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A PRESENTE INVENGAO REFERE-SE A METODOS TERAPEUTICOS PARA TRATAMENTO DE UM

INDIVIDUO COM UMA DOENGA AUTO-IMUNE E/OU INFLAMATORIA. OS METODOS
COMPREENDEM A ADMINISTRAGAO DE UMA QUANTIDADE TERAPEUTICAMENTE EFICAZ DE
UM ANTICORPO ANTAGONISTA ANTI-CD40 OU DE UM SEU FRAGMENTO DE LIGACAO AO
ANTIGENIO A UM PACIENTE QUE DELA NECESSITE. O ANTICORPO ANTAGONISTA ANTI-CD40
OU O SEU FRAGMENTO DE LIGAGAO AO ANTIGENIO E ISENTO DE ACTIVIDADE AGONISTA
SIGNIFICATIVA, MAS EXIBE ACTIVIDADE ANTAGONISTA QUANDO O ANTICORPO SE LIGA AO
ANTIGENIO CD40 NUMA CELULA HUMANA QUE EXPRESSA O CD40. A ACTIVIDADE
ANTAGONISTA DO ANTICORPO ANTI-CD40 OU DO SEU FRAGMENTO DE LIGAGAO AO
ANTIGENIO INIBE DE UMA FORMA BENEFICA A ESTIMULAGAO, MEDIADA POR CD40L, DAS
CELULAS QUE EXPRESSAM CD40, E DESTE MODO INIBE AS VIAS DE SOBREVIVENCIA E DE
SINALIZAGCAO, MEDIADAS POR CD40L, DAS CELULAS HUMANAS QUE EXPRESSAM CD40.



RESUMO

EPIGRAFE: | “UTILIZACAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTAGONISTAS

ANTI-CD40 PARA O TRATAMENTO DE DOENCAS AUTO-IMUNES

E INFLAMATORIAS E DA REJEIQKO AO TRANSPLANTE DE

ORGAOS”

A presente invencdo refere-se a métodos terapéuticos para
tratamento de um individuo com wuma doenca auto-imune e/ou
inflamatdéria. 0Os métodos compreendem a administracdo de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpoc antagonista
anti-CD40 ou de um seu fragmento de ligacdo ao antigénic a um
paciente que dela necessite. O anticorpo antagonista anti-CD40
ou o seu fragmento de ligacdo ao antigénio ¢é isento de
actividade agonista significativa, mas exibe actividade
antagonista quando o anticorpc se liga ao antigénio CD40 numa
célula humana que expressa o CD40. A actividade antagonista do
anticorpo anti-CD40 ou do seu fragmento de ligacdo ao antigénio
inibe de uma forma benéfica a estimulac¢do, mediada por CD4CQL,
das células que expressam CD40, e deste modo inibe as vias de
sobrevivéncia e de sinalizacdo, mediadas por CD40L, das células

humanas gue expressam CD40.



DESCRICAQ

EPIGRAFE “UTILIZAQAO DE ANTICORPOS ANTAGONISTAS ANTI-CD40

PARA O TRATAMENTO DE DOENCAS AUTO-IMUNES E

INFLAMATORIAS E DA REJEIgiO AO TRANSPLANTE DE

ORGAOS”

CAMPO TECNICO

A invencdo relaciona-se com métodos para o tratamento de
doengas auto-imunes e inflamatodrias usando anticorpos

monoclonais antagonistas anti-CD40.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

O antigénio CD40 é um antigénio da superficie celular com
55 kDa que se encontra presente & superficie das células B
normais e neoplasicas, das células dendriticas, de outras
células apresentadoras de antigénio (APCs), das células
endoteliais, dos mondcitos, das células T CD8+ e das células
epiteliais. O antigénio CD40 é igualmente expresso em células
T activadas, plaquetas activadas, células do misculo liso
vascular inflamadas, eosindéfilos, membranas sinoviais na
artrite reumatdide, fibroblastos da derme e outros tipos
celulares n&o linfdides. Dependendo do tipo de célula que
expressa CD40, a ligacdo pode induzir adesdo intercelular,
diferenciacdo, activacdo e ©proliferacdo. Por exemplo, a
ligacdo de <CD40 ao seu ligando conhecido, CD40L (também
designado por CD154), estimula a proliferacdo das células B e
a sua diferenciacgdo até plasmédcitos, a produgdo de anticorpos,

a conversdo entre isotipos e a geracdo de células B de



memdéria, Durante a diferenciacdo das células B, o antigénio
CD40 é expresso nas células pré-B mas perde-se em consequéncia
da diferenciacdo até plasmécitos.

