como um antagonista. Um anticorpo
antagonista anti-CD40 da invengdo evita ou reduz a inducdo
de qualquer uma das respostas induzidas por 1ligacdo do
receptor de CD40 a um ligante dé agonista, particularmente
CD40L. Os antagonistas podem reduzir a indugdo de qualquer
uma ou mais das respostas a ligagdo agonista em 5%, 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 35%, preferivelmente 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, mais preferivelmente 70%, 80%, 85% e,
principalmente, 90%, 95%, 99% ou 100%. Métodos para a
medida da especificidade de ligagdo de ligante de CD40 e
atividade antagonista do agente terapéutico anti-CD40, por
exemplo, um anticorpo anti-CD40, sd3o conhecidos na técnica
e incluem, sem limitacdo, ensaios-padrdo de 1ligacdo
competitiva, ensaios para monitoramento da secrecdo de
imunoglobulina por células B, ensaios de proliferacdo de
células B, ensaios de proliferacd3o de células Banchereau-

Like-B, ensaios de célula T helper para a producdo de
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anticorpo, co-estimulagdo de ensaios de proliferagdo de
células B e ensaios para supra-regulagcdo de marcadores da
ativagdo de célula B. Veja, por exemplo, tais ensaios
revelados em WO 00/75348 e Patente U.S. No. 6.087.329, aqui
incorporados por referéncia. Veja também, WO 2005/044854,
WO 2005/044304, WO 2005/044305, WO 2005/044306, WO
2005/044855, WO 2005/044307, e WO 2005/044294W0, cujos
contetdos sdo aqui incorporados em sua totalidade por
referéncia.

Antagonista/auséncia de atividade agonista pode ser
avaliada por ensaios que mostram que CHIR-12.12 &
desprovido de atividade agonista. Ensaios adequados sédo
mostrados nos ensaios descritos em US 5677165 (Chiron
Corporation) .

Em uma modalidade da inveng¢do, o anticorpo antagonista
anti-CD40 é 1livre de atividade agonista significativa em
uma resposta celular. Em outra modalidade da inveng¢do, o
anticorpo antagonista anti-CD40 é 1livre de atividade
agonista significativa em ensaios de mais de uma resposta
celular (por exemplo, proliferagdo e diferenciacgdo, ou
proliferacdo, diferenciagdo e, para células B, producdo de
anticorpo) .

De interesse particular sdo anticorpos anti-CD40
antagonistas que sdo livres de atividade agonista
significativa como aqui definido mas exibem atividade
antagonista quando ligados ao antigeno CD40 em células B
humanas. Em uma modalidade da invengdo, o anticorpo anti-
CD40 antagonista é livre de atividade agonista
significativa em uma resposta de célula B. Em uma outra

modalidade da invengdo, o anticorpo anti-CD40 antagonista é
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é livre de atividade agonista significativa em ensaios de
mais de uma resposta de célula B (por exemplo, proliferacgéo
e diferenciag¢do, ou proliferagdo, diferenciagdo, e produgdo
de anticorpo).

Qualquer um dos ensaios conhecidos na técnica pode ser
usado para determinar se um anticorpo anti-CD40 age como um
antagonista de uma ou mais respostas de célula B. Em
algumas modalidades, o anticorpo anti-CD40 age como um
antagonista de pelo menos uma resposta de célula B
selecionada do grupo que consiste em proliferacdo de célula
B, diferenciagdo de célula B, produg¢do de anticorpo, adesdo
intercelular, geragdo de memdria de célula B, troca de
isotipo, supra-regulagdo de expressdo de superficie celular
de MHC Classe II eCD80/86, e secregdo de citocinas pré-
inflamatérias como IL-8, IL.-12, e TNF. De interesse
particular sdo anticorpos antagonistas anti-CD40 que sdo
livres de atividade agonista significativa com relagdo a
proliferagdo de célula B quando ligados ao antigeno CD40
humano na superficie de uma célula B humana.

Nessa modalidade, o anticorpo anti-CD40 €& um
antagonista da proliferagdo de célula B induzida por CD40L
solGvel ou de superficie celular, como medido em um ensaio
de proliferagdo de célula B. Ensaios de proliferagdo de
célula B adequados sdo conhecidos na técnica.
Preferivelmente, o anticorpo anti-CD40 antagonista estimula
a proliferagdo de célula B em um nivel que & de ndo mais
que cerca de 25% maior que a proliferacéb de célula B
induzida por uma substdncia neutra ou controle negativo,
preferivelmente ndo mais que cerca de 20% maior, 15% maior,

10% maior, 5% maior, 1% maior, O0,5% maior, ou ainda ndo
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mais que cerca de 0,1% maior que a proliferacdo de célula B
induzida por uma subst@ncia neutra ou controle negativo.

Em outras modalidades, o anticorpo anti-CD40 €& um
antagonista de proliferagdo de célula B que é induzida por
um outro anticorpo anti-CD40, por exemplo, o anticorpo
anti-CD40 S2C6, como medido em uma proliferagdo de célula
B, e o nivel de proliferagdo de célula B estimulado pelo
outro anticorpo anti-CD40 na presenga do anticorpo anti-
CD40 antagonista é de ndo mais que cerca de 25% da
proliferagdo de célula B induzida pelo outro anticorpo
anti-CD40 na auséncia do anticorpo anti-CD40 antagonista
(ou seja, pelo menos 75% de inibigdo), preferivelmente nio
mais que cerca de 20%, 15%, 10%, 5%, 1%, 0,5%, ou até mesmo
ndo mais que cerca de 0,1% da proliferagdo de célula B
induzida pelo outro anticorpo anti-CD40 na auséncia do
anticorpo anti-CD40 antagonista.

Ainda em outras modalidades, o anticorpo anti-CD40 é
um antagonista de proliferagdo de célula B que é induzida
pela linha de células EL4B5 como medido em um ensaio de
ativagdo de célula B, e o nivel de proliferagdo de célula B
estimulado pela 1linha de células EL4B5 na presenc¢a do
anticorpo anti-CD40 antagonista & de ndo mais que cerca de
25% da proliferagdo de célula B induzida por essa linha de

células na auséncia do anticorpo anti-CD40 antagonista (ou

seja, pelo menos 75% de inibig¢do), preferivelmente ndo mais

o\

que cerca de 20%, 15%, 10%, 5%, 1%, 0,5%, ou ainda nd3o mais
que cerca de 0,1% da proliferagdo de célula B induzida por
essa linha de células na auséncia do anticorpo anti-CD40
antagonista.

P

Ainda em outras modalidades, o anticorpo anti-CD40 é
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um antagonista da produg¢do de anticorpos induzida por
célula T humana por células B humanas como medido no ensaio
de célula T helper humana para produgdo de anticorpo por
células B. Desse modo, o nivel de produgdo do anticorpo
IgG, produgdo do anticorpo IgM, ou produgdo do anticorpo
IgG e IgM por células B estimulada por células T na
presenga do anticorpo anti-CD40 antagonista €& de ndao mais
que cerca de 50% da produgdo do anticorpo respectivo por
células B estimuladas por células T na auséncia do
anticorpo anti-CD40 antagonista (ou seja, pelo menos 75% de
inibigdo), preferivelmente nao mais que cerca de 25%, 20%,

15%, 10%, 5%, 1

o°

, 0,5%, ou ainda ndo mais que cerca de 0,1%
da produgdo do anticorpo respectivo por células B
estimuladas por células T na auséncia do anticorpo anti-
CD40 antagonista. Anticorpos anti-CD40 antagonistas
adicionais incluem os anticorpos monoclonais referidos como
SD12, 3A8 and 3C6, que sdo secretado por um hibridoma que
tem os nGmeros de acesso ATCC HB 11339, HB 12024 e HB
11340, respectivamente. Veja, por exemplo, Patente U.S. No.
6.315.998, aqui incorporada em sua totalidade por
referéncia.

Anticorpos anti-CD40 antagonistas sdo conhecidos na
técnica. Veja, por exemplo, o anticorpo anti-CD40 humano
produzido pelo hibridoma designado F4-465 revelado nas
Publica¢des de Pedido de Patente U.S. Nos. 20020142358 e
20030059427; aqui incorporados em sua totalidade por
referéncia. F4-465 foi obtido de camundongo HAC (Kuroiwa e
cols. (2000) Nature Biotech. 10:1086 (2000)) e portanto,
expressa a cadeia 1leve humana lambda. Veja também, WO

2005/044854, WO 2005/044304, WO 2005/044305, WO
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2005/044306, WO 2005/044855, WO 2005/044307, e WO
2005/044294W0, cujos contelGdos sdo aqui incorporados em sua
totalidade por referéncia.

Além da atividade antagonista, o anticorpo anti-CD40
para uso nos métodos da  presente invengao tera
preferivelmente um outro mecanismo de a¢do contra uma
célula alvo. Por exemplo, o anticorpo anti-CD40 teréa
preferivelmente atividade de ADCC. Alternativamente, as
regides variaveis do anticorpo anti-CD40 podem ser
expressas em um outro isotipo de anticorpo que tem
atividade de ADCC. Também & possivel conjugar formas
nativas, formas recombinantes, ou fragmento de ligacdo a
antigenos de anticorpos anti-CD40 a uma citotoxina, um
agente terapéutico, ou um 3ion de metal radioativo ou
radioisbétopo, como descrito em outra parte nessa.

Como explicado em outra parte nessa, o0s inventores
fizeram o achado surpreendente que, ao contrario de outros
anticorpos, anticorpos anti-CD40, como CHIR-12.12, sé&o
capazes de mediar potente citotoxicidade celular dependente
de anticorpo (ADCC) (ADCC) de células alvo que expressam
CD40 via 1ligagdo aos dois alétipos de FcyRIITIa de
aminodcido 158 (V ou F) em células killer naturais (NK) de
paciente humano. Portanto, anticorpos anti-CD40, como CHIR-
12.12, podem ser usados no tratamento de doengas
inflamatdérias e doengas autoimunes associadas com células
que expressam CD40 em pacientes humanos heterozigdticos ou
homozigdéticos para FcyRIIIa-158F (gendtipo V/F ou F/F),
além de pacientes humanos homozigdticos para FcyRIIIa-158V
(genétipo V/V). A presente invencdo & especialmente

vantajosa para o tratamento de doengas inflamatdrias e
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doengas autoimunes que ndo sao responsivas ao tratamento
com rituximab (Rituxan®), porque a atividade clinica de
rituximab em NHL ndo estd correlacionada com o gendtipo de
FcyRIITIa do paciente.

Portanto, anticorpos anti-CD40 particularmente
preferidos para uso nos métodos da presente invencdo s3o
aqueles que, além da atividade antagonista, sdo capazes de
mediar ADCC de células que expressam CD40 por células
efetoras humanas, como células killer naturais (células NK)
que expressam FcyRITIa. Mais preferidos sdo aqueles
anticorpos anti-CD40 gque sdo capazes de se ligar a
FcyRIITa-158F e FcyRIITa-158V com alta afinidade, como
descrito também em outra parte nessa.

Anticorpos anti-CD40 particularmente preferidos sdo
aqueles revelados em WO 2005/044854, WO 2005/044304, WO
2005/044305, WO 2005/044306, WO 2005/044855, WO
2005/044307, e WO 2005/044294WO, cujos conteldos sdo aqui
incorporados em sua totalidade por referéncia.

De particular interesse para a presente invencdo sdo
anticorpos anti-CD40 antagonistas que partilha as
caracteristicas de 1ligagdo do anticorpo monoclonal CHIR-
12.12 descrito em WO 2005/044854, WO 2005/044304, WO
2005/044305, WO 2007/053661 PCT/US2006/042601, WO
2005/044306, WO 2005/044855, WO 2005/044307, e WO

2005/044294. Tais anticorpos incluem, sem limitagdo os

seguintes:
a) o anticorpo monoclonal CHIR-12.12;
b) o anticorpo monoclonal produzido pela linha de

células de hibridoma 12.12;

c) um anticorpo monoclonal que compreende uma
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sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste -
na sequéncia mostrada em Id. de Seqg. N°:2, a sequéncia
mostrada em Id. de Seq. N°:4, a seqUéncia mostrada em Id.
de Seq. N°:5, ambas seqiéncias mostradas em Id. de Seq.
N°:2 e Id. de Seq. N°:4, e ambas seqUéncias mostradas em
Id. de Seq. N°:2 e Id. de Seq. N°:5;

d) um anticorpo monoclonal que tem uma seqiiéncia de
aminoadcidos codificada pela molécula de &acido nucleico que
compreende uma sequéncia de nucleotideos selecionada do
grupo que consiste na seqiéncia mostrada em Id. de Seq.
N°:1, a sequéncia mostrada em Id. de Seqg. N°:3, e ambas
seqiéncias mostradas em Id. de Seq. N°:1 and Id. de Seq.
N°:3;

e) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo
capaz de ligar o anticorpo monoclonal produzido pela linha
de células de hibridoma 12.12;

f) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo
que compreende residuos 82-87 da sequéncia de CD40 humano
mostrada em Id. de Seq. N°:7 ou Id. de Seq. N°:9;

g) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo
que compreende residuos 82-89 da seqUéncia de CD40 humano
mostrada em Id. de Seq. N°:7 ou Id. de Seq. N°:9;

h) um anticorpo monoclonal que compete com o

anticorpo monoclonal CHIR-12.12 em um ensaio de ligagdo

competitiva;
1) © anticorpo monoclonal do item a) ou um anticorpo
monoclonal de qualquer um dos itens anteriores c)-h), em

P

que o referido anticorpo é produzido de forma recombinante;

e

j) um anticorpo monoclonal que €& um fragmento de
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ligagao a antigeno de um anticorpo monoclonal de qualquer
um dos itens anteriores a)-i), em que o referido fragmento
retém a capacidade de 1ligagdo especifica ao referido
antigeno CD40 humano.

O anticorpo monoclonal CHIR-12.12 é particularmente
preferido para uso nos métodos da presente invencgdo.

O anticorpo monoclonal CHIR-12.12 foi descrito em
detalhes em WO 2005/044854, WO 2005/044304, WO 2005/044305,
WO 2005/044306, WO 2005/044855, WO 2005/044307, e WO
2005/044294. O anticorpo CHIR-12.12 pe um anticorpo
monoclonal anti-CD40 totalmente humano do isotipo IgGl
produzido a partir da 1linha de c¢élulas de hibridoma
153.8E2.D10.D6.12.12 (referida como a 1linha de células
12.12). A 1linha de células foi criada com o uso de
esplenécitos de camundongos xenotipicos imunizados contendo
0 lécus de cadeia pesada de IgGl humana e o lécus de cadeia
K. humana (tecnologia XenoCamundongo®; Abgenix; Fremont,
California). As células do bag¢o foram fundidas com as
células de mieloma de camundongo SP2/0 (Sierra BioSource).
Os hibridomas resultantes foram subclonados varias vezes
para criar a linha estdvel de células monoclonais 12.12.
Outros anticorpos adequados para uso nos métodos da
invengdo podem ser preparados de modo similar com o uso de
camundongos transgénicos para 1ldécus de imunoglobulina
humana, como descrito em outra parte nessa.

O anticorpo monoclonal CHIR-12.12 se liga a CD40
solivel em ensaios de tipo ELISA, evita a 1ligacdo de
ligante de CD40 a CD40 de superficie celular, e desloca o
ligante de CD40 pré-ligado, como determinado por ensaios de

citometria de fluxo. Anticorpos CHIR 5.9 e CHIR-12.12
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competem um com ©o outro por 1ligagdo a CD40 mas ndo com
15B8, o anticorpo anti-CD40 monoclonal descrito em Pedido
Provisdério U.S. No. de Série 60/237.556, intitulado “Human
Anticorpos anti-CD40,” depositado em 2 de outubro de 2000,
e Pedido Internacional PCT No. PCT/US01/30857, também
intitulado “Human Anti-CD40 Antibodies,” depositado em 2 de
outubro de 2001 (Caso No. PP16092.003) e publicado como WO
2002/028904, ambos aqui incorporados em sua totalidade por
referéncia. Quando testado in vitro para efeitos sobre a
proliferagdo de células B a partir de individuos humanos
normais, CHIR-12.12 age como anticorpo anti-CD40
antagonista. Além disso, CHIR-12.12 nao 1induz forte
proliferagdo de linfécitos humanos a partir de individuos
normais. O anticorpo é capaz de matar células alvo gque
expressam CD40 por citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC). A afinidade de ligagdo de CHIR-12.12 por
CD40 humano é 5x10'® M, como determinado no ensaio
Biacore™.

As sequéncias de nucleotideos e de aminoadcidos das
regifes varidveis do anticorpo sdo aqui fornecidas. mais
particularmente, as seqiéncias de aminodcidos para as
regides 1lider, variavel, e constante para a cadeia leve e
cadeia pesada para mAb CHIR-12.12 sdo apresentadas em Id.
de Seq. N°:2 (seqUéncia completa para a cadeia leve de mAb
CHIR-12.12), Id. de Seq. N°:4 (seqgUéncia completa para a
cadeia pesada para mAb CHIR-12.12), e Id. de Seq. N°:5
(seqiiéncia completa para a variante da cadeia pesada para
mAb CHIR-12.12 apresentada em Id. de Seq. N°:4, em que a
variante compreende uma substituig¢do de serina pelo residuo

de alanina na posigdo 153 de Id. de Seqg. N°:4). As
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seqiiéncias de nucleotideos que codificam a cadeia leve e
cadeia pesada para mAb CHIR-12.12 sdo apresentadas em Id.
de Seq. N°:1 (seqiéncia codificadora para a cadeia leve
para mAb CHIR-12.12) e Id. de Seq. N°:3 (sequéncia
codificadora para a cadeia pesada para mAb CHIR-12.12).
Hibridomas que expressam o anticorpo CHIR-12.12 foram
depositados com a ATCC com a designagdo de depdsito de
patente de PTA-5543.

Anticorpos anti-CD40 para uso nos métodos da presente
invengdo incluem anticorpos que diferem do anticorpo
monoclonal CHIR-12.12 mas que retém as CDRs, e anticorpos
com uma ou mais adigdes, deleg¢des, ou substitui¢des de
aminoacidos. Os anticorpos anti-CD40 para uso nos métodos
da presente invengdo também pdem ser anticorpos
desimunizados, particularmente anticorpos anti-CD40
antagonistas desimunizados, que podem ser produzidos como
descrito, por exemplo, na Publica¢do Internacional Nos. WO
98/52976 e WO 0034317; aqui incorporadas por referéncia.
Dessa forma, residuos nos anticorpos anti-CD40 antagonistas
da inveng¢do sdo modificados de modo a tornar os anticorpos
ndo ou menos imunogénicos a humanos embora retenham sua
atividade antagonista para células humanas que expressam
CD40, em que tal atividade é medida por ensaios mostrados
em outra parte nessa. Também incluidas no escopo da
presente invengdo sdo proteinas de fusdao que compreendem um
anticorpo de interesse, por exemplo, um anticorpo anti-CD40
antagonista ou um anticorpo anti-CD40L antagonista, ou um
fragmento desses, cujas proteinas de fusdo podem ser
sintetizadas ou expressas a partir de vetores de

polinucleotideos correspondentes, como é conhecido na
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técnica. Tais proteinas de fusdo sdo descritas com
referéncia a conjugagdo de anticorpos como mostrados em
outra parte nessa.

Qualquer anticorpo conhecido que tem a especificidade
de 1ligagdo de interesse pode ter variag¢des de sequéncia
produzidas com o uso de métodos descritos, por exemplo, nas
Publicag¢des de Patente Nos. EP 0983303 Al, WO 00/34317, e
WO 98/52976, aqui incorporadas por referéncia. Por exemplo,
foi mostrado que as sequéncias na CDR podem fazer um
anticorpo se ligar a MHC Classe II e despertar uma resposta
de célula T helper indesejada. Uma substituigdo
conservadora pode permitir gque o anticorpo retenha a
atividade de 1ligagdo, embora perca sua habilidade para
desencadear uma resposta indesejada de célula T. Qualquer
uma dessas substituig¢des conservadoras ou ndo conservadoras
pode ser feita usando métodos reconhecidos na técnica, tais
como aqueles aqui apresentados em outra se¢do, e os
anticorpos resultantes também podem ser usados nos métodos
da presente invengdo. Os anticorpos variantes podem ser
testados rotineiramente quanto a atividade antagonista, por
exemplo, atividade antagonista, afinidade e especificidade
utilizando-se os métodos aqui descritos.

Por exemplo, variantes de sequiéncia de aminodcidos de
um anticorpo antagonista anti-CD40, por exemplo, o
anticorpo monoclonal CHIR-12.12, podem ser preparadas por
mutagdes na sequéncia de DNA clonado que codifica o
anticorpo de interesse. Métodos para mutagénese e
alteragdes nas sequéncia de nucleotideos sdo bem conhecidos
na técnica. Veja, por exemplo, Walker e Gaastra, eds.

(1983) “Techniques in Molecular Biology” (MacMillan
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Publishing Company, Nova York); Kunkel (1985) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82:488-492; Kunkel e cols. (1987) Methods
Enzymol. 154:367; Sambrook e cols. (1989) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor, Nova
York); Patente U.S. N° 4.873.192; e as referéncias nela
citadas; aqui incorporados por referéncia. Um guia sobre
como adequar substituigdes de aminodcidos que ndo afetem a
atividade biolégica do polipeptideo de interesse pode ser
encontrado no modelo de Dayhoff e cols. (1978) no Atlas of
Protein Sequence e Structure (Natl. Biomed. Res. Found.,
Washington, D.C.), aqui incorporado por referéncia.
Substitui¢des conservadores como, por exemplo, a troca de

um aminodcido com outro que possui propriedades similares,

podem ser preferidas. Exemplos de substituigdes
conservadoras incluem, sem limitacao, Gly<=>Ala,
Val<=>Ile<=>Leu, Asp<=>Glu, Lys<=>Arg, Asn<=>Gln e

Phe<=>Trp<=>Tyr.

Na construgdo de variantes de um anticorpo de
interesse, por exemplo, um polipeptideo de anticorpo anti-
CD40 sdo feitas modificag¢des de tal forma que as variantes
continuem a ©possuir a atividade desejada, ou seja,
afinidade de 1ligag¢do similar, e, no caso de anticorpos
anti-CD40 antagonista, que sejam capazes de se ligar
especificamente a um antigeno CD40 humano expresso na
superficie de wuma célula humana, e sendo 1livres de
atividade agonista significativa, mas exibam atividade
antagonista quando ligadas a uﬁ antigeno CD40 em uma célula
que expressa CD40 humano. Obviamente, quaisquer mutag¢des
feitas no DNA que codifica o polipeptideo variante nao

devem colocar a sequéncia fora do quadro de leitura e,
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preferivelmente, nao criardo regides complementares que
possam produzir estrutura de mRNA secundaria. Veja a
Publicagdo de Pedido de Patente EP N° 75.444.

Além disso, a regido constante de um anticorpo, por
exemplo, um anticorpo anti-CD40 antagonista pode ser mutada
para alterar a fungdo efetora de diversas formas. Por
exemplo, consulte a Patente U.S. N° 6.737.056 Bl e a
Publicag¢do do Pedido de Patente U.S. N° 2004/0132101 A1,
que revela mutagdes Fc que otimizam a ligag¢do de anticorpo
aos receptores Fc.

Preferivelmente, variantes de um anticorpo de
referéncia, por exemplo, um anticorpo antagonista anti-CD40
tém seqiéncias de aminodcidos que possuem pelo menos 70% ou
75% de identidade de sequéncia, preferivelmente pelo menos

80

o

ou 85% de identidade de seqiéncia, mais preferivelmente
pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94% ou 95% de identidade de
seqiéncia para seqiéncia de aminoacidos para a molécula de
anticorpo antagonista anti-CD40, por exemplo, o anticorpo
monoclonal CHIR-12.12 aqui descrito, ou a uma porgdo mais
curta da molécula de anticorpo de referéncia. Mais
preferivelmente, as moléculas compartilham pelo menos 96%,

97%, 98% ou 99% de 1identidade de seqléncia. Para as

o\

finalidades da presente invengao, o percentual de
identidade de seqiéncia é determinado usando o algoritmo de
pesquisa de homologia de Smith-Waterman usando uma pesquisa
de espagos afins com uma penalidade de espago aberto de 12
e uma penalidade de extensdo de espag¢o de 2, matriz BLOSUM
de 62. O algoritmo de pesquisa de homologia de Smith-

Waterman €& ensinado em Smith e Waterman (1981) Adv. Appl.

Math. 2:482-489. Uma variante pode, por exemplo, diferir do
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do anticorpo de referéncia, por exemplo, anticorpo
antagonista anti-CD40 por apenas 1 a 15 residuos de
aminodcidos, apenas 1 a 10 residuos de aminoacidos como,
por exemplo, 6-10, apenas 5, apenas 4, 3, 2 ou até mesmo 1
residuo de aminoacido.

Com relagdo ao alinhamento 6timo de duas seqUéncias de
aminodacidos, o segmento contiguo da sequéncia de
aminodcidos variante pode ter residuos de amino&cidos
adicionais ou residuos de aminoacidos deletados com relacdo
a seqléncia de aminodcidos de referéncia. O segmento
contiguo usado para comparagdo com a seqiéncia de
aminodcidos de referéncia incluird pelo menos 20 residuos
de aminoacidos contiguos, e pode ter 30, 40, 50 ou mais
residuos de aminodcidos. Podem ser feitas corregdes para a
identidade de seqiiéncia associadas Aas substituicgdes
conservadoras ou espagos de residuos (veja algoritmo de
pesquisa de homologia de Smith-Waterman) .

A estrutura quimica precisa de um polipeptideo capaz
de se ligar especificamente ao CD40 e que retém atividade
antagonista, particularmente quando ligado ao antigeno CD40
em células alvo, depende de diversos fatores. Como grupos
amino e carboxil ionizaveis estdo presentes na molécula, um
polipeptideo especifico pode ser obtido como um sal &acido
ou basico ou em forma neutral. Todas essas prepara¢des que
retém sua atividade bioldgica quando colocadas em condicdes
ambientais adequadas estdo incluidas na definicd3o de
anticorpos antagonistas anti-CD40 como aqui usada. Além
disso, a seqiéncia de aminodcidos primdria do polipeptideo
pode ser aumentada por derivagdo usando porgdes de aclcar

(glicosilagdo) ou por outras moléculas suplementares, tais
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como lipideos, fosfato, grupos acetil e semelhantes. Ela
também pode ser aumentada por conjugagdo com sacarideos.
Certos aspectos desse aumento sdo obtidos através de
sistemas de processamento pds-tradugdo do hospedeiro
produtor; outras dessas modifica¢des podem ser.introduzidas
in vitro. Em qualquer evento, tais modifica¢des estdo
incluidas na definigdo de wum anticorpo anti-CD40 aqui
usada, desde que as propriedades antagonistas do anticorpo
anti-CD40 ndo sejam destruidas. Espera-se dque tais
modifica¢des possam afetar quantitativa ou qualitativamente
a atividade, aumentando ou diminuindo a atividade do
polipeptideo, nos varios ensaios. Além disso, residuos de
aminoacidos individuais na cadeia podem ser modificados por
oxidagdo, redugdo ou outra derivagdo, e o polipeptideo pode
ser clivado para a obtengdo de fragmentos que retenham
atividade. Tais alteragdes que ndo destroem a atividade
antagonista nd3o removem a seqiéncia de polipeptideos da
definicdo de anticorpos anti-CD40 de interesse como aqui
usada.

A técnica fornece uma diretriz substancial em relagdo
a4 preparagdo e ao uso de variantes de polipeptideo. Na
preparagdo das variantes do anticorpo anti-CD40, aqueles
habilitados na técnica podem determinar prontamente quais
modificacdes ao nucleotideo ou a seqiéncia nativa de
aminodcidos resultarao em uma variante que seja adequada
para uso como um componente terapeuticamente ativo de uma
composig¢do farmacéutica usada nos métodos da presente
invenc¢ao.

O anticorpo anti-CD40 para uso nos métodos da invengao

preferivelmente possui pelo menos uma das seguintes
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atividades bioldgicas in vitro e/ou in vivo: inibigdo da
secregdo de imunoglobulina por células B periféricas
humanas normais estimulada por células T; inibigdo da
sobrevida e/ou proliferagido de células B periféricas
humanas normais estimulada por células que expressam CD40L
ou ligante de CD40 soluvel (sCD40L); inibig¢do da sobrevida
e/ou proliferagdo de células B periféricas humanas normais
estimulada por células T de Jurkat; inibig¢do de sinais
intracelulares antiapoptéticos de “sobrevida” em qualquer
célula estimulada por sCD40L ou CD40L de fase sdélida; e
inibig¢do da transmissdo do sinal de CD40 em qualquer célula
mediante 1ligagdo com sCD40L ou CD40L de fase sblida,
anergyia e/ou indug¢do de tolerdncia de células alvo que
portam CD40 ou células que portam ligantes cognatos para
CD40 incluindo, sem 1limitacdo, células T e células B,
indugdo da expansdo ou ativagdo de células T reguladoras
CD4+CD25+ (veja, por exemplo, rejeigdo de tecido especifica
para aloantigeno de doador via interferéncia CD40-CD40L,
van Maurik e cols. (2002) J. Immunol. 169:5401-5404),
citotoxicidade via gqualquer mecanismo (incluindo, sem

limitagdo, citotoxicidade mediada por células dependentes

de anticorpo (ADCC) , citotoxicidade dependente de
complemento (CDC), infra-regulagdo da proliferagdo, e/ou
apoptose em células alvo), modulagdo da secregdo de

citocina de célula alvo e/ou expressdo de molécula de
superficie celular, e combina¢des desses.

Ensaios para tais atividades bioldégicas podem ser
realizados como aqui descrito em pedidos provisdrios
intitulados “Antagonist Anti-CD40 Monoclonal Antibodies and

Methods for Their Use”, depositado em 4 de novembro de
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2003, 26 de novembro de 2003 e 27 de abril de 2004, e
Pedidos de Patente U.S. designados N°® 60/517.337 (Processo
N° PP20107.001 (035784/258442)), 60/525.579 (Processo N°
PP20107.002 (035784/271525)), e 60/565.710 (Processo N°
PP20107.003 (035784/277214)), respectivamente, e Pedido de
Patente Internacional N° PCT/US2004/037152 (Processo N°
PP20107.004 (035784 /282916) ), publicado como WO
2005/044854, também intitulado “Antagonist Anti-CD40
Monoclonal Antibodies and Methods for Their Use”,
depositado em 4 de novembro de 2004; cujos contetdos sao
aqui incorporada em sua totalidade por referéncia. Veja
também os ensaios descritos em Schultze e cols. (1998)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:8200-8204; Denton e cols.
(1998) Pediatr. Transplant. 2:6-15; Evans e cols. (2000) J
Immunol. 164:688697; Noelle (1998) Agents Actions Suppl.
49:17-22; Lederman e cols. (1996) Curr. Opin. Hematol.
3:77-86; Coligan e cols. (1991) Current Protocols in
Immunology 13:12; Kwekkeboom e cols. (1993) Immunology
79:439-444; e Patentes U.S. N° 5.674.492 e 5.847.082, aqui
incorporadas por referéncia.

Um ensaio representativo para detectar anticorpos
antagonistas anti-CD40 especificos para os epitopos de
antigeno CD40 aqui identificados é um “ensaio competitivo
de 1ligacdo”. Ensaios competitivos de ligagdo s&o ensaios
soroldgicos nos quais desconhecidos sdo detectados e
quantificados quanto a sua habilidade para inibir a ligagdo
de um ligante conhecido rotulado ao seu anticorpo
especifico. Esse também & denominado ensaio competitivo de
inibigdo. Em um ensaio competitivo de ligagédo

representativo, polipeptideo CD40 rotulado é precipitado
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por anticorpos candidatos em uma amostra, por exemplo, em
combinagdo com anticorpos monoclonais despertados contra um
ou mais epitopos dos anticorpos monoclonais da invengao.
Anticorpos Anti-CD40 gque reagem especificamente com um
epitopo de interesse podem ser identificados por
rastreamento de uma série de anticorpos preparados contra
uma proteina CD40 ou fragmento da proteina que compreende o
epitopo particular da proteina CD40 de interesse. Por
exemplo, para CD40 humano, epitopos de interesse incluem
epitopos que compreendem residuos de aminodcidos lineares
e/ou ndo lineares da isoforma curta de CD40 humano (veja N°
de Acesso no GenBank NP 690593) apresentada em Id. de Seq.
N°:10, codificada pela sequéncia apresentada em Id. de Seq.
N°:9; (veja, também No. de Acesso GenBank NM 152854), ou da
isoforma longa de CD40 humano (veja N°° de Acesso no
GenBank CAA43045 e NP_001241, apresentada em Id. de Seq.
N°:12, codificada pela seqUéncia apresentada em Id. de Seq.
N°:11; wveja, GenBank Nos. de Acesso X60592 e NM 001250).
Alternativamente, ensaios competitivos de 1ligag¢do com
anticorpos antagonistas anti-CD40 identificados previamente
adequados poderiam ser usados para selecionar anticorpos
monoclonais comparaveis aos anticorpos identificados
previamente.

Anticorpos empregados em tais imunoensaios podem ser
rotulados ou nao rotulados. Anticorpos ndo rotulados podem
ser empregados em aglutinag¢do; anticorpos rotulados podem
ser empregados em uma ampla variedade de ensaios, que
empregam uma ampla variedade de 1rdétulos. A detecgdo da
formagdo de um complexo antigeno-anticorpo entre um

anticorpo anti-CD40 e um epitopo de interesse pode ser
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facilitada pela anexag¢do de uma substdncia detectavel ao
anticorpo. Meios de detecg¢do adequados incluem a utilizagdo
de rb6tulos, tais como radionuclideos, enzimas, coenzimas,
substéncias fluorescentes, substdncias quimioluminescentes,
cromdégenos, substratos ou co-fatores de enzimas, inibidores
de enzimas, complexos de grupo prostético, radicais livres,
particulas, corantes, e semelhantes. Exemplos de enzimas
adequadas incluem peroxidase de raiz forte, fosfatase
alcalina, P-galactosidase ou acetilcolinesterase; exemplos
de complexos de grupo prostético adequados incluem
estreptavidinibiotina e avidina/biotina; exemplos de
materiais fluorescentes adequados incluem umbeliferona,
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, vrodamina,
diclorotriazinilamina fluoresceina, cloreto de dansila ou
ficoeritrina; um exemplo de um material luminescente &
luminol; exemplos de materiais bioluminescentes incluem
luciferase, luciferina e aequorina; e exemplos de material

1257 1313 353 ou 3H. Tais

radioativo adequado incluem
reagentes rotulados podem ser usados em diversos ensaios
bem conhecidos, tais como radioimunoensaios, imunoensaios
enzimaticos, por exemplo, ELISAa, imunoensaios
fluorescentes, e semelhantes. Veja, por exemplo, as
Patentes U.S. N°° 3.766.162, 3.791.932, 3.817.837 e
4.233.402.

E também possivel construir um anticorpo para ter
atividade de ADCC aumentada. Em particular, a metade de
terminal carboxi do dominio CH; é€ critica para ADCC mediada
através do receptor FcRIII. Uma vez que CH, e regides de

dobradiga tém um importante papel em fun¢des efetoras, uma

séries de anticorpos de dominios multiplos que contém CH,
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extra e/ou regides de dobradiga pode ser criada e
investigada para dquaisquer mudanas na poténcia efetora
(veja, Greenwood, J., Gorman, S. D., Routledge, POR
EXEMPLO, Lloyd, I.S. & Waldmann , H., Ther Immunol. 1994
Oct;1(5):247-55). Uma abordagem alternativa pode ser a
construgdo de dominios extra em paralelo, por exemplo,
através da criagdo de dimeros por construgdo de uma
cisteina na cadeia H de uma Ig quimérica (veja, Shopes B.
(1992) J. Immunol. 1992 1; 148(9): 2918-22). Além disso,
mudangas para aumentar a atividade de ADCC podem ser
construidas por introdug¢do de muta¢des na regido Fc (veja,
por exemplo, US 6.737.056 Bl), que expressa células em
linhas de células deficientes de fucosil transferase (veja,
for exemplo, US2003/0115614), ou efetuando outras mudangas
para a glicosilagdao do anticorpo (veja, por exemplo, US
6.602.684).

A presente invengdo é especialmente vantajosa para o
tratamento de doeng¢as inflamatdérias e doengas autoimunes
que sdo associadas com células que expressam CD20,
particularmente em pacientes resistentes a Rituxan®, mais
particularmente naqueles que sdo heterozigdticos ou
homozigbéticos para FcyRIIIa-158F (gendtipo V/F ou F/F).

Como aqui usado, *anticorpo anti-CD20” engloba
qualquer anticorpo que reconhega especificamente o antigeno
de superficie celular CD20, incluindo anticorpos
policlonais, anticorpos monoclonais, anticorpos de cadeia
Gnica, e fragmentos desses como Fab, F(ab’),, Fv, e outros
fragmentos que retém a fungdo de ligag¢do de antigeno do
anticorpo anti-CD20 parente. De interesse particular junto

com os métodos da presente invengdo sdo anticorpos anti-



10

15

20

25

30

82/128

CD20 ou fragmentos de ligagdo a antigeno desses que tém as
propriedades de ligagdo exibidas pelo anticorpo monoclonal
IDEC-C2B8 (Biogen IDEC Inc., Cambridge, MA).

Em algumas modalidades, o anticorpos anti-CD40 usado
nos métodos da invengdo exibe atividade terapéutica mais
potente que o anticorpo monoclonal anti-CD20 quimérico
IDEC-C2B8, em que a atividade terapéutica é évaliada com
quantidades equivalentes desses anticorpos em um modelo
experimental adequado. IDECC2BS8 (IDEC Pharmaceuticals
Corp., San Diego, California; comercialmente disponivel sob
o nome comercial Rituxan®, também referido como rituximab)
€ um anticorpo monoclonal anti-CD20 quimérico que contém
IgGl humana e regides constantes kapa com regides variaveis
de murideo isoladas de um anticorpo monoclonal anti-CD20 de
murideo, IDEC-2B8 (Reff e cols. (1994) Blood 83:435-445).
Rituximab é 1licenciado para o tratamento de linfoma de
célula B de baixo grau em recidiva ou linfoma ndo Hodgkin
folicular (NHL), e estd em experimentos clinicos para
doengcas autoimunes. A descoberta de anticorpos com
atividade terapéutica superior comparados a rituximab pode
melhorar drasticamente os métodos de terapia para doengas
inflamatérias e doeng¢as autoimunes.

Existem modelos adequados para testar a atividade em
ldpus eritematoso disseminado (SLE), esclerose miltipla,
inflamagdo e aterosclerose, transplante, e doenga de
Alzheimer como descrito abaixo.

Por exemplo, para testar a eficdcia em 1lapus
eritematoso disseminado humano (LED) em que células
mononucleares de sangue periférico (PMBCs) de pacientes com

LED sdo enxertadas em camundongos SCID. Veja, por exemplo,
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o modelo descrito em Duchosal e cols. (1990).1 Exp. Med.
172:985-8. Apds transferéncia de PBMCs de pacientes com LED
em camundongos SCID, € determinado se o tratamento
influencia ou ndo a resposta de linfécito T & produgdo de
auto-antigeno e auto-anticorpo e manifestacdes de doenga
como glomerulonefrite.

Encefalite autoimune experimental de macaco Marmoset
(EAE) € um modelo para esclerose miltipla humana. Veja, por
exemplo, o modelo descrito em Raine e cols. (1999) Ann.
Neurol. 46:144-60 e Hart e cols. (2004) Lancet Neurol.
3:588-97.

O anticorpos pode ser testado in vitro para sua
capacidade de inibir a produgdo induzida por CD40L de
enzimas de degradagdo de matriz, expressdo de fator
tecidual, citocinas pré-inflamatérias e supra-regulacido de
moléculas de adesdo. Estudos subseqientes testam a
capacidade dos anticorpos de mostrar as atividades
antiinflamatérias in vivo com o wuso de camundongos
transgénicos que expressam CD40 humano e/ou moléculas de
CD20. Veja, por exemplo, o modelo descrito em Yasui (2002)
Int. Immunol. 14:319-29.

Os anticorpos podem ser testados para sua capacidade
de evitar a rejeigdo a transplantes em modelos de primatas
ndo humanos. Receptores de aloenxerto renal de macaco
Cynomolgus sdo tratados com anticorpo para demonstrar o
efeito sobre a aceitac¢do de enxerto com ou sem medicamentos
imunossupressores adicionais como ciclosporina, FK506,
rapamicina, corticosterdides, CTLA4-Ig, e anticorpo anti-
estimulante de linfécito B, e outros. Veja, por exemplo, o

modelo descrito em Wee e cols. (1992) Transplantation
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53:501-7.

Para doenga de Alzheimer, o anticorpos pode ser
testado primeiramente in vitro para sua capacidade de
bloquear a ativagdo da microglia. Estudos de eficécia in
vivo com o anticorpos podem ser conduzidos em camundongos
duplamente transgénicos que expressam CD40 e/ou CD20 humano
e produzem peptideo beta amildéide. Veja, por exemplo, o
modelo descrito em Tan e cols. (2002) Nat. Neurosci.
5:1288-93.

Por “quantidade equivalente” do anticorpo anti-CD40 da
invengdo e Rituxan® entende-se que a mesma dose ou dose
menor em mg € administrada com base no peso.

Portanto, quando o anticorpo anti-CD40 & dosado a 0,01
mg/kg de peso corporal do camundongo usado no modelo,
Rituxan® & também dosado a 0,01 mg/kg de peso corporal do
camundongo. De modo similar, quando o anticorpo anti-CD40 &
dosado a 0,1, 1, ou 10 mg/kg de peso corporal do camundongo
usado no modelo, o Rituxan® & também dosado a 0,1, 1, ou 10
mg/kg, respectivamente, do peso corporal do camundongo.

Uma outra diferenga na eficdcia do anticorpo é a
medigdao in vitro da concentragdo de anticorpo necessaria
para obter a 1lise maxima de células alvo in vitro na
presenga de células NK. Por exemplo, o anticorpos anti-CD40
da invengdo atinge lise maxima de células Daudi em uma ECs,
de menos que 1/2, e preferivelmente 1/4, e mais
preferivelmente, 1/10 da concentra¢do de Rituxan®. Esse
tipo de medigdao & também descrita nos Exemplos nessa.

Anticorpos anti-CD40 que se beneficiam de ter eficacia
significativamente maior que quantidades equivalentes de

Rituxan® nos ensaios acima descritos podem incluir:
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a) o anticorpo monoclonal CHIR-12.12;

b) o anticorpo monoclonal produzido pela linha de
células de hibridoma 12.12;

c) um anticorpo monoclonal que compreende uma
seqiéncia de aminodcidos selecionada do grupo que consiste
na sequéncia mostrada em Id. de Seqg. N°:2, a sequéncia
mostrada em Id. de Seq. N°:4, a seqiéncia mostrada em Id.
de Seqg. N°:5, ambas seqiéncias mostradas em Id. de Seq.
N°:2 e Id. de Seq. N°:4, e ambas seqUéncias mostradas em
Id. de Seq. N°:2 e Id. de Seq. N°:5;

d) um anticorpo monoclonal que tem uma sequéncia de
aminodcidos codificada por uma molécula de A&acido nucleico
que compreende uma seqUéncia de nucleotideos selecionada do
grupo que consiste na sequéncia mostrada em Id. de Seq. N°:
1, a sequéncia mostrada em Id. de Seq. N°: 3, e ambas
sequéncias mostradas em Id. de Seqg. N°: 1 e Id. de Seq. N°:
3;

e) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo
capaz de ligar o anticorpo monoclonal produzido pela linha
de células de hibridoma 12.12;

£) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo
que compreende residuos 82-87 da sequéncia de CD40 humano
mostrada em Id. de Seq. N°:7 ou Id. de Seq. N°:9;

g) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo
que compreende residuos 82-89 da sequéncia de CD40 humano
mostrada em Id. de Seq. N°:7 ou Id. de Seq. N°:9;

h) um anticorpo monoclonal gque compete com o
anticorpo monoclonal CHIR-12.12 em um ensaio de 1ligagdo
competitiva;

i) o anticorpo monoclonal do item a) ou um anticorpo
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monoclonal de qualquer um dos itens anteriores c¢)-h), em
que o referido anticorpo & produzido de forma recombinante;
e

3) um anticorpo monoclonal que é um fragmento de
ligagdo a antigeno de um anticorpo monoclonal de gqualquer
um dos itens anteriores a)-i), em que o referido fragmento
retém a capacidade de se ligar especificamente ao referido
antigeno CD40 humano.