O ligando de CD40 foi identificado na superficie celular
das células T activadas (Fenslow et al. (1992) J.
Immunol.149:655; Lane et al. (1992) Eur. J. Immunol. 22:2573;
Noelle et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:6550), mas
geralmente ndo & expresso pelas células T humanas em repouso.
O CD40L é uma glicoproteina transmembranar de tipo II que
possul homologia com o TNF-a (Armitage et al. (1992) Nature
357:80 e Spriggs et al. (1992) J. Exp. Med. 176:1543). O
dominio extracelular de CD40L contém dois residuos de arginina
em posicdo proximal relativamente a regido transmembranar,
proporcionando um potencial local de corte proteolitico gque da
origem a uma forma soltvel do ligando (sCD40L) . A
sobreexpressdo de CD40L causa doengas autoimunes semelhantes
ao lupus eritematoso sistémico em modelos de roedores (Higuchi
et al. (2002) J. Immunol. 168:9-12). Por contraste, a auséncia
de CD40L functional nas células T activadas causa o sindroma
de hiper-IgM ligado ao X (Allen et al. (1993) Science 259:990;
and Korthauer et al. (1993) Nature 361:539). Ainda, o blogueio
da interaccdo CD40/CD40L pode prevenir a rejeicdo de
transplantes em modelos de primatas ndo-humanocs. Ver, por
exemplo, Wee et al. (1992) Transplantation 53:501-7.

A expressdo de CD40 nas APCs desempenha um importante
papel co-estimulador na activacdo destas células. Por exemplo,
verificou-se que os anticorpos monoclonais (mAcs) agonistas
anti-CD40 mimetizam os efeitos das células T helper sobre a
activacdo das células B. Quando apresentados por células
aderentes gque expressam FcyRII, estes anticorpos induzem a
proliferacdo das células B (Banchereau et al. (1989) Science
251:70). Adicionalmente, o0s mAcs agonistas anti-CD40 podem

substituir o sinal das células T helper para a secrecdo de



IgM, IgG e IgE na presenga de IL-4 (Gascan et al. (1991) J.
Immunol. 147:8). Ainda, o0s mAcs agonistas anti-CD40 tém a
capacidade de evitar a morte celular programada (apoptose) das
células B isoladas a partir de nédulos linfaticos.

Estas e outras observacdes apoiam a teoria actual de que a
interacc&o entre o antigénio CD40 e o CD40L desempenha um
papel central na regulacdo das respostas imunes humorais e
mediadas por células. Os estudos mais recentes revelaram uma
participacdo bastante mais alargada da interacc¢do CD40/CD40L
em diversos processos fisioldgicos e patoldgicos.

A via de transducdo de sinal do CD40 depende da regulacéo
coordenada de muitos factores intracelulares. Tal como 0s
outros membros da familia de receptores do TNF, o CD40 reage
com as proteinas TRAF (Factores Associados ao Receptor do TNF)
tais como TRAFZ2 e TRAF3, as quais medeiam um sinal
intracelular na sequéncia da interacdo do CD40 com CD40L
(tanto o CD40L em fase s6lida como o CD40L soltvel). As TRAFs
transduzem um sinal para o nUcleo através das map kinases como
a NIK (kinase indutora de NF-xB) e das I-kappa B kinases (IKK
a/f), tendo como resultade final a activacdo do factor de
transcrigdo NF-xB (Young et al. (1998) Immunol. Today 19:502-
06). 2 sinalizacdo através de Ras e da via de MEK/ERK foi
também demonstrada num subconjunto de c¢élulas B. As vias
adicionais envolvidas na sinalizacdo celular por CD40 incluem
a via de PI3K/Akt e a via de P38 MAPK (Craxton et al. (1998)
J. Immunol. 5:439-447).

Verificou-se que a sinalizacdo através de CD40 evita a
morte celular por apoptose (Makus et al. (2002) J. Immunol.
14:973-982). 0Os sinais apoptdéticos sdo necessarios para
induzir a morte celular programada de uma forma coordenada. 0Os
sinais para a morte celular ©podem incluir estimulos
intrinsecos provenientes do interior da célula, tal como o©

stress do reticulo endoplasmatico, ou estimulos extrinsecos,



tal como a ligacdo de FasL ou de TNFo aos receptores. A via de
sinalizacdo é complexa, envolvendo a activacdo de caspases,
tais como as caspases 3 e 9, e da poli(ADP ribose) polimerase
(PARP) . Durante a cascata, as proteinas anti-apoptdticas de
sinalizacédo, tais como Mcl-1 e BCLx, e membros das proteinas
da familia IAP, tal como o Inibidor da Apoptose Ligado ao X
(XIAP), sofrem regulagdo negativa (Budihardjo et al. (1999)
Annu. Rev. Cell Dev. Bicl. 15:269-90). Por exemplo, nas
células dendriticas, a sinalizacdo celular por CD40 pode
bloquear o©s sinais de apoptose transduzidos por FaslL (Bjorck
et al. (1997) Int’l Immunol. 9:365-372).