A presente invengdo fornece um método para a
identificagdo de um paciente humano com uma doenga
inflamatdéria ou doen¢a autoimune tratdvel com um anticorpo
anti-CD40, que compreende:

a) a identificacdo de um paciente humano com uma
doen¢a inflamatdéria ou doenga autoimune que estéd associada
a células que expressam CD40; e

b) determinagdo do referido gendtipo FcyRIIIa-158 de
um paciente humano (V/Vv, V/F or F/F);

em que a referida doenga inflamatédria ou doenga
autoimune é tratdvel com anticorpo anti-CD40 se o referido
paciente humano & heterozigdético ou homozigético para
FcyRIIIa 158F (gendtipo V/F ou F/F). A doenga inflamatdria
ou doenc¢a autoimune pode ser refrataria ao tratamento com
rituximab (Rituxan®).

Uma vez gque um paciente humano com uma doenga
inflamatéria ou doen¢a autoimune tratdvel com um anticorpo
anti-CD40 foi jidentificado, aquele paciente humano pode ser
entdo tratado com um anticorpo anti-CD40. Assim, o método
pode incluir a etapa adicional de (c) administragdo a um
paciente humano identificado <como heterozigdético ou

homozigdético para FcyRIIIa-158F (gendtipo V/F ou F/F) de
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uma quantidade terapeuticamente ou profilaticamente eficaz
de um anticorpo anti-CD40.

Esse método de identificagdo de um paciente humano com
uma doenca inflamatdria ou doenga autoimune tratavel com um
anticorpo anti-CD40 pode ser facilmente realizado por uma
pessoa habilitada na técnica com o uso de um kit
diagnéstico adequado. O kit deve compreender reagentes
adequados para a determinagdo de um gendtipo FcyRIIIa-158
de um paciente humano. Portanto, a invengdo também fornece
um kit para a identificagdo de um paciente humano com uma
doenca inflamatdéria ou doenga autoimune tratavel com um
anticorpo anti-CD40, gque compreende reagentes para a
determinacdo de um gendtipo FcyRIIIa-158 de um paciente
humano. Kits adequados sdo descritos em maiores detalhes em
outra parte nessa.

A invencdo também fornece um método para selegdo de
uma terapia de anticorpo para tratamento de um paciente
humano que tem uma doenga inflamatdria ou doenga autoimune,
que compreende:

(a) a identificacdo de um paciente humano que tem uma
doenca inflamatéria ou doenga autoimune que esta associada
a células que expressam CD40; e

(b) determinacdo do referido gendtipo FcyRIIIa-158 de
um paciente humano (VN, V/F ou F/F),

em que se o referido paciente humano & heterozigbético
ou homozigético para FcyRIIIal58F (gendtipo V/F ou F/F), um
anticorpo anti-CD40 é selecionado para o tratamento da
referida doenca inflamatdéria ou doenga autoimune. A doenga
inflamatdéria ou doenca autoimune pode ser refratdria ao

tratamento com rituximab (Rituxan®).
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Uma vez que uma terapia com anticorpo anti-CD40 para
tratamento de um paciente humano que tem uma doenga
inflamatdéria ou doenga autoimune foi selecionado, aquele
paciente humano pode ser entdo tratado com um anticorpo
anti-CD40. Portanto, o método pode incluir a etapa
adicional de (c) administragdo a um paciente humano
identificado como heterozigético ou homozigbético para
FcYRIIIa-158F (genétipo V/F ou F/F) de uma quantidade
terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de um anticorpo
anti-CD40.

Esse método de selegdo de uma terapia de anticorpo
para tratamento de um paciente humano que tem uma doenca
inflamatdéria ou doenga autoimune também pode ser facilmente
realizado por uma pessoa habilitada na técnica com o uso de
um kit diagnéstico adequado. O kit deve compreender
reagentes adequados para a determinagdo de um gendtipo
FcyRIIIa-158 de um paciente humano. Portanto, a invengdo
também fornece um kit para a selegdo de uma terapia de
anticorpo para tratamento de um paciente humano que tem uma
doenga inflamatéria ou doenga autoimune associada com
células que expressam CD40, que compreende reagentes para a
determinagdo de um gendtipo FcyRIIIa-158 de paciente
humano.

Por “tratavel com um anticorpo anti-CD40” entende-se
que o paciente humano (ou seja, um individuo com uma doenga
inflamatdéria ou doenga autoimune), quando tratado com o
anticorpo anti-CD40, deve se beneficiar de uma ‘“resposta
terapéutica positiva” (como definido em outra parte nessa)
com relagdo a doenga inflamatdria ou autoimune doenga para

qual o tratamento & pensado.
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Qualquer método para a determinagdo de um gendtipo
FcyRIIIa-158 de um paciente humano que usa uma amostra
biolbégica obtida do paciente humano & contemplado.

Por exemplo, a invengdo fornece um kit para uso na
determinagdo do gendtipo FcyRIIIa-158 de um paciente
humano, que inclui um microarranjo gque compreende pelo
menos um marcador de 10 ou mais nucleotideos de comprimento
e de uma sequéncia adequada para a determinagdo de um
gendétipo FcyRIIIa-158 de um paciente humano. RNA ou DNA
rotulado é hibridizado a marcadores complementares no
arranjo e entdo detectados por rastreamento de laser. As
intensidades de hibridiza¢do para cada marcador no arranjo
sdo determinadas e convertidas a um valor quantitativo que
representa niveis de expressdo relativos do gene. A selegdo
de seqUéncias de marcador e comprimentos pode ser
facilmente realizada por pessoa habilitada. A seqUéncia de
nucleotideos s que codificam os aldtipos de FcyRIIIa-158 F
e V & conhecida. Portanto, a pessoa habilitada pode
selecionar marcadores que, sob as condi¢des experimentais
adequadas, permitam a determinag¢do do gendtipo FcyRIIIa-158
das seqUéncias alvo.

Técnicas para a sintese desses arranjos gque usam
métodos de sintese mecdnica sdo descritos, por exemplo, na
Patente U.S. ©No. 5.384.261], aqui incorporada em sua
totalidade por referéncia. Embora uma superficie de arranjo
a plana seja preferida, o arranjo pode ser fabricado em uma
superficie virtualmente de qualquer formato ou até mesmo em
varias superficies.

Os arranjos podem ser peptideos ou acidos nucleicos em

glébulos, géis, superficies poliméricas, fibras como fibras



10

15

20

25

30

90/128

éticas, vidro ou qualquer outro substrato adequado, veja,
Patentes U.S. Nos. 5.770.358, 5.789.162, 5.708.153,
6.040.193 e 5.800.992, cada uma dessas €& aqui incorporada
em sua totalidade para todos os objetivos. Os arranjos
podem ser embalados em uma tal forma gque permita o
diagndéstico ou outra manipulagdo de um dispositivo
completo. Veja, por exemplo, Patentes U.S. Nos. 5.856.174 e
5.922.591, aqui incorporadas por referéncia.

Por exemplo, a invengdo também fornece um kit para uso
na determinag¢do de um gendtipo FcyRIIIa-158 de um paciente
humano, que compreende oligonucleotideos adequados para uso
como iniciadores em amplificagdo catalisada por polimerase
da regido do gene ou mRNA que codifica amino &cido 158 de
FcyRIIIa. A selegdao das sequéncias do iniciador e
comprimentos pode ser facilmente realizada por pessoa
habilitada. A sequiéncia de nucleotideos do gene e mRNA
humano que codifica os aldétipos de FcyRIIIa-158 F e V é
conhecida. Portanto, a pessoa habilitada pode selecionar
marcadores que, sob as condigdes experimentais adequadas,
permitam a amplificagdo da regido do gene ou mRNA gue
codifica o aminodcido 158 de FcyRIIIa. A sequéncia
amplificada pode ser entdo sequenciada com o uso de métodos
conhecidos para determinar gendtipo FcyRIIIa-158 do
paciente.

Um outro método para a determinagdo de um gendtipo
FcyRIITa-158 de um paciente humano &€ o uso de um método
baseado em &acido nucleico que detecta fragmentagdo de DNA
que €& caracteristica do gendétipo FcyRIIIa-158 do paciente
humano’s. Quando do uso de eletroforese em géis de agarose,

DNA de cada gendétipo de FcyRIITa-158 tem um padrdo
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caracteristico. Portanto, a inveng¢do também fornece um kit
para uso na determina¢do de um gendétipo FcyRIITIa-158 de um
paciente humano, gque compreende uma ou mais enzimas de
restrigdo adequadas para a determinagdo de um gendtipo
FCcYRIIIa-158 de um paciente humano. Enzimas de restrigédo
adequadas sdo conhecidas na técnica (por exemplo, veja,
Koene e cols., Blood, 1997, Vol. 90, No. 3, p. 1109-1114).

Os kits da invengao também podem incluir instrugdes
que indicam como usar o kit para a determinagdo de um
gendétipo FcyRIIIa-158 de um paciente humano. O kit também
pode compreender, por exemplo, um agente de tamponamento,
um conservante, ou um agente de estabilizagdo de proteina.
Cada componente do kit pe comumente colocado em um
recipiente individual, e todos os varios recipientes estéao
em um Unico pacote junto com instrug¢des gque indicam como
usar o kit para a determinagdo de um gendétipo FcyYRIIIa-158
de um paciente humano.

A invencdo fornece o uso de anticorpos anti-CD40 na
manufatura de medicamentos para o tratamento de uma doenga
inflamatéria ou doenga autoimune associada com células que
expressam CD40, como descrito em outra parte nessa.

Os anticorpos anti-CD40 dessa invencgao sdo
administrados em uma concentragdo que €& terapeuticamente
eficaz para evitar ou tratar uma doenga inflamatéria ou
doenca autoimune associada com células que expressam CD40.
Para atingir esse objetivo, os anticorpos podem ser
formulados usando diversos veiculos e/ou excipientes
aceitdveis conhecidos na técnica. O anticorpo anti-CD40
pode ser administrado por uma via de administracgdo

parenteral. Tipicamente, os anticorpos sdo administrados
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por injeg¢do, por via tanto intravenosa quanto subcutdnea.
Métodos para se obter essa administra¢do sdo conhecidos por
aqueles habilitados na técnica.

A administra¢do intravenosa ocorre preferivelmente por
infusdo ao longo de um periodo de cerca de meia hora a 1
hora a cerca de 10 horas (menos que 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, ou 10 horas). As infusdes subseqlentes podem ser
administradas ao longo de um periodo de cerca de 1 a cerca
de 6 horas, incluindo, por exemplo, cerca de 1 a cerxca de 4
horas, cerca de 1 a cerca de 3 horas ou cerca de 1 a cerca
de 2 horas ou manos que uma hora. Alternativamente, um
anticorpo anti-CD40 como CHIR-12.12 pode ser administrado
por via subcuténea.

Uma composig¢do farmacéutica da invengdo é formulada
para ser compativel com sua via de administragdo desejada.
Solugdes ou suspensdes usadas para aplicagdo parenteral,
podem incluir os seguintes componentes: um diluente estéril
como 4agua para injegdo, solugdo de soro fisioldgico;
agentes antibacterianos, tais como 4&lcool benzilico ou
metil parabenos; antioxidantes, como &acido ascdrbico ou
bissulfito de sbédio; agentes quelantes, tais como &acido
etilenodiaminatetraacético; tampdes, tais como acetatos,
citratos ou fosfatos, e agentes para o ajuste da
tonicidade, tais como cloreto de sbédio ou dextrose. O pH
pode ser ajustado com &cidos ou bases, tais como Aacido
cloridrico ou hidréxido de sédio. A preparagao parenteral
pode ser embalada em ampolas, seringas descartaveis ou
frascos de doses multiplas feitos de vidro ou plastico.

Os anticorpos anti-CD40 sdo fornecidos tipicamente por

técnica-padrdo dentro de um tampdo farmaceuticamente
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aceitavel, por exemplo, soro fisioldgico estéril, a&agua
tamponada estéril, combina¢des dos anteriores etc. Métodos
para a preparagdo de agentes administraveis por via
parenteral sdo descritos em Remington’s Pharmaceutical
Sciences (18* ed.; Mack Publishing Company, Eaton,
Pennsylvania, 1990), aqui incorporado por referéncia. Veja
também, por exemplo, a Publicagdo Internacional N° WO
98/56418, que descreve formulagdes farmacéuticas
estabilizadas de anticorpo adequadas para uso nos métodos
da presente invengdo.

A quantidade de pelo menos um anticorpo anti-CD40 a
ser administrada é facilmente determinada por aqueles
habilitados na técnica sem experimentag¢do desnecessdria.
Fatores que influenciam o modo de administragdo e a
respectiva quantidade de pelo menos um anticorpo anti-CD40
incluem, sem limitag¢do, a severidade da doenga, a histéria
da doeng¢a, a idade, peso, altura, salde e condigdo fisica
do individuo submetido a terapia. Da mesma forma, a
quantidade de anticorpo anti-CD40 a ser administrada,
dependerd do modo de administracdo e de se o individuo sera
submetido a uma dose Unica ou a miltiplas doses desse
agente antitumoral. Geralmente, wuma dosagem maior de
anticorpo anti-CD40 pe preferida com peso crescente do
individuo que se submete a terapia.

A dose of anticorpo anti-CD40 a ser administrada esta
na faixa de cerca de cerca de 0,003 mg/kg a cerca de 50
mg/kg, de cerca de 0,01 mg/kg a cerca de 40 mg/kg, de cerca
de 0,01 mg/kg a cerca de 30 mg/kg, de cerca de 0,1 mg/kg a
cerca de 30 mg/kg, de cerca de 0,5 mg/kg a cerca de 30

mg/kg, de cerca de 1 mg/kg a cerca de 30 mg/kg, de cerca de
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3 mg/kg a cerca de 30 mg/kg, de cerca de 3 mg/kg a cerca de
25 mg/kg, de cerca de 3 mg/kg a cerca de 20 mg/kg, de cerca
de 5 mg/kg a cerca de 15 mg/kg, ou de cerca de 7 mg/kg a
cerca de 12 mg/kg.

Portanto, por exemplo, a dose pode ser 0,3 mg/kg, 0,5
mg/kg, 1 mg/kg, 1,5 mg/kg, 2 mg/kg, 2,5 mg/kg, 3 mg/kg, 5
mg/kg, 7 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg, 20 mg/kg, 25 mg/kg, 30
mg/kg, 35 mg/kg, 40 mg/kg, 45 mg/kg, ou 50 mg/kg, ou outras
doses dentro da faixa de cerca de 0,3 mg/kg a cerca de 50
mg/kg.

O tratamento de um individuo com uma gquantidade
terapeuticamente eficaz de um anticorpo pode incluir um
tratamento Unico ou, preferivelmente, pode incluir uma
série de tratamentos. Portanto, Em outra modalidade da
invengdo, o método compreende a administragdo de maltiplas
doses de anticorpo anti-CD40. O método pode compreender a
administrag¢do de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, ou mais doses terapeuticamente eficazes de uma
composicdo farmacéutica que compreende um anticorpo anti-
CD40. A frequéncia e duragdo da administragdo de mGltiplas
doses das composigdes farmacéuticas que compreendem
anticorpo anti-CD40 pode ser facilmente determinada por
pessoa habilitada na técnica sem experimentagdo indevida.
A mesma dose terapeuticamente eficaz de um anticorpo anti-
CD40 pode ser administrada pela duragdo de um periodo de
tratamento. Alternativamente, diferentes doses
terapeuticamente eficazes de um anticorpo anti-CD40 podem
ser usadas pela duragdo de um periodo de tratamento.

Em um exemplo preferido, um individuo & tratado com

anticorpo anti-CD40, na faixa entre cerca de 0,1 a 20 mg/kg
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de peso corporal, uma vez por semana, por cerca de 1 a 10
semanas, preferivelmente entre cerca de 2 a 8 semanas, mais
preferivelmente entre cerca de 3 a 7 semanas e, ainda mais
preferivelmente, por cerca de 4, 5 ou 6 semanas. O
tratamento pode ocorrer anualmente para a prevengdo de
recidivas, ou mediante uma indicac¢do de recidiva. Seréa
também observado que a dosagem eficaz de anticorpo usada
para tratamento pode aumentar ou diminuir ao longo de uma
série de tratamento em particular. Alteragdes na dosagem
podem resultar e se tornar aparentes a partir dos
resultados de ensaios diagndésticos, como aqui descrito.
Portanto, em uma modalidade, o regime de dosagem
inclui uma primeira administragdo de uma dose
terapeuticamente eficaz de pelo menos um anticorpo anti-
CD40 nos dias 1,8, 15 e 22 de um periodo de tratamento. Em
outra modalidade, o regime de dosagem inclui u regime de
dosagem que tem uma primeira administragdo de uma dose
terapeuticamente eficaz de pelo menos um anticorpo anti-
CD40 diariamente ou nos dias 1, 3, 5 e 7 de uma semana em
um periodo de tratamento; um regime de dosagem que inclui
uma primeira administragdo de uma dose terapeuticamente
eficaz de pelo menos um anticorpo anti-CD40 nos dias 1 e 3-
4 de uma semana em uma periodo de tratamento; e um regime
de dosagem preferido que incluir uma primeira administracgédo
de uma dose terapeuticamente eficaz de pelo menos um
anticorpo anti-CD40 no dia 1 de uma semana em uma periodo
de tratamento. O periodo de tratamento pode compreender 1
semana, 2 semanas, 3 semanas, um més, 2 meses, 3 meses, 6
meses, ou um ano. Os periodos de tratamento podem ser

subsequentes ou separados um do outro por uma semana, 2
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semanas, um més, 3 meses, 6 meses, Ou um ano.

Em outras modalidades, a dose terapeuticamente eficaz
inicial de um anticorpo anti-CD40 como aqui definida em
outra segdo, pode estar na faixa de dosagem mais baixa (ou
seja, cerca de 0,003 mg/kg a cerca de 20 mg/kg) com doses
subseqiientes se situando dentro da faixa de dosagem mais
elevada (ou seja, de cerca de 20 mg/kg a cerca de 50
mg/kg) .

Em modalidades alternativas, a dose terapeuticamente
eficaz inicial de um anticorpo anti-CD40 como aqui definida
em outra segdo, pode estar na faixa de dosagem mais alta
(ou seja, cerca de 20 mg/kg a cerca de 50 mg/kg) com doses
subseqientes se situando dentro da faixa de dosagem mais
baixa (ou seja, de cerca de 0,003 mg/kg a cerca de 20
mg/kg) . Portanto, em algumas modalidades da invengdo, a
terapia com anticorpo anti-CD40 é iniciada pela
administragdo de uma “dose de ataque” do anticorpo ao
individuo que necessita de terapia. Por “cose de ataque”
entende-se uma dose inicial do anticorpo anti-CD40 que é
administrada ao individuo, em que a dose do anticorpo
administrada se situa dentro da faixa de dosagem mais
elevada (ou seja, de cerca de 20 mg/kg a cerca de 50
mg/kg). A “dose de ataque” pode ser administrada como uma
administrag¢do Gnica, por exemplo, uma infusdo Gnica na qual
o anticorpo ou o fragmento de ligagdo de antigeno deste &
administrado IV, ou como administra¢des miltiplas, por
exemplo, infusdes maltiplas nas quais o anticorpo &
administrado IV, desde que a “dose de ataque” completa seja
administrada aproximadamente dentro de um periodo de 24

horas. Apdés a administragdo da “dose de ataque”, o
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individuo recebe entdo uma ou mais doses terapeuticamente
eficazes adicionais do anticorpo antagonista anti-CD40.
Doses terapeuticamente eficazes subsequentes podem ser
administradas, por exemplo, de acordo com um esquema de
dosagem semanal, ou uma vez a cada duas semanas, uma vez a
cada trés semanas ou uma vez a cada quatro semanas. Nessas
modalidades, as doses terapeuticamente eficazes
subseqiientes geralmente se situam dentro da faixa de
dosagem mais baixa (ou seja, 0,003 mg/kg a cerca de 20
mg/kg) .

Alternativamente, em algumas modalidades, apds a “dose
de ataque”, as doses terapeuticamente eficazes subsequentes
do anticorpo anti-CD40 sdo administradas de acordo com um
*esquema de manuteng¢do”, no qual a dose terapeuticamente
eficaz do anticorpo é administrada uma vez ao més, uma vez
a cada 6 semanas, uma vez a cada dois meses, uma vez a cada
10 semanas, uma vez a cada trés meses, uma vez a cada 14
semanas, uma vez a cada quatro meses, uma vez a cada 18
semanas, uma vez a cada cinco meses, uma vez a cada 22
semanas, uma vez a cada selis meses, uma vez a cada 7 meses,
uma vez a cada 8 meses, uma vez a cada 9 meses, uma vez a
cada 10 meses, uma vez a cada 11 meses ou uma vez a cada 12
meses. Nessas modalidades, as doses terapeuticamente
eficazes do anticorpo anti-CD40 se situam dentro da faixa
de dosagem mais baixa (ou seja, 0,003 mg/kg a cerca de 20
mg/kg), particularmente quando as doses subseqlentes sao
administrados em intervalos mais frequentes, por exemplo,
uma vez a cada duas semanas até uma vez a cada més, ou se
situam na faixa de dosagem mais elevada (ou seja, de cerca

de 20 mg/kg a cerca de 50 mg/kg), particularmente quando as
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doses subseqgUentes sdo administradas em intervalos menos
freqlentes, por exemplo, quando as doses subsequentes sdao
administradas com intervalo de cerca de um més a cerca de
12 meses.

Os anticorpos anti-CD40 presentes nas composigdes
farmacéuticas aqui descritas para uso nos métodos da
invengdo podem ser mnativos ou obtidos por técnicas
recombinantes, e podem ser de qualquer fonte, incluindo
fontes mamiferas, tais como, por exemplo, camundongo, rato,
coelho, primata, porco e humana. Preferivelmente, tais
polipeptideos sdo derivados de uma fonte humana e, mais
preferivelmente, sdo recombinantes, proteinas humanas de
linhas de células de hibridoma.

As composig¢des farmacéuticas Uteis nos métodos da
invengdo podem compreender variantes biologicamente ativas
dos anticorpos antagonistas anti-CD40 da invengdo, como
descrito em outra parte nessa.

Qualquer composigdo farmacéutica que compreenda um
anticorpo anti-CD40 possuindo as propriedades de ligagdo
aqui descritas como o componente terapeuticamente ativo
pode ser usada nos métodos da invengdo. Desse modo,
composig¢des liquidas, liofilizadas ou secas por vaporizagao
que compreendem um ou mais dos anticorpos anti-CD40 da
invengdo podem ser preparadas como uma solugdo ou suspensao
aquosa ou ndo aquosa para administragdo subseguente a um
individuo de acordo com os métodos da inveng¢dao. Cada uma
dessas composig¢gdes compreendera pelo menos um dos
anticorpos anti-CD40 como um componente terapéutica ou
profilaticamente ativo. Por “componente terapéutica ou

profilaticamente ativo” significa que o anticorpo anti-CD40
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€ especificamente incorporado na composigdo para produzir
uma resposta terapéutica ou profilatica desejada com
relagdao ao tratamento, prevengdo ou diagndéstico de uma
doenga ou condigdo em um individuo quando a composigédo
farmacéutica é administrada aquele individuo.
Preferivelmente, as composi¢des farmacéuticas compreendem
agentes estabilizantes apropriados, agentes de volume, ou
ambos, para minimizar problemas associados & perda de
estabilidade da proteina e da atividade bioldgica durante a
preparagdo e estocagem.

Podem ser adicionados formulantes as composigdes
farmacéuticas gque compreendem um anticorpo anti-CD40 da
invengdo. Esses formulantes podem incluir, sem limitacdo,
6leos, polimeros, vitaminas, carboidratos, aminoacidos,
sais, tampdes, albumina, tensoativos ou agentes de volume.
Preferivelmente, carboidratos incluem ag¢ucar ou alcoois de
aglicar, tais como mono-, di- ou polissacarideos ou glicanos
hidrossolGveis. Os sacarideos ou glicanos podem incluir
frutose, glicose, manose, sorbose, xilose, maltose,
sacarose, dextrana, pululana, dextrina, a, B e Y
ciclodextrina, amido soltvel, amido de hidroxietila e
carboximetilcelulose, ou misturas destes. “Alcool de
actGcar” é definido como um hidrocarboneto C, a Cs com um
grupo hidroxila, e inclui galactitol, inositol, manitol,
xilitol, sorbitol, glicerol e arabitol. Esses ag¢UGcares ou
alcoois de aghcar podem ser usados individualmente ou em
combinagdo. A concentrag¢do de ag¢lcar ou alcool de aglcar é
entre 1,0% e 7% p/v, mais preferivelmente entre 2,0% e 6,0%
p/v. Preferivelmente, aminodcidos incluem formas levdgiras

(L) de carnitina, arginina e betaina; no entanto, podem
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ser adicionados outros aminoacidos. Polimeros preferidos
incluem polivinilpirrolidona (PVP) com um peso molecular
médio entre 2.000 e 3.000, ou polietileno glicol (PEG) com
um peso molecular médio entre 3.000 e 5.000. Tensoativos
que podem ser adicionados a formulagdo sdo mostrados nas EP
N°® 270.799 e 268.110.

Adicionalmente, os anticorpos podem ser modificados
quimicamente por conjugagao covalente a um polimero para
aumentar sua meia-vida na circulagdo, por exemplo.
Polimeros preferidos e métodos para anexd-los aos peptideos
sio mostrados nas Patentes U.S. N°° 4.766.106; 4.179.337;
4.495.285; e 4.609.546; as quais sdo aqui incorporadas por
referéncia em suas totalidades. Polimeros preferidos sdo
polidis polioxietilados e polietileno glicol (PEG). PEG é
solivel em &agua em temperatura ambiente e tem a fdérmula
geral: R(O--CH,--CH,;),0—R, em que R pode ser hidrogénio, ou
um grupo de protegdo como, por exemplo, um grupo alquil ou
alcanol. Preferivelmente, o grupo de protegdo tem entre 1 e
8 carbonos, mais preferivelmente & metil. O simbolo n é um
namero inteiro positivo, preferivelmente entre 1 e 1.000,
mais preferivelmente entre 2 e 500. O PEG tem um peso
molecular médio preferido entre 1.000 e 40.000, mais
preferivelmente entre 2.000 e 20.000, principalmente entre
3.000 e 12.000. Preferivelmente, PEG tem pelo menos um
grupo hidroxi, mais preferivelmente é um grupo hidroxi
terminal. E esse grupo hidroxi que é preferivelmente
ativado para reagir com um grupo amino livre no inibidor.
No entanto, serd compreendido que o tipo e a quantidade dos
grupos reativos podem ser variados para se obter um

PEG/anticorpo da presente invengdo conjugado de forma
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covalente.

Polidis polioxietilados hidrossolGveis também sdo

Gteis na presente invengdo. Eles incluem sorbitol
polioxietilado, glicose polioxietilada, glicerol
polioxietilado (POG), e semelhantes. POG é preferido. Uma

razdo &€ porque a estrutura central do glicerol do glicerol
polioxietilado & a mesma estrutura central de ocorréncia
natural, por exemplo, em animais e humanos em mono-, di-,
triglicerideos. Portanto, essa ramificagdo ndo seria
necessariamente vista como um agente estranho no corpo. O
POG tem um peso molecular preferido na mesma faixa que o de
PEG. A estrutura para POG é mostrada em Knauf e cols.
(1988) J. Bio. Chem. 263:15.064-15.070, e uma discussdo de
conjugados de POG/IL-2 é encontrada na Patente U.S. N°
4.766.106, ambos aqui incorporados por referéncia em suas
totalidades.

Outro sistema de 1liberagdo de medicamentos para
aumento da meia-vida circulatdéria €& o lipossomo. Métodos
para a preparagdo de sistemas de liberagdo de lipossomo sdo
discutidos em Gabizon e cols. (1982) Cancer Research
42:4.734; Cafiso (1981) Biochem. Biophys. Acta 649:129; e
Szoka (1980) Ann. Rev. Biophys. Eng. 9:467. Outros sistemas
de 1liberag¢do de medicamentos sdo conhecidos na técnica e
sdo descritos, por exemplo, em Poznansky e cols. (1980)
Drug Delivery Systems (R.L. Juliano, ed., Oxford, Nova
York), pp. 253-315; Poznansky (1984) Pharm. Revs. 36:277.

Os formulantes a serem incorporados em uma composigdo
farmacéutica devem fornecer a estabilidade do anticorpo
anti-CD40. Ou seja, o anticorpo anti-CD40 deve reter sua

estabilidade fisica e/ou quimica e ter a atividade
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biolbégica desejada, ou seja, uma ou mais das atividades
antagonistas aqui definidas anteriormente, incluindo, sem
limitag3o, inibig¢do da secregdo de imunoglobulina por
células B periféricas humanas normais estimulada por
células T; inibicdo da sobrevida e/ou proliferagdo de
células B periféricas humanas normais estimulada por
células T de Jurkat; inibicao da sobrevida e/ou
proliferacdo de células B periféricas humanas normais
estimulada por células que expressam CD40L ou ligante CD40
solivel solGvel (sCD40L); inibig¢do de sinais intracelulares
antiapoptdticos de “sobrevida” em qualquer célula
estimulada por sCD40L ou CD40L de fase sélida; inibigdo da
transmiss3o do sinal de CD40 em gqualquer célula mediante
ligagdo com sCD40L ou CD40L de fase sblida; e inibicdo da
proliferagdo de células B humanas malignas, como observado
em outra secdo desta especificagdo.

Métodos para o monitoramento da estabilidade da
proteina s3o bem conhecidos na técnica. Veja, por exemplo,
Jones (1993) Adv. Drug Delivery Rev. 10:29-90; Lee, ed.
(1991) Peptide and Protein Drug Delivery (Marcel Dekker,
Inc., Nova York, Nova York) ; e os ensaios de estabilidade
aqui revelados abaixo. Geralmente, a estabilidade da
proteina €& medida em uma temperatura escolhida por um
periodo de tempo especificado. Em modalidades preferidas,
uma formulacéo'farmacéutica de anticorpo estavel fornece
estabilidade do anticorpo anti-CD40 gquando estocada em
temperatura ambiente (cerca de 25°C) por pelo menos 1 més,
pelo menos 3 meses ou, pelo menos, 6 meses, e/ou é estavel
em cerca de 2-8°C por pelo menos 6 meses, pelo menos 9

meses, pelo menos 12 meses, pelo menos 18 meses, pelo menos
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24 meses.

Uma proteina como um anticorpo, quando formulada em
uma composigdo farmacéutica, é considerada como retendo sua
estabilidade fisica em certo momento caso ela ndo mostre
sinais visuais (ou seja, descoloragdo ou perda de
transparéncia) ou sinais mensuraveis (por exemplo, com O
uso de cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC) ou
dispersdo da luz UV) de precipitagdo, agregagdo e/ou
desnaturac¢do naquela composig¢do farmacéutica. Com relagdo a
estabilidade quimica, uma proteina como um anticorpo,
quando formulada em uma composigdo farmacéutica, é
considerada como retendo sua estabilidade quimica em certo
momento se as medidas da estabilidade quimica forem
indicativas de que a proteina (ou seja, o anticorpo) retém
a atividade biolégica de interesse nagquela composigao
farmacéutica. Métodos para o monitoramento das alﬁeracées
na estabilidade quimica sdo bem conhecidos na técnica e
incluem, sem limitac¢do, métodos para detectar quimicamente
formas alteradas da proteina resultantes de picotes,
usando, por exemplo, SDS-PAGE, SEC e/ou ionizagdo por
dessorcdo da matriz assistida por laser/ espectrometria de
massa por tempo de v8o; e degradagdo associada as
alteragcdes na carga molecular (por exemplo, associada a
desamidacéo}, usando, por exemplo, cromatografia por troca
iénica. Veja, por exemplo, os métodos aqui revelados
abaixo.

Um anticorpo anti-CD40 quando formulado em wuma
composigdo farmacéutica, é considerado como retendo uma
atividade bioldégica desejada em certo momento se a

atividade bioldégica desejada naquele momento for de cerca
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de 30%, preferivelmente for de cerca de 20% da atividade
biolégica desejada exibida no momento em que a composigdo
farmacéutica foi preparada, como determinado em uma andlise
adequada para a atividade bioldgica desejada. Andlises para
a medida da atividade bioldégica desejada dos anticorpos
anti-CD40 aqui revelados podem ser realizadas como descrito
nos Exemplos aqui apresentados. Veja também os ensaios
descritos em Schultze e cols. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 92:8.200-8.204; Denton e cols. (1998) Pediatr.
Transplant. 2:6-15; Evans e cols. (2000). J. Immunol.
164:688-697; Noelle (1998) Agents Actions Suppl. 49:17-22;
Lederman e cols. (1996) Curr. Opin. Hematol. 3:77-86;
Coligan e cols. (1991) Current Protocols in Immunology
13:12; Kwekkeboom e cols. (1993) Immunology 79:439-444; e
nas Patentes U.S. N°° 5.674.492 e 5.847.082, aqui
incorporadas por referéncia.

Em algumas modalidades da invengdo o anticorpo anti-
CD40 é formulado como uma formulagdo farmacéutica liquida,
a composigdo farmacéutica liquida. O anticorpo anti-CD40
pode ser preparado com o uso de qualquer método conhecido
na técnica, incluindo aqueles métodos revelados acima. Em
uma modalidade, o anticorpo anti-CD40 & produzido de forma
recombinante em uma linha de células CHO.

Quando o anticorpo anti-CD40 é estocado antes de sua
formulagdo, ele pode ser congelado, por exemplo, a < 20°C,
e entdo descongelado em temperatura ambiente para posterior
formulagdo. A formulagdo farmacéutica liquida compreende
uma quantidade terapeuticamente eficaz do anticorpo anti-
CD40. A quantidade de anticorpo presente na formulacdo leva

em considerag¢do a via de administragdo e o volume de dose
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desejado.

Dessa forma, a composigdo farmacéutica liquida
compreendo anticorpo anti-CD40 em uma concentrag¢do de cerca
de 0,1 mg/ml a cerca de 50,0 mg/ml, cerca de 0,5 mg/ml a
cerca de 40,0 mg/ml, cerca de 1,0 mg/ml a cerca de 30,0
mg/ml, cerca de 5,0 mg/ml a cerca de 25,0 mg/ml, cerca de
5,0 mg/ml a cerca de 20,0 mg/ml, ou cerca de 15,0 mg/ml a
cerca de 25,0 mg/ml. Em algumas modalidades, a composigdo
farmacéutica liquida compreendo anticorpo anti-CD40 em uma
concentracdo de cerca de 0,1 mg/ml a cerca de 5,0 mg/ml,
cerca de 5,0 mg/ml a cerca de 10,0 mg/ml, cerca de 10,0
mg/ml a cerca de 15,0 mg/ml, cerca de 15,0 mg/ml a cerca de
20,0 mg/ml, cerca de 20,0 mg/ml a cerca de 25,0 mg/ml,
cerca de 25,0 mg/ml a cerca de 30.0 mg/ml, cerca de 30,0
mg/ml a cerca de 35,0 mg/ml, cerca de 35,0 mg/ml a cerca de
40,0 mg/ml, cerca de 40,0 mg/ml a cerca de 45,0 mg/ml, ou
cerca de 45,0 mg/ml a cerca de 50,0 mg/ml. Em outras
modalidades, a composigdo farmacéutica liquida compreendo
anticorpo anti-CD40 em uma concentragdo de cerca de 15,0
mg/ml, cerca de 16,0 mg/ml, cerca de 17,0 mg/ml, cerca de
18,0 mg/ml, cerca de 19,0 mg/ml, cerca de 20,0 mg/ml, cerca
de 21,0 mg/ml, cerca de 22,0 mg/ml, cerca de 23,0 mg/ml,
cerca de 24,0 mg/ml, ou cerca de 25,0 mg/ml. A composigédo
farmacéutica liquida compreendo anticorpo anti-CD40 e um
tampdo que mantém o pH da formulagdo na faixa de cerca de
pH 5,0 a cerca de pH 7,0, incluindo cerca de pH 5,0, 5,1,
5,2, 5,3, 5,4, 5,5, 5,6, 5,7, 5,8, 5,9, 6,0, 6,1, 6,2, 6,3,
6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 6,9, 7,0, e outros valores na
faixa de cerca de pH 5,0 a cerca de pH 7,0. Em algumas

modalidades, o tampdo mantém o pH da formulagdo na faixa de
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cerca de pH 5,0 a cerca de pH 6,5, cerca de pH 5,0 a cerca
de pH 6,0, cerca de pH 5,0 a cerca de pH 5,5, cerca de pH
5,5 a cerca de 7,0, cerca de pH 5,5 a cerca de pH 6,5, ou
cerca de pH 5,5 a cerca de pH 6,0.

Qualgquer tampdo adequado que mantenha o ©pH da
formulagdo liquida de anticorpo anti-CD40 na faixa de cerca
de pH 5,0 a cerca de pH 7,0 pode ser usado na formulagéo,
desde que a estabilidade fisico-quimica e atividade
bioldégica desejada do anticorpo sejam retidas como apontado
acima. Tampdes adequados incluem, sem limitagdo, A&acidos
convencionais e sais desses, em que o contra-ion pode ser,
por exemplo, sbédio, potassio, amdénio, calcio, ou magnésio.
Exemplos de &cidos convencionais e sais desses que podem
ser usados para tamponar a formulagdo farmacéutica liquida
incluem, sem limitac¢do, tampdes de &acido succinico ou
succinato, &cido citrico ou citrato, &cido acético ou
acetato, &cido tartlrico ou tartarato, &cido fosfdérico ou
fosfato, &cido glucédnico ou gluconato, &acido gluté@mico ou
glutamato, &cido aspartico ou aspartato, &acido maleico ou
maleato, e a4cido malico ou malato. A concentrag¢do do tampao
na formulagdo pode ser de cerca de 1 mM a cerca de 50 mM,
incluindo cerca de 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, ou outros
valores na faixa de cerca de 1 mM a cerca de 50 mM. Em
algumas modalidades, a concentragdo do tampdo na formulagdao
é de cerca de 5 mM a cerca de 15 mM, incluindo cerca de 5
mM, 6 mM, 7 M, 8 mM, S mM, 10 mM, 11 mM, 12 mM, 13 mM, 14
mM, 15 mM, ou outros valores na faixa de cerca de 5 mM a
cerca de 15 mM.

Em algumas modalidades da invengdo, a formulagéo
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farmacéutica liquida compreende uma quantidade
terapeuticamente eficaz do anticorpo anti-CD40 e tampdo de
succinato ou tampdo de citrato em uma concentragdo que
mantém o pH da formulagdo na faixa de cerca de pH 5,0 a
cerca de pH 7,0, preferivelmente cerca de pH 5,0 a cerca de
pPH 6,5. por “tampdo de succinato” ou “tampdo de citrato”
entende-se um tampdo que compreende um sal de acido
succinico ou um sal de acido citrico, respectivamente. Em
uma modalidade preferida, o contra-ion de succinato ou
citrato & o cation sédio, e assim o tampdo & succinato de
sdédio ou citrato de sbédio, respectivamente. No entanto,
qualquer cation deve ser eficaz. Outros cations de
succinato ou citrato possiveis incluem, sem limitacao,
potassio, amdnio, cdlcio, e magnésio. Como acima observado,
a concentracdo do tampdo de succinato ou citrato na
formulacdo pode ser de cerca de 1 mM a cerca de 50 mM,
incluindo cerca de 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, ou outros
valores na faixa de cerca de 1 mM a cerca de 50 mM. Em
algumas modalidades, a concentragdo de tampdo na formulagdo
& de cerca de 5 mM a cerca de 15 mM, incluindo cerca de 5
mM, 6 mM, 7 mM, 8 mM, 9 mM, 10 mM, 11 mM, 12 mM, 13 mM, 14
mM, ou cerca de 15 mM. Em outras modalidades, a formulagdo
farmacéutica liquida compreendo anticorpo anti-CD40 em uma
concentracdo de cerca de 0,1 mg/ml a cerca de 50,0 mg/ml,
ou cerca de 5,0 mg/ml a cerca de 25,0 mg/ml, e tampdo de
succinato ou citrato, por exemplo, tampdo de succinato de
sédio ou citrato de sédio, em uma concentragdo de cerca de
1 mM a cerca de 20 mM, cerca de 5 mM a cerca de 15 mM,

preferivelmente cerca de 10 mM.
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Quando é desejavel para a formulagdo farmacéutica
liquida que seja prdéxima de isotbnica, a formulagdo
farmacéutica liquida que compreendo anticorpo anti-CD40 e
um tampdo pode compreender também uma quantidade de uma
agente de isotonicidade suficiente para tornar a formulacdo
préxima de isotdnica. Por “prdxima de isotdnica” entende-se
que a formulagdo aquosa tem uma osmolaridade de cerca de
240 mmol/kg a cerca de 360 mmol/kg, preferivelmente cerca
de 240 a cerca de 340 mmol/kg, mais preferivelmente cerca
de 250 a cerca de 330 mmol/kg, ainda mais preferivelmente
cerca de 260 a cerca de 320 mmol/kg, still mais
preferivelmente cerca de 270 a cerca de 310 mmol/kg.
Métodos de determinagdo da isotonicidade de uma soluc¢do sdo
conhecidos por aqueles habilitados na técnica. Veja, por
exemplo, Setnikar e cols. (1959) J Am. Pharm. AssocC.
48:628.

Aqueles habilitados na técnica estdo familiarizados
com varios solutos farmaceuticamente aceitaveis Gteis em
fornecer isotonicidade em composigdo farmacéuticas. O
agente de isotonicidade pode ser qualquer reagente capaz de
ajustar a pressdo osmdtica de uma formulacdo farmacéutica
liquida da presente invengdo a um valor gquase igual aquele
de um fluido corporal. E desejavel usar um agente de
isotonicidade fisiologicamente aceitavel. Portanto, a
formulagdo farmacéutica liquida que compreende a quantidade
terapeuticamente eficaz do anticorpo anti-CD40 e um tampdo
também pode compreender componentes que podem ser usados
para fornecer isotonicidade, por exemplo, cloreto de sbdio;
aminodcidos como alanina, valina, e glicina; ac¢lGcares e

dlcoois de aglcares (polidis), incluindo, sem limitacgdo,
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glicose, dextrose, frutose, sacarose, maltose, manitol,
trehalose, glicerol, sorbitol, e xilitol; &cido acético,
outros &cidos orgdnicos ou seus sais, e quantidades
relativamente menores de citratos ou fosfatos. A pessoa de
habilidade comum €& ciente de agentes adicionais que sdo
adequados para fornecer tonicidade ©6tima da formulacgdo
liquida.