Deste modo, a interaccdo entre CD40 e CDAOL e a
subsequente activacdo da sinalizacdo por CD40 constituem
passos necessarios para as respostas imunes normais; no
entanto, a desregulacdo da sinalizacdo por CD40 pode conduzir
a estados de doenca. Demonstrou-se ja que a via de sinalizacéo
por CD40 esta envolvida nas doencgas autoimunes (Ichikawa et
al. (2002) J. Immunol. 169:2781-7 e Moore et al. (2002) J.
Autoimmun. 19:139-45). Adicionalmente, a interaccdoc CD40/CD40L
desempenha um importante papel nos processos inflamatdrios.
Por exemplo, tanto o antigénio CD40 como o ligando de CD40 sé&o
sobreexpressos nas lesdes aterocesclerdticas humanas e
experimentais. A estimulacdo por CD40 induz a expressdo de
enzimas de degradacdo da matriz e &a expressdo de factor
tecidular nos tipos celulares associados a ateroma, tais como
células endoteliais, células do misculo liso e macrbéfagos.
Adicionalmente, a estimulacdo por CD40 induz a producdo de
citocinas pré-inflamatdérias tais como IL-1, IL-6 e IL-8, e de
moléculas de adesdoc tais como ICAM-1, E-selectina e VCAM. A
inibicdo da interaccdo CD40/CD40L previne a aterogénese em
modelos animais. Em modelos de transplante, o blogqueio da
interaccdo CD40/CD40L previne a inflamacdo. Verificou-se que a

ligag&o de CD40/CD40L actua sinergicamente com o péptido beta-



amildéide de Alzheimer para promover a activacdo microglial,
conduzindo deste modo a neurotoxicidade.

Nos pacientes com artrite reumatdide (AR), a expressédo de
CD40 estd aumentada nos condrdcitos articulares; assim, a
sinalizacdo por CD40 contribui provavelmente para a produgdo
de citocinas e de metaloproteinases da matriz prejudiciais.
Ver Gotcoh et al. (2004) J. Rheumatol. 31:1506-12. Ainda, foi
ja demonstrado que a amplificagdo da resposta inflamatdria
sinovial ocorre através da activacdo das proteina kinases
activadas por mitogénio (MAP) e pelo factor nuclear kappaB
(NFxB) em resultado da interaccdo com CD40 a nivel das células
sinoviais CDl14+ de pacientes com AR (Harigai et al. (2004)
Arthritis. Rheum. 50:2167-77). Num modelo experimental de AR,
0 tratamento com anticorpo anti-CD40L evitou a indugdo da
doenca, a inflamacdo das articulacbes e a producdo de
anticorpos anti-colagénio (Durie et al. (1993) Science
261:1328). Finalmente, em ensaios clinicos, verificou-se que a
inibicdo das células B CD20+ positivas em pacientes com AR
através da administrac&o de RITUXAN® (geralmente indicadc para
o linfoma a células B) melhora os sintomas (Shaw et al. (2003)
Ann. Rheum. Dis, 62:1i55-1159).

Verificou-se igualmente gque o bloqueio das interaccgdes
CD40/CD40L durante a apresentacdo do antigénio as células T
induz a tolerdncia das c¢élulas T. Assim, © Dblogueio da
interaccdo CD40/CD40L evita a activacdo inicial das células T,
ao mesmo tempo gue induz tolerédncia a longo prazo a re-
exposicdo ao antigénio.

Tendo em conta o papel critico da sinalizacdoc por CD40
mediada por CD40L na manutencdo de uma imunidade normal,
torna-se necessario desenvolver métodos que possibilitem a
intervencdo nesta via de sinalizacdo quando ocorre uma

desregulacao.



As patentes WO 01/83755, WO 02/28480 e WO 02/28904
descrevem anticorpos com a capacidade de se ligar ao CD4Q,
métodos para a producdoc desses anticorpos € métodos para O seu
uso.

Ellmark et al. (Immunology 2002, 106, 456-463) refere a
modulacdc da interacgdo CD40-ligando de CD40 usando fragmentos

de anticorpos de cadeia uUnica anti-CD40 humano.

BREVE RESUMO DA INVENCAO

A invencdo fornece um anticorpo monoclonal humano que tem
a capacidade de se ligar de modo especifico a um antigénio
CD40 humano expresso a superficie de uma célula que expressa o
CD40 humano, estando o dito anticorpo monoclonal
substancialmente isento de actividade agonista significativa,
quando se liga ao antigénio CD40 expressc a superficie da dita
célula, para uso num método para o tratamento de um individuo
humano que sofre de doenca inflamatdéria ou auto-imune,
caracterizado por compreender a administragdo ao dito
individuo de uma quantidade eficaz do anticorpo monoclonal
anti-CD40, sendo o dito anticorpo seleccionado a partir do
grupo gue consiste em:

a) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo capaz de
se ligar ao anticorpo monoclonal CHIR-5.9, que pode ser
obtido a partir da linha celular de hibridome depositada
na ATCC como Depdsito Patenteado N° PTA-5542, ou o
anticorpo monoclonal CHIR-12.12, que pode ser obtido a
partir da linha celular de hibridoma depositada na ATCC
como Depdsito Patenteado N° PTA-5543;

b) Um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-87 da sequéncia do CD40 humano

apresentada na SEQ ID NO:10 ou na SEQ ID NO:12;