Em algumas modalidades preferidas, a formulagdo
farmacéutica liquida que compreende um anticorpo anti-CD40
e um tampdo também compreende cloreto de sbddio como o
agente de isotonicidade. A concentrag¢do de cloreto de sédio
na formulagdo dependerd da contribuigdo de outros
componentes para a tonicidade. Em algumas modalidades, a
concentragao de cloreto de sbdio é de cerca de 50 mM a
cerca de 300 mM, cerca de 50 mM a cerca de 250 mM, cerca de
50 mM a cerca de 200 mM, cerca de 50 mM a cerca de 175 mM,
cerca de 50 mM a cerca de 150 mM, cerca de 75 mM a cerca de
175 mM, cerca de 75 mM a cerca de 150 mM, cerca de 100 mM a
cerca de 175 mM, cerca de 100 mM a cerca de 200 mM, cerca
de 100 mM a cerca de 150 mM, cerca de 125 mM a cerca de 175
mM, cerca de 125 mM a cerca de 150 mM, cerca de 130 mM a
cerca de 170 mM, cerca de 130 mM a cerca de 160 mM, cerca
de 135 mM a cerca de 155 mM, cerca de 140 mM a cerca de 155
mM, ou cerca de 145 mM a cerca de 155 mM. Em uma tal
modalidade, a concentrag¢do de cloreto de sédio & de cerca
de 150 mM. Em outra modalidades, a concentragdo de cloreto
de sb6dio & de cerca de 150 mM, o tampdo é succinato de
sédio ou citrato de sédio em uma concentracdo de cerca de 5
mM a cerca de 15 mM, a formulagdo farmacéutica liquida

compreende uma quantidade terapeuticamente eficaz do
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anticorpo anti-CD40 e a formulagdo tem um pH de cerca de pH
5,0 a cerca de pH 7,0, cerca de pH 5,0 a cerca de pH 6,0,
ou cerca de PpH 5,5 a cerca de pH 6,5. Em outras
modalidades, a formulagdo farmacéutica liquida compreende o
anticorpo anti-CD40 em uma concentrag¢do de cerca de 0,1
mg/ml a cerca de 50,0 mg/ml ou cerca de 5,0 mg/ml a cerca
de 25,0 mg/ml, cerca de 150 mM de cloreté de sbdio, e cerca
de 10 mM de succinato de s6dio ou citrato de sédio, em um
pH de cerca de pH 5,5.

A degradagao de proteina devida a
congelamento/descongelamento ou corte mecdnico durante o
processo da formulagdo farmacéutica liquidas da presente
invengdo pode ser inibida por incorporagdo de tensoativos
na formulagdo para diminuir a tensdo de superficie em uma
interface solugdo-ar. Portanto, em algumas modalidades, a
formulagdo farmacéutica liquida compreende uma quantidade
terapeuticamente eficaz do anticorpo anti-CD40, um tampdo,
e também compreende um tensoativo. Em outras modalidades, a
formulacdo farmacéutica 1liquida compreende um anticorpo
anti-CD40, um tampdo, um agente de isotonicidade, e também
compreende um tensoativo.

Tensoativos tipicos empregados sdo tensoativos nao
ibénicos, incluindo ésteres de polioxietileno sorbitol como
polissorbato 80 (Tween 80) e polissorbato 20 (Tween 20);
ésteres de polioxipropileno-polioxietileno como Pluronic
F68; alcoois de polioxietileno como Brij 35; simeticona;
polietileno glicol such as PEG400; lisofosfatidilcolina; e
polioxietileno-p-t-octilfenol como Triton X-100. A
estabilizag¢do classica de farmacos por tensoativos ou

emulsificantes & descrita, por exemplo, em Levine e cols.
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(1991) J. Parenteral Sci. Technol. 45(3):160-165, aqui
incorporado por referéncia. Um tensoativo preferido
empregado na pratica da presente invengdo é polissorbato
80. Quando um tensoativo €& incluido, ele é tipicamente
adicionado em uma quantidade de cerca de 0,001 % a cerca de
1,0% (w/v), cerca de 0,001% a cerca de 0,5%, cerca de
0,001% a cerca de 0,4%, cerca de 0,001% a cerca de 0,3%,
cerca de 0,001% a cerca de 0,2%, cerca de 0,005% a cerca de
0,5%, cerca de 0,005% a cerca de 0,2%, cerca de 0,01% a
cerca de 0,5%, cerca de 0,01% a cerca de 0,2%, cerca de
0,03% a cerca de 0,5%, cerca de 0,03% a cerca de 0,3%,

cerca de 0,05% a cerca de 0,5%, ou cerca de 0,05% a cerca

de 0,2%.
Portanto, em algumas modalidades, a formulagao
farmacéutica liguida compreende uma quantidade

terapeuticamente eficaz do anticorpo anti-CD40, o tampdo é&
succinato de sédio ou citrato de sdédio em uma concentragao
de cerca de 1 mM a cerca de 50 mM, cerca de 5 mM a cerca de
25 mM, ou cerca de 5 mM a cerca de 15 mM; a formulagcdo tem
um pH de cerca de pH 5,0 a cerca de pH 7,0, cerca de pH 5,0
a cerca de pH 6,0, ou cerca de pH 5,5 a cerca de pH 6,5; e
a formulacdo também compreende um tensoativo, por exemplo,
polissorbato 80, em uma quantidade de cerca de 0,001% a
cerca de 1,0% ou cerca de 0,001% to cerca de 0,5%. Tais
formulagdes podem compreender opcionalmente um agente de
isotonicidade, como cloreto de sbdio em uma concentracao de
cerca de 50 mM a cerca de 300 mM, cerca de 50 mM a cerca de
200 mM, ou cerca de 50 mM a cerca de 150 mM. Em outras
modalidades, a formulagdo farmacéutica liquida compreendo

anticorpo anti-CD40 em uma concentragdo de cerca de 0,1
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mg/ml a cerca de 50,0 mg/ml ou cerca de 5,0 mg/ml a cerca
de 25,0 mg/ml, incluindo cerca de 20,0 mg/ml; cerca de 50
mM a cerca de 200 mM de cloreto de sbédio, incluindo cerca
de 150 mM de cloreto de sbédio; succinato de sédio ou
citrato de s6dio a cerca de 5 mM a cerca de 20 mM,
incluindo cerca de 10 mM de succinato de sédio ou citrato
de sbdio; cloreto de sb6dio em uma concentrag¢do de cerca de
50 mM a cerca de 200 mM, incluindo cerca de 150 mM; e
opcionalmente um tensoativo, por exemplo, polissorbato 80,
em uma quantidade de cerca de 0,001% a cerca de 1,0%,
incluindo cerca de 0,001% a cerca de 0,5%; em que a
formulagdo farmacéutica liquida tem um pH de cerca de pH
5,0 a cerca de pH 7,0, cerca de pH 5,0 a cerca de pH 6,0,
cerca de pH 5,0 a cerca de pH 5,5, cerca de pH 5,5 to cerca
de pH 6,5, ou cerca de pH 5,5 a cerca de pH 6,0.

A formulagdo farmacéutica liquida pode ser
essencialmente 1livre de quaisquer conservantes e outros
veiculos, excipientes, ou estabilizantes apontados acima.
Alternativamente, a formulagdo pode incluir um ou mais
conservantes, por exemplo, agentes antibacterianos,
veiculos farmaceuticamente aceitaveis, excipientes, ou
estabilizantes acima descritos desde que eles ndo afetam de
forma adversa a estabilidade fisico-quimica do anticorpo

anti-CD40. Exemplos de veiculos aceitéveis, excipientes, e

estabilizantes incluem, sem limitacgdo, agentes de
tamponamento adicionais, co-solventes, tensoativos,
antioxidantes, incluindo &cido ascdrbico e metionina,

agentes quelantes como EDTA, complexos de metal (por
exemplo, complexos Zn-proteina), e polimeros biodegradaveis

como poliésteres. Uma discussdo da formulagdo e selegdo de
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veiculos farmaceuticamente aceitaveis, estabilizantes, e
isomolitos pode ser encontrada em Remington’s
Pharmaceutical Sciences (18th ed.; Mack Publishing Company,
Eaton, Pennsylvania, 1990), aqui incorporada by reference.

“WVeiculos”, como aqui usados, incluem veiculos,
excipientes ou estabilizadores farmaceuticamente
aceitaveis, que sdo atbdxicos para a célula ou mamifero que
estd sendo exposto a ele nas dosagens e concentragdes
empregadas. Freqlentemente, o veiculo fisiologicamente
aceitavel é uma solugdo aquosa com pH tamponado. Exemplos
de veiculos fisiologicamente aceitéveis incluem tampdes
como fosfato, citrato e outros acidos organicos;
antioxidantes, incluindo acido ascérbico; polipeptideos com
baixo peso molecular (menos do que ceréa de 10 residuos de
aminoacidos) ; proteinas, tais como albumina sérica,
gelatina ou imunoglobulinas; polimeros hidrofilicos como,
por exemplo, polivinilpirrolidona; aminoadcidos, tais como
glicina, glutamina, asparagina, arginina ou 1lisina;
monossacarideos, dissacarideos e outros carboidratos,
incluindo glicose, manose ou dextrinas; agentes quelantes
como, por exemplo, EDTA; 4&lcoois de aglcar, tais como
manitol ou sorbitol; contra-ions formadores de sal como,
por exemplo, sédio; e/ou tensoativos ndo idnicos como, por
exemplo, TWEEN, polietileno glicol (PEG) e Plurdnicos.

A administracdo “em combinagdo com” um ou mais agentes
terapéuticos adicionais inclui a administragdo simulténea
(concomitante) e consecutiva em qualquer ordem.

Depois de a formulagdo farmacéutica liquida ou outra
composicdo farmacéutica aqui descrita ser preparada, ela

pode ser liofilizada para evitar degradagdao. Métodos para a
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liofilizagdo de composigdes liquidas sdo conhecidos para
aqueles habilitados na técnica. Imediatamente antes de ser
utilizada, a composigdo pode ser reconstituida com um
diluente estéril (solug¢do de Ringer, agua destilada ou soro
fisioldégico estéril, por exemplo) que pode incluir
ingredientes adicionais. Com a reconstituig¢do, a composigao
€ administrada preferivelmente aos individuos com o uso
daqueles métodos que sdo conhecidos por aqueles habilitados
na técnica.

Em algumas modalidades, o anticorpos anti-CD40 pode
ser administrado em combina¢do com pelo menos uma outra
terapia conhecida para doengas inflamatérias e/ou
autoimunes. Tais terapias incluem, sem limitagdo, cirurgia
ou procedimentos cirtGrgicos (por exemplo, esplenectomia,
linfadenectomia, tireoidectomia, plasmaferese, leucoferese,
transplante de células, tecidos ou O6rgados, procedimentos
intestinais, perfusdo de  o6rgaos, e semelhantes),
radioterapia, terapias como terapia com esterdide e terapia
ndo esteroidal, terapia hormonal, terapia com citocina,
terapia com agentes dermatoldégicos (por exemplo, agentes
tépicos usados para tratar condi¢des cutdneas, tais como
alergias, dermatite de contato e ©psoriase), terapia
imunossupressora, e outra terapia antiinflamatdéria com
anticorpo monoclonal, e semelhantes. Quando os métodos da
presente invengao compreende regimes terapéuticos
combinados, essas terapias poderao ser dadas
simultaneamente, ou seja, o anticorpo antagonista anti-CD40
ou o fragmento de ligagdo de antigeno deste é administrado
concomitantemente ou dentro do mesmo intervalo de tempo que

a outra terapia (ou seja, as terapias acontecem
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concomitantemente, mas o anticorpo anti-CD40, ou fragmento
de 1ligagdo de antigeno deste, ndo é administrado
precisamente ao mesmo tempo que a outra terapia).
Alternativamente, o anticorpo antagonista anti-CD40 da
presente invengdo, ou fragmento de 1ligagdo de antigeno
deste, também pode ser administrado antes ou
subsequentemente a outra terapia. A administragédo
seqlencial das diferentes terapias anticancerigenas pode
ser realizada independentemente do fato de o individuo
tratado responder a primeira série de terapia para diminuir
a possibilidade de remissdo ou recidiva.

Dessa maneira, os anticorpos anti-CD40 sdo

administrados em combinagdo com pelo menos uma outra

terapia, incluindo, sem 1limitag¢do, cirurgia , fusdo de
6rgdos, terapia de radiagdo, terapia com esterdide e
terapia ndo esteroidal, terapia antibidtica, terapia
antifingica, terapia hormonal, terapia com <citocina,

terapia com agentes dermatoldgicos (por exemplo, agentes
topicos usados para tratar condi¢des cutdneas, tais como
alergias, dermatite de contato e ©psoriase), terapia
imunossupressora, outra terapia antiinflamatéria com
antiéorpo monoclonal, combina¢des destas, e semelhantes.
Assim, gquando as terapias combinadas compreendem a
administrag¢do de um anticorpo anti-CD40 em combinag¢do com a
administragdo de um outro agente terapéutico, como com
esterbides como um exemplo, os métodos da invengdo englobam
a coadministragdo, usando formulagdes separadas ou uma
Gnica formulagdo farmacéutica, e administrag¢do consecutiva
em qualquer ordem.

Exemplos de medicamentos imunossupressores, que podem
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ser administrados em combinag¢do com anticorpos anti-CD40
incluem, sem limitacao, metotrexate, ciclofosfamida,
mizoribina, clorambucil, ciclosporina, tais como, por
exemplo, ciclosporina em aerossol (veja, Publicagdo de

Pedido de Patente U.S. N° US20020006901, aqui incorporada

em sua totalidade por referéncia), tacrolimus (FK506;
ProGraf™), micofenolato mofetil e azatioprina (6-
mercaptopurina), sirolimus (rapamicina), desoxispergualina,

leflunomida e seus andlogos de malononitriloamida; e
proteinas imunossupressoras, incluindo,

Exemplos de agentes antiinflamatdérios adequados que
podem ser administrados em combina¢do com anticorpos anti-
CD40 incluem, sem limitag¢do, corticosterdides como, por
exemplo, clobetasol, halobetasol, hidrocortisona,
triamcinolona, betametasona, fluocinola, fluocinonida,

prednisona, prednisolona, metilprednisolona; medicamentos

antiinflamatdérias ndo esterdides (NSAIDs) como, por
exemplo, sulfasalazina, medica¢des contendo mesalamina
(conhecidas como agentes 5-ASA), celecoxib, diclofenaco,
etodolac, fenprofeno, flurbiprofeno, ibuprofeno,

cetoprofeno, meclofamato, meloxicam, nabumetona, naproxeno,
oxaprozina, piroxicam, rofecoxib, salicilatos, sulindac, e
tolmetina; Embrel®, (um receptor de TNF solavel),
anticorpos antiinflamatérios como adalimumab (HUMIRA®, um
antagonista de  TNF-a) e infliximab (Remicade®, um
antagonista de TNF-a), e outros.

A rejeigdo de transplantes e a doenga enxerto versus
hospedeiro pode ser hiperaguda (humoral), aguda (mediada
por células T) ou crdnica (etiologia desconhecida), ou uma

combinag¢do destas. Desse modo, os anticorpos anti-CD40 da
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invenc¢do sdo usados em algumas modalidades para evitar e/ou
melhorar a rejeigdo e/ou sintomas associados a rejeigdo de
transplantes hiperaguda, aguda e/ou crdnica de qualquer
tecido, incluindo, sem 1limitag¢do, figado, rim, péncreas,
células da ilhota pancreatica, intestino delgado, pulmao,
corag¢ao, cdrneas, pela, vasos sanglineos, osso, medula
6ssea heterdloga ou autdloga, e semelhantes. Tecidos de
enxerto podem ser obtidos de qualquer doador e
transplantados em qualquer hospedeiro receptor e, desse
modo, o procedimento de transplante pode compreender o
transplante de tecido animal para humanos (por exemplo,
xenoenxertos), o transplante de tecido de um humano para
outro humano (por exemplo, aloenxertos) e/ou o transplante
de tecido de uma parte do corpo de um humano para outra
(por exemplo, autoenxertos). O tratamento com os anticorpos
da invengdo também podem reduzir as sequelas do
transplante, tais como febre, anorexia, anormalidades
hemodinamicas, leucopenia, infiltragdo 1leucocitaria do
6rgdo/tecido transplantado, além de infec¢des oportunistas.

Em modalidades em que os anticorpos anti-CD40 da
invenc¢do sdo usados para tratar rejeigdo a enxerto, artrite
reumatdide, ou esclerose mialtipla, os anticorpos podem ser
usados em combinagdo com medicamentos imunossupressores
adequados como aqui descrito.

Portanto, a invengdo fornece o uso de uma quantidade
terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de um anticorpo
anti-CD40 na manufatura de um medicamento para o
tratamento de uma doeng¢a inflamatdéria ou doeng¢a autoimune
que esté& associada a células que expressam CD40 em um

paciente humano heterozigdético ou homozigdtico para
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FcyRIIIa-158F (gendétipo V/F ou F/F), em que o medicamento é
coordenado com tratamento com pelo menos uma outra terapia.

Por “coordenado”, entende-se que o medicamento que
compreendo anticorpo anti-CD40 deve ser usado antes,
durante ou apds o tratamento do individuo com pelo menos
uma outra terapia.

A invengdo também fornece o uso de um anticorpo anti-
CD40 na manufatura de um medicamento para o tratamento de
um paciente humano para uma doen¢a inflamatdria ou doenga
autoimune que estd associada a células que expressam CD40,
em que o referido paciente humano é heterozigdético ou
homozigbético para FcyRIIIa-158F (gendtipo V/F ou F/F) e foi
pré-tratado com pelo menos um outro agente terapéutico.

Por “pré-tratado” ou “pré-tratamento” significa que o
individuo recebeu uma ou mais outras terapias (ou seja, foi
tratado com pelo menos uma outra terapia), antes de receber
o medicamento que compreende o anticorpo anti-CD40. “Pré-
tratado” ou “pré-tratamento” inclui individuos que foram
tratados com pelo menos uma outra terapia em um intervalo
de 2 anos, em um intervalo de 18 meses, em um intervalo de
1 ano, em um intervalo de 6 meses, em um intervalo de 2
meses, em um intervalo de 6 semanas, em um intervalo de 1
més, em um intervalo de 4 semanas, em um intervalo de 3
semanas, em um intervalo de 2 semanas, em um intervalo de 1
semana, em um intervalo de 6 dias, em um intervalo de 5
dias, em um intervalo de 4 dias, em um intervalo de 3 dias,
em um intervalo de 2 dias, ou até mesmo em um intervalo de
1 dia, antes do inicio do tratamento com o medicamento que
compreende o anticorpo anti-CD40. N3o €& necessario que o0

individuo tenha respondido ao pré-tratamento com a terapia
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anterior, ou com as terapias anteriores. Desse modo, o
individuo gque recebe o medicamento gque compreende ©
anticorpo antagonista anti-CD40 poderia ter respondido ou
ndo (ou seja, a doenga foi refrataria), ao pré-tratamento
com a terapia anterior, ou a uma ou mais das terapias
anteriores, em que o pré-tratamento compreendeu miltiplas
terapias. Exemplos de outras terapias para as quais um
individuo pode ter recebido pré-tratamento antes de receber
o medicamento que compreende o anticorpo anti-CD40 incluem,
sem limitag¢do, as terapias para doencas inflamatérias ou
doengas autoimunes descritas em outra parte nessa.

“"Tratamento”, no contexto do uso coordenado de um
medicamento aqui descrito com uma ou mais outras terapias,
€ aqui definido como a aplicagdo ou administracdo do
medicamento ou da outra terapia a um individuo, ou a
aplicag¢do ou administragdo do medicamento ou outra terapia
a um tecido isolado ou linha de células de um individuo, em-
que o individuo tem doenga inflamatdria ou doenca autoimune
associada com células que expressam CD40, um sintoma
associado com tal doenga, ou uma predisposi¢do para o
desenvolvimento de tal doenga, em que o objetivo & o de
curar, cicatrizar, aliviar, alterar, remediar, melhorar, ou
afetar a doen¢a, qualquer sintoma associado da doeng¢a, ou a
predisposigdo em relagdo ao desenvolvimento da doenca.

Em algumas modalidades, a terapia de combinacdo
fornece uma melhoria sinérgica na eficdcia terapéutica em
relagdo aos agentes terapéuticos individuais quando
administrados isoladamente. O termo “sinergia” é usado para
descrever um efeito combinado de dois ou mais agentes

ativos que & maior que a soma dos efeitos individuais de
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cada agente ativo respectivo. Portanto, quando o efeito
combinado de dois ou mais agentes resulta em “inibigdo
sinérgica” de uma atividade ou processo, entende-se que a
inibig¢do da atividade ou processo é maior que a soma dos
efeitos inibidores de cada agente ativo respectivo. O termo
“efeito terapéutico sinérgico” refere-se a um efeito
terapéutico observado com uma combinagdo de duas ou mais
terapias em que o efeito terapéutico (como medido por
qualquer um de inGmeros pardmetros) € maior que a soma dos
efeitos terapéuticos individuais observados com as terapias
individuais respectivas.

Varios aspectos e modalidades da presente invengdo
serao agora descritos em maiores detalhes por via exemplo
apenas. Deve-se perceber que modificagdo de detalhe pode
ser feita sem fugir do escopo da invengao.

EXPERIMENTAL

O anticorpo anti-CD40 usado nos exemplos abaixo &
CHIR-12.12. A produgdo, sequenciamento e caracterizacdo do
anticorpo CHIR-12.12 é descrita em detalhes nos pedidos de
patente internacionais publicados como WO 2005/044854, WO
2005/044304, WO 2005/044305, WO 2005/044306, WO
2005/044855, WO 2005/044307, e WO 2005/044294. A linha de
hibridoma 153.8E2.D10.D6.12.12 (CMCC#12056) que expressa O
anticorpo CHIR-12.12 foi depositada com a “American Type
Culture Collection “ [ATCC; 10801 University Blvd.,
Manassas, Virginia 20110-2209 (USA)] sob o numero de
Depdésito de Patente PTA-5543.