¢) Um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-89 da sequéncia do CD40 humano
exposta na SEQ ID NO:10 ou na SEQ ID NO:12; e

d) Um anticorpo monoclonal que compete com o anticorpo
monoclonal CHIR-5.8, que pode ser obtido a partir da
linha <celular de hibridoma depositada na ATCC como
Depbsito Patenteado N° PTA-5542, ou com © anticorpo
monoclonal CHIR-12.12, que pode ser obtido a partir da
linha <celular de hibridoma depositada na ATCC como
Depdsito Patenteado N° PTA-5543, num ensaio de ligacéo
competitiva.

e) um anticorpo monoclonal que corresponde a um fragmento de
ligacdo ao antigénio de um anticorpo monoclonal segundo
qualquer um dos itens precedentes a)-d), em gque ©
referido fragmento retém a capacidade de se 1ligar
especificamente ao referido antigénio CD40 humano.

A invencdo propcrciona igualmente o uso de uma quantidade
eficaz de um anticorpo monoclonal humano anti-CD40, ¢ qual tem
a capacidade de se ligar especificamente a um antigénio CD40
humano gque ¢é expresso a superficie de uma célula humana que
expressa CD40, no fabrico de um medicamento destinado ao
tratamento de um individuo humano para a doenca auto-imune ou
inflamatdéria, estando o dito anticorpo isento de actividade
agonista significativa, quando se liga ao antigénio CD40
expresso a superficie da dita célula, sendo o dito anticorpo
monoclonal humano anti-CD40 seleccionado a partir do grupo que
consiste em:

a) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo capaz de
se ligar ao anticorpo monoclonal CHIR-5.9, que pode ser
obtido a partir da linha celular de hibridoma depositada
na ATCC como Depdsito Patenteado N° PTA-5542, ou o

anticorpo monoclonal CHIR-12.12, que pode ser obtidc a



partir da linha celular de hibridoma depositada na ATCC
como Depdsito Patenteado N° PTA-5543;

b) Um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-87 da sequéncia do CD40 humano
apresentada na SEQ ID NO:10 ou na SEQ ID NO:12;

c) Um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-89 da sequéncia do CD40 humano
exposta na SEQ ID NO:10 ocu na SEQ ID NO:12; e

d) Um anticorpo monoclonal gue compete com © anticorpo
monoclonal CHIR-5.9, que pode ser obtido a partir da
linha <celular de hibridoma depositada na ATCC como
Depdsito Patenteado N° PTA-5542, ou com o anticorpo
monoclonal CHIR-12.12, que pode ser obtido a partir da
linha <celular de hibridoma depositada na ATCC como
Depbdsito Patenteado N° PTA-5543, num ensaio de ligacédo
competitiva; e

e) um anticorpo monoclonal gue corresponde a um fragmento de
ligacdo ao antigénio de um anticorpo monoclecnal segundo
qualquer um dos itens precedentes a)-d), em dque O
referido fragmento retém & capacidade de se ligar
especificamente ao referido antigénio CD40 humano.

A invencdo fornece igualmente um anticorpo monoclonal
humano anti-CD40 que tem a capacidade de se ligar
especificamente ao antigénio CD40 humano, estando o dito
anticorpo monoclonal substancialmente isento de actividade
agonista significativa quando 1ligado ao antigénio CD40,
expresso a superficie da dita célula para uso num método
para tratar um induividuo humano da rejeicdo ao transplante,
sendo o dito método <caracterizado por compreender @ a
administracdo ao dito individuo uma quatidade eficaz do
anticorpo monoclonal anti-CD40 humano, e sendo o dito

anticorpo seleccionado a partir do grupo que consiste em:



a) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo capaz de
se ligar ao anticorpo monoclonal CHIR-5.9, que pode ser
obtido a partir da linha celular de hibridoma depositada
na ATCC como Depdsito Patenteado N° PTA-5542, ou o
anticorpo monoclonal CHIR-12.12, que pode ser obtido a
partir da linha celular de hibridoma depositada na ATCC
como Depdsito Patenteado N° PTA-5543;

b) Um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-87 da sequéncia do CD40 humano
apresentada na SEQ ID NO:10 ou na SEQ ID NO:12;

¢) Um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-89 da sequéncia do CD40 humano
exposta na SEQ ID NO:10 ou na SEQ ID NO:12; e

d) Um anticorpo monoclonal que compete com o anticorpo
monoclonal CHIR-5.9, que pode ser obtido a partir da
linha c¢elular de hibridoma depositada na ATCC como
Depbsito Patenteado N° PTA-5542, ou com © anticorpo
monoclonal CHIR-12.12, qgue pode ser obtido a partir da
linha <celular de hibridoma depositada na ATCC como
Depbsito Patenteado N° PTA-5543, num ensaio de ligacdo
competitiva; e

e) um anticorpo monoclonal que corresponde a um fragmento de

ligagdo ao antigénio de um anticorpo monoclcnal segundo
qualquer um dos itens precedentes a)-d), em que ©
referido fragmento retém a capacidade de se ligar
especificamente ao referido antigénio CD40 humano.