Os exemplos a seguir sdo baseados na ligagdao de CHIR-
12.12 a linhas de células cancerosas e células de pacientes

com cancer. No entanto, todos os exemplos a seguir sdo
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diretamente relevantes ao o uso de CHIR-12.12 para tratar
doenc¢as inflamatdédrias and/ou doengas autoimunes, porque
eles ilustram caracteristicas do anticorpo CHIR-12.12 que
sdo igualmente relevantes para o tratamento de doengas
inflamatdérias e/ou doengas autoimunes que usa anticorpos
anti-CD40.
Exemplo 1l: Analise de ADCC em linhas de células

CHIR-12.12 e rituximab foram comparados para sua
atividade de ADCC relativa contra varias linhas de células
b malignas que expressam antigenos CD40 e CD20, incluindo
linhas de células de linfoma (Daudi, Namalwa), linhas de
células de mieloma maltiplo (ARH77, IM-9), uma linha de
células B-ALL (CCRF-SB), e uma 1linha de células B-CLL
(EHEB) .

A eficacia de ADCC e poténcia medidas como lise

.percentual maxima e EDs,, respectivamente, foram comparadas

para CHIR-12.12 e rituximab. Os resultados desses
experimentos sdo mostrados nas Figuras 1A-1F. Para todas as
linhas de células alvo, CHIR-12.12 foi um mediador mais
potente e eficaz de ADCC que rituximab. Nas seis linhas de

células testadas, o numero de moléculas CD20 de superficie

‘celular por célula era de 2,6 a 30,8 vezes maior que de

CD40. Esses dados mostram que a despeito de apresentar

menos moléculas de CD40 gue CD20, 1linhas de células B

malignas sdo mais eficazmente lisadas por CHIR-12.12 que

rituximab.

Exemplo 2: Anadlise de ADCC em células de pacientes com CLL
A atividade de ADCC relativa de CHIR-12.12 e rituximab

contra células de CLL primaria ex vivo de 8 pacientes foi

comparada. CHIR-12.12 exibiu maior ADCC que rituximab
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contra CLL de todos os pacientes (veja, Figura 2A-D e
Figura 3). Os resultados sao resumidos na Figura 3. CHIR-
12.12 e mais potente que rituximab.

Desenho de experimento de citotoxicidade celular dependente
de anticorpo (ADCC)

Células alvo: células de paciente com CLL,
5.000/cavidade. Células efetoras: células NK humanas
normais purificadas, 50.000/cavidade. Proporgdo E:T: 10.
concentragao de Abs: 0,00001, 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1, 1 e
10 pg/ml. Tempo de incubagdo: 4 horas. Meio de cultura:
RPMI (w/o fenol vermelho) + 10% FBS + 1% P/S. Dispositivo
de cultura: placa de fundo redondo de 96 cavidades.
leitura: liberagdo de Calceina AM medida por “Arbitrary
Fluorescent Units” (AFU) com 485 nm excitagdo/535 nm
emissdo. Calculo: % de lise especifica = 100 x (AFU teste —
AFU de liberagdo espontdnea 1) / (AFU de liberacdo maxima 2
— AFU esponténea) . Controle negativo: Calceina liberada por
células alvo na auséncia de anticorpo ou célula NK.
Controle positivo: Calceina liberada por células alvo com
lise por detergente (1% NP40).

Os resultados ilustrados nas Figuras 2 e 3 mostram que
CHIR-12.12 medeia maior ADCC que rituximab contra células
de paciente com CLL. A magnitude da diferenga de ADCC pode
depender das células alvo ou das células doadoras NK mas
foi observada contra todas as amostras de paciente. quando
células de CLL de paciente Unico foram testadas com dois
diferentes doadores de NK, CHIR-12.12 mediou maior ADCC que
rituximab for para ambas células NK doadoras, embora a
magnitude da ADCC diferencial ndo tenha sido idéntica

(veja, Figura 4). A base mecdnica para essa ADCC superior



10

15

20

25

30

123/128

deve incluir os niveis de expressdo relativos dos antigenos
alvo (CD20 e CD40), a extensdo da internalizagcdo do
anticorpo, e a afinidade do anticorpo para o receptor de
FcyIITa em células NK. Portanto, a influéncia desses
fatores na atividade de ADCC de CHIR12.12 e rituximab foi
investigada.
Exemplo 3: Quantificagdo de moléculas de CD40 e CD20 de
superficie celular

A densidade quantitativa de CD20 e CD40 em células de
CLL (Exemplo 3) e o grau de internalizagdo de anticorpo
(Exemplo 4) foram investigados como razdes potenciais para
a diferenga acima descrita na atividade de ADCC. A maior
atividade de ADCC e eficdcia de CHIR-12.12 ndo foi
dependente de uma maior densidade de moléculas de CD40 de
superficie celular, uma vez gue foram nGmeros 1,3 a 14
vezes maiores de moléculas CD20 que CD40 na superficie
celular (veja, Figura 5 e Figura 6).
Métodos

As células foram pré-incubadas com IgGl humana a 1
mg/ml em tampdo de coloracdo (PBS contém 1% BSA, 0,1% Na
Azida) para bloquear sitios de 1ligagdo ndo especificos.
Elas foram incubadas por 30 minutos a 4°C (em gelo). Entédo
controle de isotipo de IgGl humana conjugada a FITC, CHIR-
12.12 conjugado a FITC, ou rituximab conjugado a FITC foram
adicionados a 100, 10, 1, 0,1 pg/ml, e as células foram
incubadas por 30 minutos a 4°C (em gelo). As células foram
lavadas com tampdo de colorag¢dao (PBS+1%FBS+0,1% Azida de
sé6dio), e analisadas por FACS Calibur.

A média geométrica de intensidade de fluorescéncia foi

medida por  FACS. Moléculas de  “Equivalent Soluble
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Fluorchrome” (MESF) foram entdo calculadas com base na
curva padrao estabelecida por glébulos FITC calibrados.
Exemplo 4: CHIR-12.12 ndo induz internalizagdo apds ligagdo
a CD40 em linhas de células

Daudi, uma linha de células de linfoma, e ARH77, uma
linha de células de MM, foram usadas to para avaliar o
efeito da 1ligagdo de CHIR-12.12 sobre a internalizacido.
Células foram incubadas com IgGl humana (anticorpo de
controle) ou CHIR-12.12 a 1 pg/mL em gelo (com 0,1% azida
de sbédio para bloquear a internalizacdo) ou 37°C (sem azida
de s6dio) por 3 horas. Depois de uma lavagem com tampio de
coloragdo frio (PBS + 1% BSA + 0,1% azida de sédio), as
células foram coradas com IgG-FITC anti-humana de cabra por
30 minutos em gelo. A média geométrica de intensidade
fluorescente (MFI) foi registradas por FACS Calibur.
Nenhuma diferenga na MFI foi observada entre as células
incubadas com CHIR-12.12 em gelo na presenca de azida de
s6dio ou a 37°C na auséncia de azida de sdédio (Figura 7).
Esses dados mostram que CHIR-12.12, com ligag¢do a CD40, ndo
€ internalizado e continua a ser apresentado na superficie
celular.
Exemplo 5: Internalizagdo de CHIR-12.12 e Rituximab apés
ligagdo a células de paciente com CLL : FACS e microscopia
confocal
Metodologia de FACS

Células foram incubadas com hulIgGl, CHIR-12.12, ou
rituximab a 10 pg/ml por 3 horas a 40°C (com 0,1% azida de
Na) ou 37°C (w/o azida de Na). As células foram lavadas com
tampdo de coloragdo (PBS + 1% FBS + 0,1% azida de Na), IgG-

FITC anti-humana de cabra foi entdo adicionada, e entdo as
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células foram incubadas por 30 minutos a 40°C, e analisadas
por FACS Calibur.
Metodologia de microscopia confocal

As células foram incubadas com Alexa 488 ou CHIR-12.12
conjugado a FITC, rituximab, e IgGl a 10 pg/ml, por 3 horas
a 40°C (com 0.1% azida de Na) ou 37°C (w/o azida de Na). As
células foram entdo lavadas e fixadas com 2% formaldeido, 5
min em temperatura ambiente. As células foram entdo lavadas
e colocadas em laminas revestidas com poli-L-lisina,
montadas, e seladas e entdo analisadas por imagem confocal.
Resultados

Os resultados desses experimentos sdo ilustrados na
Figura 8 (FACS) e Figuras 9 e 10 (microscopia confocal). Os
resultados desses experimentos sdo resumidos na Figura 11.
Esses estudos de internalizag¢do de anticorpo gque usam
células primarias de CLL conduzidos por citometria de fluxo
e microscopia confocal mostram que com ligagdo a CD40 a
37°C, CHIR-12.12 permanece uniformemente distribuido na
superficie celular, mesmo depois de 3 horas. Em contraste,
depois de ligagdo a 37°C, rituximab é redistribuido em caps
e internalizado. Esses dados sugerem que a potente
atividade de ADCC de CHIR-12.12 pode ser relacionada a sua
capacidade de se apresentar uniformemente na superficie de
células alvo, permitindo Ootima interagdo com células
efetoras. Esses resultados sugerem gque CHIR12.12 pode ser
eficaz na mediagdo de potente ADCC contra células CLL in
vivo.
Exemplo 6: Andlise Biacore de 1ligagdo de FcyRIIIa por
Rituxan® e CHIR-12.12

As afinidade de alelos aal58F e aal58V de FcyRIIIa por
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CHIR-12.12 e rituximab foi comparada por andlise padrédo
Biacore®. CHIR-12.12 ligou o alelo aal58F com uma afinidade
4,6 vezes maior quando comparado com rituximab (Kp de 2,8
UM versus 13 MM, respectivamente). Os resultados desses

experimentos sdo resumidos na tabela a seguir:

Kp M)

CHIR-12.12 | Rituximab
FoyRilla 158V | 492 466
FoyRilla 158F | 2800 13000

Exemplo 7: O efeito de polimorfismo de FcuRIIIa sobre ADCC
por células efetoras NK

A citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC) (ADCC) & um mecanismo de ag¢do principal para varios
anticorpos monoclonais comercializados e de pesquisa.
Rituximab (Rituxan®), comercializado para o tratamento de
linfoma folicular ndo Hodgkin (NHL) e ativo em outras
malignidades de células B, tem ADCC como um de seus
mecanismos de ag¢do primdrios. Notavelmente, a atividade
clinica de rituximab em NHL mostrou estar correlacionada
com o gendtipo FcyRIIIa. Pacientes com o polimorfismo de
FcyRIIIa 158aa de V/V ou V/F sdo mais responsivos a
rituximab que aqueles com F/F (por exemplo, veja, Cartron e
cols. (2002) Blood 99(3):754-758 ou Dall’Ozzo e cols.
(2004) Cancer Res. 64:4664-4669) .

Nesses experimentos, células NK efetoras purificadas
de doadores maltiplos humanos que expressam vVAarios
polimorfismos de FcyRIIIa aal58 foram avaliadas com o uso
da linha de células Daudi de linfoma humano como as células
alvo (veja, Figuras 12 e 13). Como ilustrado por aquelas

figuras, CHIR-12.12 induziu potente ADCC com células NK de
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todos os trés gendtipos. As EDsos de CHIR-12.12 para lise
da linha de células Daudi foram 4, 2, e 0,4 puM para F/F,
V/F e V/V, respectivamente (Figura 13). As EDsps de
rituximab para lise da linha de células Daudi foram 53, 21,
e 9 UM para F/F, V/F, e V/V, respectivamente (Figure 13).

As células NK efetoras purificadas de doadores
miltiplos humanos que expressam varios polimorfismos de
FcyRIITIa aal58 foram também avaliadas com o uso de células
de paciente com CLL como as células alvo(veja, Figura 14).
CHIR-12.12 foi wum mediador mais potente de ADCC que
rituximab contra todas as células de paciente com CLL
testadas (Figura 14). Esses dados sugerem que CHIR-12.12 é
um mediador mais potente de ADCC que rituximab, mesmo com
células NK do gendtipo aal58 V/F ou F/F.

Esses achado sdo surpreendentes porque seria esperado
que CHIR12.12 seria significativamente menos potente em
ensaios de ADCC que usam células NK com o polimorfismo de
FcyRIITIa 158aa de F/F ou V/F que aquelas com V/V.
Novamente, a atividade clinica de rituximab em NHL mostrou
estar correlacionada com o gendtipo de FcyRIIIa. Pacientes
com o polimorfismo de FcyRIIIa 158aa de V/V ou V/F sdo mais
responsivos a rituximab que aqueles com F/F. Rituximab &
também um anticorpo monoclonal IgGl gque se 1liga a um
antigeno expresso na superficie de células B, e assim seria
esperado que CHIR-12.12 apresentasse a mesma preferéncia
para o polimorfismo  FcyRIIIa-158 V. ao contrario,
constatou-se que CHIR-12.12 induz potente ADCC com células
NK de todos os trés gendtipos.

Muitas modifica¢des e outras modalidades das invengdes

aqui apresentadas ocorrem aqueles habilitados na técnica,
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aos quais essas invengdes pertencem, tendo o beneficio dos
ensinamentos apresentados nas descrig¢des anteriormente
apresentadas e nos desenhos associados. Portanto, deve-se
entender que as inven¢gdes ndo se limitam &as modalidades
especificas reveladas e que modificagdes e outras
modalidades estdo incluidas dentro do escopo das
reivindicagdes em anexo aqui reveladas. Embora sejam aqui
empregados termos especificos, eles sdo utilizados apenas
em um sentido genérico e descritivo e ndo com finalidade
limitante.

Todas as publicagdes e pedidos de patente mencionados
nessa sdo aqui incorporados por referéncia na mesma
extensdo como se cada publicagdo ou pedido de patente
individual fosse especifica e individualmente indicado para

ser incorporado por referéncia.
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2290

agg
Arg

Met
Pro
ATy
30

Gly
Ser
Val
Gly
Val
140
Ber
Gln
val
Lew
Glu

220
Axg

Val

tgg
Txp

aca
Thr

acg
Thy
208
gte
Val

gga
Gly

Leu
Leu
er
45

Tyx

Sar

val

aag
Lys

gag
Glu
1580
ctg
Leu

ace
Thr

gag
Glu

Trp
ser
30

Sex

LIz

Asn

Gly Thr

Gly
Pro
125
Fhe
Val
Trp
Thr
Thr

208
val

val
110
Gly
Lle
Val
Lys
Glu
190
Lew

Ehx

Cys Leun
160

gty gat

val Asp

175

cag gac
Gin Asp

age aaa
Ser Lys

cat cay
His Gln

tgt tey
Cys *

val Ser
15
Leu Thr

Gln Sex
Gln Lys
Arg Ala
ao
Aap Phe
58
Tyx Tyx
Thr Lys
Phe Pro
Cys Leu
160
val Asp
175
Gln Asp
Ser Lys

His Gin

Gly GIu Cys

528

576

624

720
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<212> DNA
<213> Seqiéncia artificial

<220>

<223> sequéncia codificadora para cadeia pesada de anticorpo anti-CD40 humano

12.12 (com introns)

<400> 3

atg gag ttt ggg ctg agc tgg gtt ttc ctt gt get
gte cag tgt cag gtg cag ttg gtg gag tet ggg gga
cct ggg agg tee ctg aga cte tee tght goa goc tot
agt age tat ggc atg cac tgg gtc cge cag get cea
gag tgg gtg gca gtt ata tea tat gag gaa agt aat
gac teec gte aayg ggc cga tte ace ate toce aga gac
acg ctg tat ctg caas atg aac agc cte aga act gag
tat tac tgt gcg aga gat ggg ggt ata gca geca cet
tgg ggc cag gga acc ¢ktg gtc acc gtc toe tea gea
eca tec gte ttae gec ctg gog oce geb age aag age
aca geg goc cotg ggc tgc otg gte asg gag tace tte
acyg gtg teég tgy aac teca gge goe ctg acce age gge
ccg get gte ¢ta cag tee tea gga cto tac tee cte
acc gtg ccec tcoc age age tbtg ggc ace cag acce tac
aat cac mag ccc age asc ace aag gtg gac asg aga
¢ca gea cag gge g9g agg gbg tet got gga age cag
tge ctg gac gca tec oga cta tge aght coe agh coa
agy c¢c cgt ¢tg cct ctt cac ccg gag goe tet geco
gct cag gga gag ggt ¢ttt ctg get tit teoe cca ggce
cag gct agg tgc cce taa cae agy cce tge aca caa
tgg got ¢ag acc tge caa gag cca tat ccg gga gya
cot asg cco ace cra aag goc asa cte tee act coco
cet tet cte ete cea gat tee agt aac toc caa tck
gcc cad atc ttg tga caa aac tea ¢ac atg ¢ce ace
goc agc cca gge ctc goc cte cag cte aag geg gga
agt age c¢tg cat cea ggg aca gge cce age cogg gtg
ect ceca tet ekt cet cag cac ctg aac toc tgg ggg
tec teot tec ecc caa aac cea aygy aca cce tea tga
ctg agg tce cat geg tgg tgg tgg acy tga gec acyg
tca agt tca ect ggt acg tgg acg geg tgg agy tgo
caa age c¢gc ggg agg agc agt aca aca goa cgt acc
tee tea cey btoe tge ace agy act gge tga atg gea
gca &g tck cca aca gag cec tee cag occ cca Icg
¢ea aag cca aag gty gge cce gtg ggg tgc gay ggc
gge cgg cte gge cea ceo tot goe ctg aga gtg ace
tct gbc cet aca ggy cag coe oga gaa cca ¢ag gtg
cca toc ©gg gag gag atg acc eag aac cag gte age
gte aaa gge tte tat cce age gac atc gecc gtg gag
gog cag cog gayg aac aac tac aag ace acg cct cce
gac ggc tee tte tbe cte tat age aag cte acce gtg
tgg cag cag ggg aac gtc tte tca tge tee gty aty
cac aac cac tae acg cag aag agc ctc toe ety tet

<210>» 4
<211l> 469
=212> FRT )
<213> Seqiéncia artificial
<220>
223> Cadeia pesada de anticorpo anti-Cd40 humano 12.12
<400> 4
Met Glu Fhe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala
1 ] 10 )
Val Glu Cys Gln Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly
29 25
Pro Gly Arg Ser Leu Axg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
35 40

Ser Ser Tyr Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro

att
ggc
gga
gge
aga
aat
gac
gg9
agt
ace
cee
gtg
agc
ate
gtt
gck
999
cge
tct
agg
cee
tea
tck
gtg
cag
cty
gac
tck
aag
ats
gty
agy

aga
cac

gct
tag
oty
tgg
gtg
gac
cat
ceg

Ile
Gly
Gly
Gly

tta

gty

tte
aag
tac
teo
acg
ceh
acc
tct
gaa
cac
agc
tge
ggt
cag
cagf
cce
g99
ggc
tge
gct
cte
cce
gty
aca
cgt
cce
ace
atyg
tag
agh
aaa.
atg
gta
ace
ace
gag
ctg
aag
gag
ggt

Leu
Val
Phe

Lys

aga
gte
ace
999
cat
aay
gct
gac
aag
g99
ceg
ace
grg
aac
gag
cge
caa
act
cag
agg
cee
egg
tgc
agyg
cee
cgt
cag
gga.
ctg
cca
toa
acu
cea
gac
coa
ctg
tge
age
gac
age
gct
ana

Axyg
is

val
Thr

Gly

ggt
cag
tte
ctg
gca
atc
gty
tac
ggc
ggc
gtg
tte
gtg
gty
agg
tce
ggc
catb
gca
tgc
tga

acs |

aga
tas
tag
cea
tce
cce
agg
aga
gcyg
agt
tck
aga
acc
cee
ckg
aat
tce
agg
ctg
tga

Gly
Gln
Phe

Leu

48
96
144
192
240
288
336
g4
432
480
528
576
624
672
720
768
8l6
864
912
960
1608
1056
1104
1152
1200
1248
1256
1344
1392
1440
1488
1536
1584
1832
1680
1728
12776
1824
1872
1820
1968
2018



Glu
&S
Asp

Thy

Tp
145

Thr

Pro

AsSn
225
S8er
Leu
Lieu

Sex

Glua
308

Bxo
Gin
val
388
val
Pro
Thr
Val

Leu
465

50
Trp

Ser

Len

130
Ser

Ala
val

Ala

- Val

210
His

Cys
Gly
Met
KHis
290
Val
Tyr
Gly
Ile
Val
370
Ser
Slu
Pro
Val
Met
450
Sex

<210> 5
<21ll> 469
«212» PRT
<213= Sequéncia artificial

<220>

<223 > Cadeia pesada de variante de anticorpo anti-CD40 humano
12,12

<400> §
Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp val Phe Leu Val Ala Ile Leu Arg Gly

1

Val
val
YT
cys
11s
Gln
val
Ala
8er
Val
195
PYo
Lys
Asp
Gly
Ila
275
Glu

His

Lys
Glu
355
Tyr

beu

val
ASD
435
His

Pro

Ala val Ile

70

Lys Gly Arg

Len
100
Ala
Gly
Fhe
Leu
180
Leuw
Ser
Pro
Lys
Pro
260
Sor
Asp
Aszn
Val
Gl
340
Lys
Thre
Thx
clu
Leu
420
Lys
Glu

Gly

85
Gln

Arg
Thr
PzOQ
Gly
165
Asn
GQln
Ser
Ser
Thx
245
Ser
Arg
Pro
Ala
val
325
Tyr
Thr
Lau
Cys
Ser
405
Asp
ser
Aln

Lys

Mat
Asp
Leu
Leu
150
Cys
Ser
Saxr
Ser
Agn
230
His

val

Glu
Lys
3310
Ser
Lys
Ile
Pro
Lieln

330
Asn

Ser F

hxg

Len |

55

Ber Tyr Giu

Fhe
Asn
Gly
Val
135
Ala
Lou
Gly
Sex
Leu
21%
Thr
Thr

Phe

r Pro

val
295
val
Cyz

Ser

Thye
Ser
Gly
120
Thy
Pro
val
Ala
Gly
200
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
280
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
360
Seyr
Lys
Gln
Gly
Gln
440
Aan

Ile
Leu
105
Ile
val
Rla
Lys
Leu
185
eu
Thy
val
Pro
Phe
265
Vel
Phe
Pro
‘Thr
Val
345
Alz
Arg
Gly
Pro
Ser
425
Gln

His

4/9

ser
Asp

170
Thr

Gln
Asp
Pro
250
Pro
Thx
hsn
Axg
Vval
330
Sexr
Lys
Glu
Phe
Giu
4540
Fhe
Gly

Tyr

io

Ser

Thr
Lys
238
Cys

Pro

Trp
Glu
315
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
395
Aan
Phe
Asn

Thy

60

Asp Arg Tyr

Asp
Glu
Pro
Ala
140
Sex
Phe
Gly
Leua

Tyr
220
Arg
Pro
Lys
Val
300
Glu
His
Lys
Gln
Mek
3280
Fro
Aun
Leu
Val

Gln
460

Agn
Asp
Gly
128
Sexr
Thr
Pro
val
Ser
2405
Ile

Val

Ala
Pro
Val
265
Val
Gln
Gln
Ala
Pro

365

Ser

Tyx

Fhe
445
Lys

Sexr
Thr

110
Pro

8er
Glu
His
190
Sex
Cys
Glu
Fro
Lys
270
val
Asp
Tyx
Asp
Leu
isn
Axg
Lys
ABp
Lys
gay
43¢
Sex

Sex

His
Lys
Ala
Asp
Lys
Gly
Pro
175
Thr
Val
Asn
Pro
Glu

238
hsp

Gly
Asn
Tre
335
Pro
Giu
Asn
Ile
Thr
415
Lys
Cys

Leu

15

Ala
Ile
val
Tyr
Gly
Gly
160
Val
Phe
Vval
val
Lys
240
Leu
Thy
val
val
Ser
320
Leu
Ala
PYO
Gin
Ala
400
Thr
Leu
Sexr

Ser

5
val Glp Cys Gln val Gln Leu Val Glu Ser Gly @ly Gly Val Val Gln



Pro
ser
Glu
65

Thr
Tyr
Trp
Pxro

145
Thy

ro
Thy
Asn.