A invencdo proporciona igualmente o uso de uma quantidade
eficaz de um anticorpo monoclonal humano anti-CD40, o qual tem
a capacidade de se ligar especificamente a um antigénio CD40
humano gue é expresso a superficie de uma célula humana que
expressa CD40, no fabrico de um medicamento destinado ao
tratamento de um individuc humanco contra a rejeicdo de um

transplante, quando o dito anticorpo monoclonal se liga ao



antigénio CD40 que ¢é expresso a superficie da dita célulg,
sendo o dito anticorpo monoclonal humano anti-CD40
seleccionado a partir do grupo gue consiste em:

a) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo capaz de
se ligar ao anticorpo monoclonal CHIR-5.9, que pode ser
obtido a partir da linha celular de hibridoma depositada
na ATCC como Depdsito Patenteado N° PTA-5542, ou o
anticorpo monoclonal CHIR-12.12, que pode ser obtido a
partir da linha celular de hibridoma depositada na ATCC
como Depdsito Patenteado N° PTA-5543;

b) Um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-87 da sequéncia do CD40 humano
apresentada na SEQ ID NO:10 ou na SEQ ID NO:12;

¢) Um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende o0s residuos 82-89 da sequéncia do CD40 humano
exposta na SEQ ID NO:10 ou na SEQ ID NO:12; e

d) Um anticorpo monoclonal que compete com o anticorpo
monoclonal CHIR-5.9, que pode ser obtido a partir da
linha <celular de hibridoma depositada na ATCC como
Depbsito Patenteado N° PTA-5542, ou com © anticorpo
monoclonal CHIR-12.12, que pode ser obtido a partir da
linha celular de hibridoma depositada na ATCC como
Depdsito Patenteado N° PTA-5543, num ensaio de ligacédo
competitiva; e

e) um anticorpo monoclonal que corresponde a um fragmentc de
ligacdo ao antigénio de um anticorpo monoclonal segundo
qualquer um dos 1itens precedentes a)-d), em que O
referido fragmento retém a capacidade de se ligar
especificamente ao referido antigénio CD40 humano.

A invencdo fornece ainda um anticorpo monoclonal anti-CD40
humano que tem a capacidade de se ligar de modo especifico a
um antigénio CD40 humano expresso a superficie de uma célula

que expressa o CD40 humano, estando o dito anticorpo
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monoclonal isento de actividade agonista significativa quando
se liga ao antigénio CD40 expresso a superficie da dita
célula, para uso num método para o tratamento da artrite
reumatdide num individuo humano, caracterizado por compreender
a administracdo ao dito individuo de uma quantidade eficaz do
anticorpo monoclonal anti-CD40 humano, sendo o dito anticorpo
seleccionado a partir do grupo gue consiste em:

a) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo capaz de
se ligar ao anticorpo monoclonal CHIR-5.9, que pode ser
obtido a partir da linha celular de hibridoma depositada
na ATCC como Depdsito Patenteado N° PTA-5542, ou o
anticorpo monoclonal CHIR-12.12, que pode ser obtido a
partir da linha celular de hibridoma depositada na ATCC
como Depdsito Patenteado N° PTA-5543;

b) Um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-87 da sequéncia do CD40 humano
apresentada na SEQ ID NO:10 ou na SEQ ID NO:12;

¢) Um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-89 da sequéncia do CD40 humano
exposta na SEQ ID NO:10 ou na SEQ ID NO:12; e

d) Um anticorpo monoclonal que compete com o anticorpo
monoclonal CHIR-5.9, que pode ser obtido a partir da
linha celular de Thibridoma depositada na ATCC como
Depbsito Patenteado N° PTA-5542, ou com o anticorpo
monoclonal CHIR-12.12, qgue pode ser obtido a partir da
linha celular de Thibridoma depositada na ATCC como
Dep6sito Patenteado N° PTA-5543, num ensaio de ligacédo
competitiva; e

e) um anticorpo monoclonal que corresponde a um fragmentoc de
ligacdo ao antigénio de um anticorpo monoclonal segundo
qualquer um dos itens ©precedentes a)-d), em que o
referido fragmento retém a capacidade de se ligar

especificamente @0 referido antigénio CD40 humano.
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A invencdo proporciona igualmente o uso de uma quantidade
eficaz de um anticorpo monoclonal humano anti-CD40, o qual tem
a capacidade de se ligar especificamente a um antigénio CD40
humano gue é expresso a superficie de uma célula humana que
expressa CD40, no fabrico de um medicamento destinado ao
tratamento de um individuo humano com artrite rematdide,
estando o dito anticorpo isento de actividade agonista
significativa, e wverificando-se que, quando se liga ao
antigénio CD40 que ¢é expresso a superficie da dita célulg,
sendo 0 dito anticorpo monoclonal humano anti-Cbh40
seleccionado a partir do grupo gue consiste em:

a) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo capaz de
se ligar ao anticorpo monoclonal CHIR-5.9, que pode ser
obtido a partir da linha celular de hibridoma depositada
na ATCC como Depdsito Patenteado N° PTA-5542, ou o
anticorpo monoclonal CHIR-12.12, que pode ser obtido a
partir da linha celular de hibridoma depositada na ATCC
como Depdsito Patenteado N° PTA-5543;

b) Um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-87 da sequéncia do CD40 humano
apresentada na SEQ ID NO:10 ou na SEQ ID NO:12;

¢) Um anticorpo monoclonal gque se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-89 da sequéncia do CD40 humano
exposta na SEQ ID NO:10 ou na SEQ ID NO:12; e

d) Um anticorpo monoclonal que compete com o anticorpo
monoclonal CHIR-5.9, que pode ser obtido a partir da
linha c¢elular de Thibridoma depositada na ATCC como
Depdsito Patenteado N° PTA-5542, ou com o anticorpo
monoclonal CHIR-12.12, gue pode ser obtido a partir da
linha <celular de hibridoma depositada na ATCC como
Depbsito Patenteado N° PTA-5543, num ensaio de ligacédo

competitiva; e



e) um anticorpo monoclonal que corresponde a um fragmentoc de
ligacdo ao antigénio de um anticorpo monoclonal segundo
qualquer um dos itens precedentes a)-d), em gque ©
referido fragmento retém a capacidade de se ligar

especificamente ao referido antigénio CD40 humano.

Outros aspectos da invencdo encontram-se expostos nas

Reivindicacbes anexas.

BREVE SUMARIO DA EXPOSICAO

Sao apresentados métodos para o tratamento duma doenca
auto-imune e/ou inflamatdéria num individuo humano,
caracterizados por compreender a administracdo ao individuo de
um anticorpo anti-CD40 ou de um seu fragmento de ligac&o ao
antigénio que é isento de actividade agonista significativa
quando ligado a um antigénio CD40 numa célula humana que
expressa CD40. S&o igualmente apresentados métodos para a
inibir a resposta de células que expressam © antigénio CD40.
Os anticorpos antagonistas anti-CD40 para uso na presente
invencdo possuem uma elevada afinidade para o CD40. Estes
anticorpos monoclonais e seus fragmentos de ligacdo ao
antigénio tém & capacidade de se ligar especificamente a um
antigénio CD40 humano expresso a superficie de uma célula
humana. Estdc isentos de actividade agonista significativa mas
exibem actividade antagonista guando ligados ao antigénic CD40
em células humanas. Em uma das formas de realizacdo, o©
anticorpo anti-CD40 ou seu fragmento exibe actividade
antagonista quando 1ligado ao antigénio CD40 em células
apresentadoras de antigénio tais como as células B.

Os anticorpos antagonistas s&c especialmente Uteis na
prevencdo, melhoria ou tratamento de doencas que compreenden
um componente autoimune e/ou inflamatéric. FEstas doengas

incluem, de modo ndo limitativo, doencas autoimunes e

13



inflamatdérias como o lipus eritematoso sistémico (LES), lupus
discéide, lupus nefritico, sarcoidose, artrite inflamatéria,
incluindo, de modo ndo limitativo, artrite Jjuvenil, artrite
reumatdide, artrite psoriatica, sindroma de Reiter,
espondilite anguilosante e artrite gotosa, rejeigdo do
transplante de um orgdo ou tecido, rejeicdo hiperaguda, aguda
ou crbnica e/ou doenca de enxerto versus hospedeiro, esclerose
moltipla, sindroma de hiper-IgE, poliarterite nodosa, cirrose
biliar primaria, doenca inflamatdéria do intestino, doenca de
Crohn, doenca <celiaca (enteropatia sensivel ao gluten),
hepatite autoimune, anemia perniciosa, anemia hemolitica
autoimune, psoriase, escleroderma, miastenia gravis, purpura
trombocitopénica autoimune, tiroidite autoimune, doenca de
Graves, tiroidite de Hashimoto, doenca por complexos imunes,
sindroma de disfuncdo imune e fadiga crdénica (CFIDS),
polimiosite e dermatomiosite, crioglobulinémia, trombdlise,
cardiomiopatia, pénfigo, fibrose pulmonar intersticial,
sarcoidose, diabetes mellitus Tipo I e Tipo 1T,
hipersensibilidade retardada dos tipos 1, 2, 3 e 4, alergias
ou disttrbios alérgicos, respostas imunes n&o
desejadas/imprevistas a proteinas terapéuticas, asma, sindroma
de Churg-Strauss (granulomatose alérgica), dermatite atdpica,
dermatite alérgica e de irritacdo por contacto, urticarisa,
alergias mediadas por IgE, aterosclerocse, vasculite, miopatias
inflamatérias idiopaticas, doenca hemolitica, doenca de
Alzheimer, polineuropatia inflamatdéria desmielinizante crénica