228
gex

Leu
Sexr
Glu
305
Asn
Pro
Gin
val

3gs
val

Leu
465

Gly
8er
Trp
Ser
Leu
TYr
Gly
139
Serx
als
val
Ala
val
230
flis
Cys
Gly
Met
Hisg

250
Val

Gly
Ile
val
370
ser
Glu
¥ro
Val
et

45¢
geyx

<210> &

<21l>
«212>»
<Z13>

<2Z0%

<221>
<Z222>

Arg
35

Tyr
val

Val

Cys
118
Gln
val

ata

val
3195
Pro

Lys
AsSp
Gly
iie
275
Glu
His
Arg
Lys
Gla
3585
Tyr
Leu
Trp
Val
A=p

433
His

20
Sexr

Gly
Ala
Lys
Leun
100
Ala
Gly
Fhe
Leu
Txp
180
Leu
Ser
Pro
Lys

Pro
260

Ser X

Asp

Asn .

val

Glu
340

Lys °

Thr
Thr
Glu
Lea
420
Tliys

Glu

Leu Arg Leu

Mel
Val
GLy
;1.3

Gln

Arg

Pxo
Gly
165
Asny
Gln
Sexr
Sex
Thy

245
ser

Lew
Cys

<

ser
405
Asp
Reyr

Ala

Pro Gly Lys

612
DhA
Homo sapiens

Ccos
(1) ...{812)

His
Ile

70
Arg

Meat
rep
Leu
Leq
150
Cyss
Sexr
Ser
Ser
Asn
230
Bi s
val
Thr
Glu
Lys
310
Ser
Lys

ile

Leu
3990
RAsa
Sez
Arg

Leun

TIp
55
Ser

Fhe
Pro
val
295
Thr
Vel
Cys
Ser
PIO
378
val
Gly
Asp
Trp

His
4855

Ser
Val

TYY

. The

Sex
Gly
120
Thr

Pro

. Val

y Ala

Gly
200
Gly
Lys
Cys
Leu
Glu
280
Liye
Lys
Leu
Liys
Lys
360
Sex
Lys
Gln
Gly
Gln
440
Asn

5/9

25
Cys Ala Ala

Arg
Glu
Ile
Leu
105
Ile
val
ser
Lys
Leu

188
Leu

val
Pro
Phe
265
val
Fhe

Pra

val
345
Ala
Arg

Gly

Gln
Glu
ger
90

Arg
Ala
Ser
Ser
Rsp

170
Thr

- Gln

Asp
Pro

250
Fro

Asn
Arg
val

330
Ser

Lys
ciu
Phe
Glw
410
Phe
ely

Tyr

Ala
Ser
75

Thy
Ala
Ser
Lys
155
Sex

Sex

Lys
235
Cys
Pro

Cys

Glu
315
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
395
AsR
Phe
Asn

Thr

30

gSer Gly Phe

Pro
60

asn
Asp
G8lu
Pro
Ala
140
Ser
Phe
Gly
Tse
Tyx
2240
Arg
Pxo
Lys
Val
Ty
309
Gy
His
Lys
Gln
Yek
380
PXo
Asn
Dew
Yal

Gln
460

45
Gy

Arg
Aan
Aap
Gty
125
Ser
Thr
Pro
vai
Sar
205
Ile
val
Ala
Pro
Val
2085
Val

GIln

Gln i

Ala
Pro
3gs
Thy
ser
Tyxr
TyY
Phe

445
Lys

Lys
Tyx
ser
Thr
1190
Pro
Thr
Sexr
Glu
His

180
serxr

Cys
Glu
Pro
LyS
270
val
Asp

Tyr

Leu
350
Arg
Lys
Agp
Lys
Sex
430
Ser

Ser

Thr
Gly
His
Lys
95

Ala
Asp
LyS
Gly
Pro
175
Thr
Val
Asn
?ro

GIu
258
asp
ASp
Gly
Asn
Tro
338
Pro
Glu
Asn
Ile
Thy
318
Lys
Cys

Leu

Phe
Leun
Ala
80

Ile

V&l

Gly
Gly
180
Val
Phe
Val
val
240
Leu
Thr
val
val
Ser
329
Leu
ANa
Pro
Gln
Ala
400
Thr
L

Ser

Ser
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<221> Caracteristicas_misc
«222> (0)...(0)
<2235 sequéncia codificadora para isoforma curta de CD40 humano

<400> 6
atg gtt cgt ctg cet ctg cag tge gte cte tadg gge tge ttg ctg acc 48
#et Val Arg Leu Pro Leu @ln Cys Val Leu Tip Gly Cyeg Leu Leu Thr

1 5 10 15

get ghkc cat cca gaa coa ccc act goa tge aga gaa aasz cag tac cta 86
Ala Val His Pro Glu Pro Pro Thr Ala Cys Arg Glu Lys Gln Tyr Leu
20 25 30

ata aac agt cag tgc tygt teot thty tge cag cca gga cag aaa oty gtg laa
Ile Asn Ser Gln Cys Cys Ser Leu Cys Gln Pro Gly Gln Lys Leu val
35 40 45

agt gac tgc aca gag ttc act gaa acy gaa tgo ott cct tgc ggt gaa 182
Ser Asp Cys Thr Gluw Phe Thr Glu Thr Glu Cys Leu Pro Cys Giy GL
50 85 60

agc gza tic cta gac acc tgg aac aga gag aca cac tgc crC cag cac 240
Ser Glu Phe Leu Asp Thr Trp Asn Arg Glu Thr His Cys His Gln His
65 70 73 8¢

ada tac tgc gac doae aac cta ggy ottt cgg gtc cag cag aag gge ace 288
Lys Tyr Cys Asp Pro Asn Leu Gly Leu Arg val Gln Gln Lys Gly Tar
85 20 95

fca gaa aca gac ace atc tge acc rgt gaa gaa ggc tgg cac tgt acg 336
fer Glu Thr Asp Thr Ile Cys Thr Cys Glu Glu Gly Trp His Cys Thr
pRV i05 110

agt gag geo tgt gag age tgt gte oty cac cge tea tgc teg cec gge 384
Ser Glu Ala Cys Glu Ser Cys Val Leu His Arg Ser Cys Ser Pro Gly
115 120 128

ttt g9g gtc aag cag att got ace gog gtt tct gat ace ate tye gag 432
Phe Gly Val Lys Gln Ile Ala Thr Gly Val Ser Asp Thr Ile Cys Glu
130 135 140

cce tge cea gte gge tte tte teo aat gtg toa tet got bte gaa aaa 480
Pro Cys Pro Val Gly Phe Phe Ser Asn Val Ser Ser Ala Phe Glu Lys
145 i50 155 160

tgt cac cet Lgg aca agg toe cca gga teg gct'gag agc cct ggt ggt 528
Cys ¥is Pro Trp Thr Arg Ser Pro Gky Ser Ala Glu Ser Pro Gly Gly
165 170 175

gat ccc cab cat ctt cgg gat cot gttt tge cat cek ctt ggt get gt 896
Asp Pro His His Leu Arg Asp Pro Val Cys His Pro Lew Gly Ala Gly

180 i858 190

ctt tat cas asa ggt gge ¢aa gaa goo aac caa tax 512
Leu Tyr Gln Lys Gly Gly Gln Glu Ala Asn Gln #

185 200
<210> 7
<21i> 203
<212> PRT
«213> Homo sapiens
<4.00> 7
Met Val Arg Leu Pro Leu GIn Cys val Leu Trp Gly Cys Leu Len Thy

1 5 i0 15
Ala Val His Pro Glu Pro Pro Thr Ala Cys Arg Glu Lys Gin Tyr Leu
20 25 30



Ile
Ser
Sex
65

Lys
Ser
Ser
Phe
Pro
143
Cys
Asp

Len

Asn
Asp
50

Glu
Tyr
Glu
Glu
Gly
130
Cys
His
Pro

Tyr

<230> 8

<2ils
<212
<213>

<2205

231>
<222

<221 > Caracteristicas_misc
<222> {0}.

Ser
Cys
Phe
cys
Thr
ala
118
val

Pxo

Pro’

His

Gin
155

834
pricry
Homo sapiens

ChSs
{1} ...(B3¢;

Gin Cys Cys

Thr

Asp

Asp
100
cys
Lys

Val

His
180
Lys

.. (0)

Glu

Asp
Pro
85

Thr
Glu
Gln
Gly
Thr

165
Leu

Fhe

Thx
70

Asn 1

Iie
Ser
Ile
Phe
150
Arg

Ary

135
Phe

Ser

AsSp

Gly Gly Gin

Sex
Pro
PIo

Gilu
200

Cys
Thr

7/9

Gln

Glu

Pre

Cys

Arg Giw Thy

vy Leu

Cys
105
Lieu
Gly

Asn

Arg
90

Glu
His
val

Val

75
val

Gln
Arg
sexr

Sex
155

dly Ser Ala

val
185
Ala

1740
Cys

Azn

His

Gln

Gly Gln .
45

Leu Pro

60

His Cys

Gln Gln
Gly Trp
Ser Cys
1258
Asp Thr
A40
Ber Ala
Glu Ser

Pro Leu

<223 » Sequéncia codificadora para isoforma longa de CD40 humano

<400> B

aty
Met
1

gct
Ala

ata
Ile

agt
ser

agqc
Ser
65

aaa

Lys

tra
Sexr

agt
Ser

att
val

gte
Val

aac
Asn

gac
Asp
50

tgaa
Glu

tac

Tyr

gaa
Glu

gag
Glu

cgt
Ary

cak
His

agt
Ser

35
tgc
cye

ttc
Phe

tge
cys

aca
Thr

geo
Ala

ety
Leu
cca

20
cag

Gln

aAcC&
Thr

cta
Leu

gac

sac
Asp
1040

tgt
Cys

cek
Pro

P

S
gaa
Glu

tge
Cys

gay
Glu

gace
Asp

cee
Pro
BS

ace

gag
Glu

oty

Leu

coca
Pro

rgt
cys

tte
Phe
acg

70
aac

asn

ate
Ile

age
Ser

cag
Gln

age
Pro

tet
Serx

agt
Thy
3

tgg
Trp

cLa
Leu

tge
Cys

egt
Cys

tge
Cys

act
Thy

ttg
Led
40

gaa
Gla

aac
Asn

999
Gly

ace
Thr

gte
val

gte
val

gea
Ala
25

tge
Cys

|acy
Thy

aga

ctt
Lleu

tgt
Cys
108

ctg
Leu

ete
Leu
19

rge
Cys

cag
Gln

gas
Glu

gag
Glu

cgg
Arg
90

gas
Glu

cag
His

Loy
1rp

aga
Arg

cca
Pro

tge
cys
aca

15
gtc
val

gaa
Glu

cge
Arg

ggc tgce
Gly Cys

gaa aaa
Giuv Lys

gga cag
Gly Gin

ctt cot
Leu Pro
60

cac tge
His Cys

cag cag
Gin Glin

gge tgg
Gly Tro

tea tge
Ser Cys

Lys Leu
Cys Gly
His Gln
Lys Glj

His Cys
1190
Sexr Pro

Ile Cys
Pae Glu

Pro Gly

175
Gly Ala
190

ttg ctg
Leu Leu
15

cag tac
Gin Tyr
30

aga ctg
Liys Leu

tge ggt
Cys Gly

cac cag
His Gln

say gge
Lys Gly
95

¢ac tgt
His Cys
110

teg ecc
Sexr Pxo

Val
Glu
Hisg

Thr

Gly
Glu
Lys
160
Gly

Giy

ace
Thy

cta
Leu

gtg
Val

gaa
Glu

cac
His

acs
Thy

acy
Thr

ggc
Gly

48

846

144

132

240

336

384



tLe
Phe

cee
PTO
s

tgt
Cys

gca
Ala

aga
Arg

cte
Leu

aag
Lys
225
gat
Asp

gga
Gly

gtg
val

gg9g
Gly
130

tyc
Cys

cac
His

ggc
Gly

gec
Ala

tig
Leu
210

goco
Ala

cte
Leu

tge
Cys

cag
Gln

<210> 3

<21ls>
<212>
213>

<400> &

Met
1
Ala

Ile
Ser

=) o
65
Ly

val
val

Asn

Gla
Tyr
Glu

Gly
130
Cys

115

gtce

val

cca
Pro

cet
Pro

aca
Thx
ctg
195

gty
Val

coe
Pro

ol
Pro

aaa
Gln

gag
Glu
275

277
PRT
Homo sapiens

Arg
His

sexr

Fhe
Cys

Thr

* @lu Ala

115
Val

Pro

&ag
Lys

gte
val

gy

aac
180
gty
Val

oty
Leu

cagc
His

gac
Gly
cey
260

aga
Arg

Leu
Pro
20

Glin
Thr
Leu
AsSp
Asp
100
Cys
Liys

Vval

cag
Gln

gac
Gly

-Ts-: 1
Thr
165
aag
Lys

gatg
val

gte
Val

cece

tac
245
gte
val

cag
Gln

Pro
5
Gln
Cys
Giu

att
Ile

tte
Phe
150
age
Sex

act

atc
Ile

tEt
Phe

aag
Lys
230
aac
aAsn

ace
Thr

tga
*

Leu
Pro
Cys

Phe

Asp Thr

70

Pro Asn

&5
Thx

Glu
Gln

cly

Tle
ser
fie

Phe

get
ala
138
tie
Fhe

kgt
Cys

gat

<ce
Pro

ate
Ile
215
cag
Gln

act
Thy

cag
Gin

Gln

Ser
55

Leu
cys
Cys
Ala

138
Pite

120
acse
Thr

tee
Ser

gag
Glu

gtt
val

ate
Iie
200
[-%:%:3
Lys

gaa
Glu

gct
Ala

gag
Giu

Cys

Leu
Glu
Asn
Gly
Thr
val
120
Thr

Ser

999
Gly

aat
asn

ace
Thi

gte
val
185

ate
Ile

sag
Lys

cece
Fro

gct

ala |

gat

Asp
265

Val

Leuw

Cys
105
Leu
Gly

Asn
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gtt
Val

gtg
val

aaa
Lye
170
tgt
Cys

tte
Phe

gtg
val

cag
Gln
cCca
250

ggc
Gly

Lew
10

Cys
Gina
Glu
Glu
Arg
Glu
His
val

val

cct
Ser

tca
Sex
155

gac

ggt
Gly

999
Gly

gcc
Aka

gag
Glia
235
gtg
Vai

aaa
Lys

Trp
Arg

vro

Cys .

Thr
val
Glu
Arg
Sex

Ser

gat
Asp
149
tet
Serx

ctg

cece
Pro

ate

Tle ]

ang
220
atec

Ile

cag
Gln

gsg
Glu

Gly
Glu
GLy
60

His
Gln
Gly
Sar
Asp

140
Ser

125
aec
Thr

get
Ala

gtt
val

cag
Gln
ctg
205
arg

Lys

aat

gag
Giu

agt
Ser

Cys
Lys
Glun

45
Pro

Cys
Gin
Trp
Cys
125
Thr

Ala

atc
Ilz

ttc
Phe

gty
Val

gat
Asp
190
tte
fhe

cca
Pro

ttt
Phe

act

cgc
Arg
270

Leu
Gin
30

Lys
Cys
His
Lys
His
110
Sax
Ile

Phe

tge
cys

gea
Glu

caa
Gln
175

cgg

gee
Ala

ace
Thr

cece
Pro

tta
Lett
258

atc
Ile

Leu
1s

Tyr
Leu
Cly
Gln
Gly
95

Cys
Pro

Cys

Glu

gay
Glu

aaa
Lys
1690
cag
Gin

ctg
Leu

ate
Ile

aat
Asn

gac
AsSp
250
cat
His

tea
Sar

Thr
Leu
val
Glu
Hisg
Thr
Thyr
Gly
Glu

Lys

432

480

528

576

624

672

720

768

Bis

834
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Cys

Ala

Leu
Lys
225
Asp
Gly

Val

His
Gly
Ala
Leu
210
Akw
Len
Cys
Gln

Pro
Thy
Len
195
Val
Pro
PYO
Gln

Glu
275

165
Asn Lys
180
val Val

Lew Val
His Pro
Gly Ser

245
Pro Val

260
Arg Gln

1590
Ser

Thr

Ile

Cys CGlu
Asp Val

Pro Iie
200

s Ile Lys

2%S
Glin Glu

Thr Ala

Gln Glu .

Thy
Val
is8%s
Tle
Lys
Pro
Ala

Asp
265
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158
Lys Asp
170
Cya CGly

Phe Gly
val Ala

Gln Glu
235

Pro Val

250

Gly Lys

Leu Val Vval

Pro Gln Asp
190
Iie Leu Phe
205
Lys Lys Prxo
2230
Yle Asn Phe

Gln Glu Thr

Glu Ser Axg
270

Gln
178
Arg
Ala
Thr
Pro
Leu
255
Iie

160
CGln

Leu
Ile
Asn
240
His

ser
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REIVINDICAGOES

1. Método para o tratamento de um paciente humano
para uma doen¢a inflamatdria ou doenga autoimune que esta
associada a células que expressam CD40, em que o referido
paciente humano & heterozigdtico ou homozigdtico para
FcyRIITa-158F (gendtipo V/F ou F/F), o método caracterizado
por compreender a administragdo ao referido paciente humano
de uma quantidade terapeuticamente ou profilaticamente
eficaz de um anticorpo anti-CD40.

2. Método, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato de que a referida  doenga

inflamatdria ou doenca autoimune é selecionada do grupo que
consiste em lapus eritematoso disseminado (SLE), lupus
discédide, nefrite de lGpus, sarcoidose, artrite
inflamatéria incluindo artrite juvenil, artrite reumatdide,
artrite psoriatica, sindrome de Reiter, espondilite
anquilosante, artrite da gota, rejeigcdo de transplante de
6rgdo ou tecido, rejeigdo hiperaguda, aguda ou crdénica e/ou
enxerto versus doenca do hospedeiro, esclerose maltipla,
sindrome de hiper IgE, poliarterite nodosa, cirrose biliar
primaria, doencga inflamatdria intestinal, doenc¢a de Crohn,
doenca celiaca (enteropatia sensivel ao glaten), hepatite
autoimune, anemia perniciosa, anemia hemolitica autoimune,
psoriase, escleroderma, miastenia grave, plrpura
trombocitopénica autoimune, tireoidite autoimune, doencga de
Grave, tireoidite de Hashimoto, doenga do complexo imune,
sindrome da disfungédo imune de fadiga crdnica (CFIDS),
polimiosite e dermatomiosite, crioglobulinemia, trombdlise,
cardiomiopatia, pénfigo  vulgar, fibrose intersticial

pulmonar, diabetes mellitus tipo I e tipo 11,
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hipersensibilidade tipo retardada tipo 1, 2, 3 e 4, alergia
ou distUrbios alérgicos, respostas imunes indesejadas a
proteinas terapéuticas, asma, sindrome de Churg-Strauss
(granulomatose alérgica), dermatite atdpica, dermatite de
contato irritante e alérgica, urticaria, alergia mediada
por IgE, aterosclerose, vasculite, miopatias inflamatdrias
idiopaticas, doenca hemolitica, doenga de Alzheimer's e
polineuropatia desmielinizante inflamatéria crdnica,
inflamacdo pulmonar incluindo, sem limitagdo, rejeigao a
enxerto pulmonar, asma, sarcoidose, enfisema, fibrose
cistica, fibrose pulmonar idiopatica, bronquite crdénica,
rinite alérgica e doengas alérgicas do pulmdo como
pneumonite de hipersensibilidade, pneumonia eosinofilica,
bronquiolite obliterante devido & transplante de medula
6ssea e/ou pulmonar ou outras causas, aterosclerose de
enxerto/flebosclerose de enxerto, fibrose pulmonar que
resulta de doencas do coldgeno, vasculares e doengas
autoimunes como artrite reumatdide e lUpus eritematoso.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de que a referida doenga

inflamatdéria ou doenca autoimune é uma doenga inflamatdéria
ou doenca autoimune associada a células que expressam CDh20.
4. Método, de acordo com a reivindicagao 3,

caracterizado pelo fato de que a referida doencga

inflamatdria ou doenga autoimune é artrite reumatdide,
psoriase, 1lOpus eritematoso disseminado, doenca de Crohn,
miastenia grave, purpura trombocitopénica idiopatica ou
sindrome de Sjogren.