e semelhantes.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 expde as sequéncias de aminocdcidos das cadeias
leves e pesadas do mAc CHIR-12.12. As regides leader (residuos
1-20 da SEQ ID NO:2), variavel (residuos 21-132 da SEQ 1ID
NO:2), e constante (residuos 133-239 da SEQ ID NO:2) da cadeia
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leve sdo apresentadas na Figura 1A. As regides leader
(residuos 1-19 da SEQ ID NO:4), variadvel (residuos 20-139 da
SEQ ID NO:4), e constante (residuos 140-469 da SEQ ID NO:4) da
cadeia ©pesada sdo apresentadas na Figura 1B. A regido
constante alternativa para a cadeia pesada do mAc CHIR-12.12
apresentada na Figura 1B reflecte a substitui¢do de um residuo
de alanina por um residuo de serina na posicdo 153 da SEQ ID
NO:4. A sequéncia completa para esta variante da cadeia pesada
do mAc CHIR-12.12 é apresentada na SEQ ID NO:5.

A Figura 2 mostra a sequéncia codificante para a cadeia
leve (Figura 2A; SEQ ID NO:1) e para a cadeia pesada (Figura
2B; SEQ ID NO:3) do mAc CHIR-12.12.

A Figura 3 apresenta as sequéncias de aminodcidos para as
cadeias de aminoacidos leve e pesada do mAc CHIR-5.9. As
regides leader (residuos 1-20 da SEQ ID ©NO:6), variavel
(residuos 21-132 da SEQ ID NO:6), e constante (residuos 133-
239 da SEQ ID NO:6) da cadeia leve sdo apresentadas na Figura
3A. As regibdes leader (residuos 1-19 da SEQ ID NO:7), variavel
(residuos 20-144 da SEQ ID NO:7), e constante (residuos 145-
474 da SEQ ID NO:7) da cadeia pesada sdo apresentadas na
Figura 3B. A regido constante alternativa para a cadeia pesada
do mAc CHIR-5.9 apresentada na Figura 3B reflecte a
substituicdo de um residuo de alanina por um residuo de serina
na posicdo 158 da SEQ ID NO:7. A sequéncia completa para esta
variante da cadeia pesada do mAc CHIR-5.9 & apresentada na SEQ
ID NO:8.

A Figura 4 mostra a sequéncia codificante (Figura 42; SEQ
ID NO:9) para a isoforma curta do CD40 humano (sequéncia de
aminoacidos apresentada na Figura 4B; SEQ ID NO:10), e a
sequéncia codificante (Figura 4C; SEQ ID NO:11) para a
isoforma longa do CD40 humano (sequéncia de aminodcidos

apresentada na Figura 4D). A Figura 5 mostra a temperatura de
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fusdo térmica do CHIR-12.12 em diferentes formulacgdes de pH,

medida por calorimetria diferencial de varrimentoc (DSC).

DESCRICAQ DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a métodos para tratamento de
doengas inflamatdédrias e auto-imunes utilizando anticorpos com
forte afinidade para o antigénio de superficie celular CD40.
Estes anticorpos anti-CD40 e os seus fragmentos de ligacgdo ao
antigénio s&o isentos de actividade agonista significativa e
exibem actividade antagonista guando ligados ao antigénic CD40
em células que expressam CD40.

“Anticorpos” e “imunoglobulinas” (Igs) sdo glicoproteinas
que possuem as mesmas caracteristicas estruturais. Enquanto
que o8 anticorpos exibem especificidade de ligacdo a um
antigénio, as imunoglobulinas incluem tanto os anticorpos como
outras moléculas semelhantes a anticorpos que ndo possuen
especificidade antigénica. Os polipéptidos deste Ultimo tipo
s&do, por exemplo, produzidos em baixos niveis pelo sistema
linfdide e em niveis aumentados pelos mielomas.

0 termo “anticorpo” & usado no sentido mais lato e abrange
anticorpos de estrutura completa, fragmentos de anticorpos que
se podem ligar ao antigénio (p.ex., Fab’, F'(Ab)., Fv,
anticorpos de cadeia tnica, diacorpos), e péptidos
recombinantes compreendendo os aqui referidos.

O termo “anticorpc monoclonal”, tal como aqui é usado,
refere-se a um anticorpo obtido a partir de uma populacdo de
anticorpos substancialmente homogénea, i.e., o0s anticorpos
individuais que formam a ©populacdo sdo i1dénticos excepto
quanto a possiveis mutag¢bes de ocorréncia natural que estejam
presentes em quantidades diminutas.