5. Método, de acordo com a reivindicacao 3,

caracterizado pelo fato de que a referida doenca
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inflamatéria ou doenga autoimune & esclerose maltipla,
rejeicdo a enxerto, enxerto versus doenga do hospedeiro,
doenca de Alzheimer, ou diabetes.

6. Método, de acordo com a reivindicacao 3,

caracterizado pelo fato de que a referida doenga

inflamatéria ou doenca autoimune é uma doenga inflamatdria
ou doenca autoimune que estd associada a células que
expressam tanto CD40 quanto CD20.

7. Método, de acordo com a reivindicacgao 6,

caracterizado pelo fato de que a referida doenga

inflamatéria ou doenca autoimune é artrite reumatdide,
psoriase, lupus eritematoso disseminado, doeng¢a de Crohn,
miastenia grave, parpura trombocitopénica idiopédtica, ou
sindrome de Sjogren.

8. Método, de acordo com a reivindicagao 6,

caracterizado pelo fato de que a referida doenga

inflamatéria ou doenca autoimune ¢é esclerose maltipla,
rejei¢do a enxerto, enxerto versus doenca do hospedeiro,
doenca de Alzheimer, ou diabetes.

9. Método, de acordo com gualquer uma das

reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8, caracterizado pelo

-

fato de que o referido anticorpo anti-CD40 é administrado
por uma via de administracdo parenteral.
10. Método, de acordo com a reivindicacao 9,

caracterizado pelo fato de que o referido anticorpo anti-

CD40 & administrado por via intravenosa ou subcuténea.
11. Uso de uma quantidade terapeuticamente ou
profilaticamente eficaz de um anticorpo anti-CD40

caracterizado por ser para a manufatura de um medicamento

para o tratamento de uma doenca inflamatéria ou doenga
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autoimune que estd associada a células que expressam CD40
em um paciente humano heterozigdtico ou homozigdtico para
FcyRIIIa-158F (gendtipo V/F ou F/F).

12. Uso, de acordo com a reivindicagao 11,

caracterizado pelo fato de que a referida doenga

inflamatéria ou doeng¢a autoimune é selecionada do grupo que
consiste em 1lUpus eritematoso disseminado (SLE), lupus
discdide, nefrite de lapus, sarcoidose, artrite
inflamatdria incluindo artrite juvenil, artrite reumatdide,
artrite psoriatica, sindrome de Reiter, espondilite
anquilosante, artrite da gota, rejeigdo de transplante de
6rgdo ou tecido, rejeigdo hiperaguda, aguda ou crdnica e/ou
enxerto versus doenga do hospgdeiro, esclerose multipla,
sindrome de hiper IgE, poliarterite nodosa, éirrose biliar
primaria, doenga inflamatdéria intestinal, doenca de Crohn,
ddenqa celiaca (enteropatia sensivel ao gluten), hepatite
autoimune, anemia perniciosa, anemia hemolitica autoimune,
psoriase, escleroderma, miastenia grave, pGrpura
trombocitopénica autoimune, tireoidite autoimune, doenca de
Grave, tireoidite -de Hashimoto, doenga do complexo imune,
sindrome da disfuncdo imune de fadiga crénica (CFIDS),
polimiosite e dermatomiosite, crioglobulinemia, trombdlise,
cardiomiopatia, pénfigo vulgar, fibrose intersticial
pulmonar, diabetes mellitus tipo I e tipo IT,
hipersensibilidade tipo retardada tipo 1, 2, 3 e 4, alergia
ou disturbios alérgicos, respostas imunes indesejadas a
proteinas terapéuticas, asma, sindrome de Churg-Strauss
(granulomatose alérgica), dermatite atdpica, dermatite de
contato irritante e alérgica, urticaria, alergia mediada

por IgE, aterosclerose, vasculite, miopatias inflamatdrias
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idiopaticas, doeng¢a hemolitica, doenga de Alzheimer's e
polineuropatia desmielinizante inflamatdéria crbnica,
inflamacdo pulmonar incluindo, sem 1limitagdo, rejeigao a
enxerto pulmonar, asma, sarcoidose, enfisema, fibrose
cistica, fibrose pulmonar idiopadtica, bronquite crdénica,
rinite alérgica e doengas alérgicas do pulmdo como
pneumconite d hipersensibilidade, pneumonia eosinofilica,
bronquiolite obliterante devido a transplante de medula
b6ssea e/ou pulmonar ou outras causas, aterosclerose de
enxerto/flebosclerose de enxerto, bem como fibrose pulmonar
que resulta de doengas do colageno, vasculares e doencas
autoimunes como artrite reumatdide e 1lUpus eritematoso.

13. Uso, de acordo com a reivindicacgao 11,

caracterizado pelo fato de que a referida doenga

inflamatéria ou doenc¢a autoimune é uma doenga inflamatdria
ou doenca autoimune associada a células que expressam CD20.
14. Uso, de acordo com a reivindicagao 13,

caracterizado pelo fato de que a referida doenga

inflamatdéria ou doenca autoimune é artrite reumatdide,
psoriase, lUpus eritematoso disseminado, doenca de Crohn,
miastenia grave, pUrpura trombocitopénica idiopatica, ou
sindrome de Sjogren.

15. Uso, de acordo com a reivindicacao 13,

caracterizado pelo fato de que a referida doenga

inflamatéria ou doenca autoimune €& esclerose multipla,
rejeicdo a enxerto, enxerto versus doenga do hospedeiro,
doenca de Alzheimer, ou diabetes.

16. Uso, de acordo com a reivindicacgao 13,

caracterizado pelo fato de que a referida doenga

inflamatéria ou doenc¢a autoimune é uma doenga inflamatdria
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ou doenga autoimune que estd associada a células que
expressam tanto CD40 qguanto CD20.
17. Uso, de acordo com a reivindicacdao 16,

caracterizado pelo fato de que a referida doenga

inflamatdéria ou doenca autoimune ¢é artrite reumatdide,
psoriase, lUpus eritematoso disseminado, doenga de Crohn,
miastenia grave, purpura trombocitopénica idiopatica, ou
sindrome de Sjogren.

18. Uso, de acordo com a reivindicacao 16,

caracterizado pelo fato de que a referida doenga

inflamatdéria ou doenca autoimune é esclerose miltipla,
rejeigdo a enxerto, enxerto versus doen¢ca do hospedeiro,
doenca de Alzheimer, ou diabetes.

19. Uso, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 ou 18,

caracterizado pelo fato de que o referido medicamento é

formulado para administragdo por uma via de administracgao
parenteral.
20. Uso, de acordo com a reivindicacao 19,

caracterizado pelo fato de que o referido medicamento é

formulado para administragao por via intravenosa ou
subcuténea. |

21. Método para a inibigdo de produgdo de anticorpo
por células B em um paciente humano heterozigdtico ou
homozigético para FcyRIIIa-158F (gendtipo V/F ou F/F),

caracterizado que compreende a administragdo ao referido

paciente humano de uma quantidade eficaz de um anticorpo
anti-CD40.
22. Método, de acordo com a reivindicacgado 21,

caracterizado pelo fato de que o referido paciente humano
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tem uma doeng¢a inflamatdria ou doen¢a autoimune que esta
associada a células gue expressam CD40.
23. Uso de uma gquantidade eficaz de um anticorpo

anti-CD40 caracterizado por ser para a manufatura de um

medicamento para a inibig¢do de produgao de anticorpo por
células B em um paciente humano Theterozigdtico ou
homozigdtico para FcyRIIIa-158F (V/F ou F/F).

24. Método ou uso, de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 ou 23, caracterizado
pelo fato de que o referido anticorpo anti-CD40 €& um
anticorpo monoclonal humano.

25. Método ou uso, de acordo com a reivindicag¢do 24,

caracterizado pelo fato de dque o referido anticorpo

monoclonal anti-CD40 humano compreende uma regiao constante
de cadeia pesada de IgGl humana.

26. Método ou uso, de acordo com gqualquer uma das
reivindica¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 ou 25,

caracterizado pelo fato de que a referida IgGl humana

compreende a sequéncia de aminodcidos apresentada em Id. de
Seqg. N°:4 ou Id. de Seq. N°:5.

27. Método ou uso, de acordo com gualguer uma das
reivindicac¢bes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 ou 26,

caracterizado pelo fato de que o referido anticorpo anti-

CD40 é livre de significante atividade agonista.
28. Método ou uso, de acordo com qualgquer uma das
reivindicac¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,

14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 ou 27,
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caracterizado pelo fato de que o referido anticorpo anti-

CD40 é um antagonista de sinalizagdo de CD40-CD40L em
células que expressao CD40.

29. Método ou uso, de acordo com gqualquer uma das
reivindica¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 ou

28, caracterizado pelo fato de que o referido anticorpo

anti-CD40 é selecionada do grupo que consiste em:

a) o anticorpo monoclonal CHIR-12.12;

b) p anticorpo monoclonal produzido pela linha de
células de hibridoma 12.12;

c) um anticorpo monoclonal que compreende —uma
sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste
na sequéncia mostrada em Id. de Seq. N°:2, a sequéncia
mostrada em Id. de Seg. N°:4, a seqléncia mostrada em Id.
de Seq. N°:5, ambas sequéncias mostradas em Id. de Seq.
N°:2 e Id. de Seqg. N°:4, e ambas sequéncias mostradas em
Id. de Seqg. N°:2 e Id. de Seq. N°:5;

d) um anticorpo monoclonal que tem uma sequéncia de
aminodcidos codificada por uma molécula de &acido nucleico
que compreende uma sequéncia de nucleotideos selecionada do
grupo que consiste na sequéncia mostrada em Id. de Seq.
N°:1, a sequéncia mostrada em Id. de Seqg. N°:3, e ambas
sequéncias mostradas em Id. de Seq. N°:1 e Id. de Seq.
N°:3;

e) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo
capaz de ligar o anticorpo monoclonal produzido pela linha
de células de hibridoma 12.12;

£) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo

que compreende residuos 82-87 da sequéncia de CD40 humano
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mostrada em Id. de Seq. N°:7 ou Id. de Seq. N°:9;

g) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo
que compreende residuos 82-89 da seqguéncia de CD40 humano
mostrada em Id. de Seq. N°:7 ou Id. de Seq. N°:9;

h) um anticorpo monoclonal que compete com O
anticorpo monoclonal CHIR-12.12 em um ensaio de ligagao
competitivo;

i) o anticorpo monoclonal do item anterior a) ou um
anticorpo monoclonal de qualquer um dos itens anteriores
c)-h), em que o referido anticorpo €& recombinantemente
produzido; e

3) um anticorpo monoclonal que é um fragmento de
ligacdo a antigeno de um anticorpo monoclonal de qualquer
um dos itens anteriores a)-i), em que o referido fragmento
retém a capacidade de se ligar especificamente a antigeno
humano CD40.

30. Método ou uso, de acordo com a reivindicagdo 29,

caracterizado pelo fato de que o referido anticorpo anti-

CD40 é o anticorpo monoclonal CHIR-12.12.
31. Método ou uso, de acordo com a reivindicagdo 29,

caracterizado pelo fato de que o referido fragmento de

ligacdo a antigeno €& selecionada do grupo que consiste em
um fragmento Fab, um fragmento F(ab’),, um fragmento Fv e
um fragmento Fv de cadeia Unica.

32. Método para identificagdo de um paciente humano
com uma doenca inflamatdria ou doenga autoimune tratavel
com um anticorpo anti-CD40 e que & refratadrio ao tratamento

com rituximab (Rituxan®), caracterizado por compreender:

a) a i1dentificacd3o de um paciente humano com uma

doenca inflamatéria ou doenga autoimune que estd associada
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a células que expressam CD40; e

b) a determinac¢dao do referido gendtipo FcyRIIIa-158
do paciente humano (VN, V/F ou F/F);

em que a referida doenga inflamatdéria ou doenga
autoimune é tratavel com um anticorpo anti-CD40 se ©
referido paciente humano é heterozigdético ou homozigdtico
para FcyRIITIalS8F (gendtipo V/F ou F/F).

33. Método para a selegdo de uma terapia com
anticorpo para o tratamento de um paciente humano que tem
uma doenca inflamatéria ou . doenga autoimune que &
refratdria ao tratamento com rituximab (Rituxan?®),

caracterizado por compreender:

a) a identificacdo de um paciente humano com uma
doenca inflamatéria ou doenga autoimune que esta associada
a células que expressam CD40 e que € refratario ao
tratamento com rituximab (Rituxan®); e

b) a determinacdo do referido gendtipo FcyRIIIa-158
do paciente humano (VN, V/F ou F/F);

em que se o referido paciente humano & heterozigdtico
ou homozigdtico para FcyRIIIa-158F (gendtipo V/F ou F/F),
um anticorpo anti-CD40 é selecionado para o tratamento da
referida doenca inflamatdria ou doenga autoimune.

34. Método ou uso, de acordo com gqualquer uma das
reivindicac¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,

29, 30, 31, 32 ou 33, caracterizado pelo fato de que o

referido paciente humano é refratdrio a uma terapia para
uma doenca inflamatdria ou autoimune.
35. Método, de acordo com a reivindicagdo 34,

caracterizado pelo fato de que o referido paciente humano é
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refratdrio a uma terapia com um anticorpo monoclonal anti-
CD20.
36. Método, de acordo com a reivindicagdo 35,

caracterizado pelo fato de que o referido paciente humano é

resistente a terapia com um anticorpo monoclonal anti-CD20.
37. Método, de acordo com a reivindicagao 35,

caracterizado pelo fato de que o referido paciente humano é

nio responsivo a terapia com um anticorpo monoclonal anti-
CD20.
38. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 35, 36 ou 37, caracterizado pelo fato de que

o referido anticorpo monoclonal anti-CD20 €& rituximab
(Rituxin®) .

39. Kit para identificagdo de um paciente humano com
uma doenca inflamatdria ou doenca autoimune tratavel com um

anticorpo anti-CD40, caracterizado por compreender

reagentes para a determinagdo do gendtipo FcyRIIIa-158 de
um paciente humano.

'40. Kit para a selegdo de uma terapia com anticorpoe
para o tratamento de um paciente humano gque tem uma doenca
inflamatéria ou doenca autoimune que €& associada com

células que expressam CD40, caracterizado por compreender

reagentes para determinacdo do gendtipo FcyRIIIa-158 de um
paciente humano.
41. Kit, de acordo com a reivindicagdo 39 ou 40,

caracterizado por incluir um micro-arranjo que compreende

pelo menos um marcador de 10 ou mais nucleotideos de
comprimento e de uma seqiéncia adequada para a determinagdo
do genétipo FcyRIIIa-158 de um paciente humano.

42. Kit, de acordo com a reivindicagdac 39 ou 40,
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caracterizado por compreender oligonucleotideos adequados

para uso como 1iniciadores em amplificagdo catalisada por
polimerase da regido gendmica que codifica aminoacido 158
de FcyRIIIa.

43. Kit, de acordo com a reivindica¢do 39 ou 40,

caracterizado por compreender uma ou mals enzimas de

restricdo adequadas para a determinagdo do gendtipo
FcyRIIIa-158 de um paciente humano.

44, Método para o tratamento de um paciente humano
para uma doenc¢a inflamatdria ou doenga autoimune que esta
associada a células que expressam CDh40, o) método

caracterizado por compreender a administragdo ao referido

paciente humano de uma quantidade terapeuticamente ou
profilaticamente eficaz de um anticorpo anti-CD40, de modo
gque o anticorpo anti-CD40 ndo seja significativamente
internalizado por células que expressam CD40 apds a
administragao.

45. Método para o tratamento de um paciente humano
para uma doeng¢a inflamatdédria ou doenga autoimune gue esté
associada a células que expressam  CD40, o método

caracterizado por compreender a administracdo ao referido

paciente humano de uma quantidade terapeuticamente ou
profilaticamente eficaz de um anticorpo anti-CD40, de modo
que o] anticorpo anti-CD40 permanecga substancialmente
uniformemente distribuido na superficie de células que
expressam CD40 apds administragdo.

46. Método para o tratamento de um paciente humano
para uma doenga inflamatdria ou doenga autoimune que esta
associada a células que expressam CD40, o método

caracterizado por compreender a administragdo ao referido
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paciente humano um anticorpo anti-CD40, de modo dque uma
quantidade terapeuticamente ou profilaticamente eficaz do
anticorpo anti-CD40 esteja presente na superficie de
células que expressam CD40 no referido paciente humano apés
administracao.

47. Método ou uso, de acordo com gualquer uma das
reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,

29, 30, 31, 44, 45, 46, caracterizado pelo fato de que o

referido método ou uso resulta em citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC) de células que expressam
Ch40 por células killer naturais (NK) que expressam
FcyRIITa de um paciente humano.

48. Método ou uso, de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 44, 45, 46, caracterizado pelo fato de que o
referido anticorpo anti-CD40 é mais potente que rituximab
(Rituxin®) em um ensaio de citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC), em que o ensaio compreende
a incubacdo de células que expressam CD40 e células que
expressam CD20 com células killer naturais (NK) isoladas
humanas na presenga do anticorpo relevante.

49. Método ou uso, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢®es 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,

29, 30, 31, 44, 45, 46, caracterizado pelo fato de que o

P

referido anticorpo anti-CD40 é mais potente que rituximab
(Rituxin®) em um modelo de 1lUpus eritematoso disseminado

(SLE), esclerose maltipla, inflamagdo e aterosclerose,
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transplante ou doenga de Alzheimer.

50. Método ou uso, de acordo com gqualquer uma das
reivindica¢bes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,

29, 30, 31, 44, 45, 46, caracterizado pelo fato de que o

referido anticorpo anti-CD40 se liga a CD40 humano com uma
afinidade (KD) de pelo menos cerca de 10°®* M a pelo menos
cerca de 107" M.

51. Método ou uso, de acordo com gqualguer uma das
reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,

29, 30, 31, 44, 45, 46, caracterizado pelo fato de que O

referido anticorpo anti-CD40 se liga a FcyRIIIa-158V humano
com uma afinidade (KD) de pelo mencs cerca de 0,5 uM.

52. Método ou uso, de acordo com gqualquer uma das
reivindicac¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,

29, 30, 31, 44, 45, 46, caracterizado pelo fato de que O

referido anticorpo anti-CD40 se liga a FcyRIIIa-158F humano
com uma afinidade (KD) de pelo menos cerca de 12 uM.

53. Método ou uso, de acordo com gualquer uma das
reivindicac¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,

29, 30, 31, 44, 45, 46, caracterizado pelo fato de que o

referido anticorpo anti-CD40 se liga a FcyRIIIa-158V humano
com uma afinidade (KD) de pelo menos cerca de 0,5 uM, e se
liga a FcyRIIIa-158F humano com uma afinidade (KD) de pelo

menos cerca de 12 uM.
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JMHmﬁﬂm 9: Internalizagdo de CHIR-12.12 e rituximab em células B humanas normais:

Rituximab-FITC - 12.12-FITC

4°C

37°C

microscopia confocal

TgG1-FITC
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Figura 10:

4°C

37°C

Inaternalizagdo de CHIR-
‘microscopia confocal

Ritusimab-Alexa488

12

12 e rituximab em células de paciente com CLL#33:

12.12- Alexad88 IgG1- AlexadS8




19/22

&zﬂz
6 o

6 oz
e oN
Lz o
0z o
8¢ ON
€1 o
¢S -

S0°€T
V661
8¢St
£19e
LT9T
$6'9
£8°¢T
LS'ST
ro
(A 14

€112
€9°8C
ce'Tl
LTLT
€EC’IT
L6'6Y
v0'98
80°1€
8'TE
S10T

81'vp

LS8y
1LLT
v'E9
9'LE

2698

L8'6L
59'9p
6°T€
SE9p

6€
@se
(peg
£
0g
(43
LT
(44
4
1

qEMER| ZITI-IHD

qeuxmRy
° ZI'TI-AIHD

axjus edULILAFTA -

@mgxnﬁm

FARARIII: 1)

OWM-.MN..H.HMAM.HQQ:H ap %

-#f TTO
woo’ 63uSYORd

0pAeZTTPUTIIUT @ OOQY 9P SPEPTATI® axjus opdeyay T eanbTd



Figura 12
genotipo de FGR’}'HI&' ‘e ADCC (Daudi)
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Figura 13

genotipo de FcRyIsl:Ia e ADCC (Daudi)
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USOS DE ANTICORPOS ANTI-CD40

Métodos para o tratamento de um paciente humano para
uma doenca inflamatdéria ou doenga autoimune que esta
associada a células gque expressam CD40 sdo fornecidos, em
gque o paciente humano é heterozigético ou homozigdtico para
FcYRIIIa-158F (gendétipo V/F ou F/F). também sdo fornecidos
métodos de inibicdo da produgdo de anticorpo por células B
em um paciente humano que & heterozigético ou homozigdtico
para FcyRIIIa-158F (gendtipo V/F ou F/F). Os métodos
compreendendo a administragdo ao paciente humano de uma
guantidade terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de
um anticorpo anti-CD40. Métodos e kits para a identificagao
de um paciente humano com uma doenga inflamatdéria ou doenga
autoimune que & tratavel com um anticorpo anti-CD40 e que &
nio responsivo ou refratdrio ao tratamento com rituximab
(Rituxan®), bem como métodos e kits para a selecdo de uma
terapia com anticorpo para O tratamento de um paciente
humano gque tem uma doenga inflamatéria ou doenca autoimune
gque é ndo responsivo oOu refratdrio ao tratamento com
rituximab (Rituxan®), também sdo fornecidos. Os métodos da
presente invengdo tém uso no tratamento de doengas
inflamatdérias e doengas autoimunes dque sdo associadas a
células gue expressam CD4o0. Esses métodos sao
particularmente vantajosos com relagao a doengas
inflamatérias e doengas autoimunes que sdo associadas a
células que expressam tanto CD40 quanto CD20, uma vez que
os métodos permitem o tratamento de pacientes que tém
doenca inflamatdéria ou autoimunes que é n3o responsivo ou
refratadrio a terapia com outros agentes terapéuticos como

anticorpos anti-CD20.
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