Os “anticorpos nativos” e as “imunoglobulinas nativas” sé&o
geralmente glicoproteinas heterotetraméricas com cerca de

150.000 daltons, compostas por duas cadeias leves (L)

16



idénticas e por duas cadeias pesadas (H) idénticas. Cada
cadeia 1leve estd ligada a uma cadeia pesada através de uma
ligacdo dissulfito covalente, enqguanto gque entre as cadeias
pesadas o nUmero de ligacbes dissulfito wvaria segundo os
diferentes isotipos de imunoglobulinas. Cada cadeia leve e
pesada possul ainda pontes dissulfito intra-cadeia a espacos
regulares. Cada cadeia pesada possul numa extremidade um
dominio variavel (Vy) seguido por diversos dominios constantes.
Cada cadeia 1leve ©possui um dominio wvaridvel (Vi) numa
extremidade ¢ um dominio constante na sua outra extremidade; o
dominio constante da cadeia leve estd alinhado com o primeiro
dominio constante da cadeia pesada, e o dominio wvaridvel da
cadeia leve estd alinhado com o dominio varidvel da cadeia
pesada. Cré-se que certos residuos particulares de amincdcidos
formem uma interface entre os dominios varidveis das cadeias
leves e pesadas.

O termo “wariavel” refere-se ao facto de que certas
porcdes dos dominics varidveis diferem extensamente quanto a
sequéncia entre os diversos anticorpos e estdo envolvidas na
ligagédo e especificidade de cada anticorpo particular para ©
seu antigénio particular. No entanto, a variabilidade n&o se
encontra distribuida de modo uniforme ao longo dos dominios
varidveis dos anticorpos, mas sim  concentrada em trés
segmentos designados por regides determinantes da
complementaridade (CDRs) ou regides hipervaridveis que existem
nos dominios varidveis tanto das cadeias leves como das
cadeias pesadas. As porgles mais altamente conservadas dos
dominios variédveis s&o designadas por regides de “framework”
(FR). Cada um dos dominios varidveis das cadeias pesadas e
leves nativas compreende quatro regides FR, as quais se
encontram principalmente numa configuracdo em folha B, ligadas
por trés CDRs, as quais formam “loops” que ligam, e em alguns

casos integram, a estrutura em folha [. As CDRs em cada cadeia
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s&do mantidas em estreita proximidade por meic das regides FR
e, Jjuntamente com as CDRs da outra cadeia, contribuem para a
formacdo do local de ligacd&o ao antigénic nos anticorpos (ver
Kabat et al. (1991) NIH Publ. No. 91-3242, Vol. 1, pags. 647-
669) .

Os dominios constantes ndo se encontram directamente
envolvidos na ligacdo de um anticorpo a um antigénio, mas
exibem diversas func¢des efectoras, tais como a 1ligagdo ao
receptor de Fc¢ (FcR), a ©participacdo do anticorpo na
toxicidade celular dependente de anticorpos, a opsonizacdo, a
iniciacdo da citotoxicidade dependente do complemento e a
desgranulacdo dos mastécitos.

O termo “regido hipervariével”, tal como aqui ¢é usado,
refere-se aos residuos de aminocédcidos de um anticorpo que s&o
responsaveis pela ligacdo ao antigénio. A regido hipervariavel
compreende residuos de amino&cidos de uma “regido determinante
da complementaridade” ou “CDR” (i.e., o0s residuos 24-34 (Ll),
50-56 (L2) e 89-97 (L3) no dominio variavel da cadeia leve e
31-35 (H1), 50-65 (H2) e 95-102 (H3) no dominio varidvel da
cadeia pesada; Kabat et al. (1991), Sequences of Proteins of
Immunological Interest (5% Ed., Public Health Service,
National Institute of Health, Bethesda, MD) e/ou os residuos
de um “loop hipervaridvel” (i.e., 0s residuos 26-32 (L1l), 50-
52 (L2) e 91-96 (L3) no dominio varidvel da cadeia leve e 26-
32 (H1), 53-55 (H2) e 96-101 (H3) no dominio wvariavel da
cadeia pesada; Clothia e Lesk (1987), J. Mol. Biol. 196:901-
917) .

Os residuos “de framework” ou "“FR” sdo os residuos do
dominio wvariavel que ndo fazem parte dos residuos da regido
hipervaridvel.

Os “fragmentos de anticorpos” compreendem uma porc¢do de um
anticorpo intacto, preferencialmente a regido de ligacdo ao

antigénio ou a regido wvaridvel do anticorpo intacto. Os
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exemplos de fragmentos de anticorpos incluem os fragmentos
Fab, Fab’, F(ab')2 e Fv; diacorpos; anticorpos lineares
(Zapata et al. (1995) Protein Eng. 8(10):1057-1062); moléculas
de anticorpo de cadeia tunica; e anticorpos multiespecificos
formados a partir de fragmentos de anticorpos. A digestéo dos
anticorpos pela papaina produz dois fragmentos idénticos de
ligacdo ao antigénio, designados por fragmentos “Fab”, cada um
com um Unico local de ligacdo ao antigénio, e um fragmento
residual “Fc¢”, cujo nome reflecte a sua capacidade para
cristalizar com facilidade. O tratamento com pepsina fornece
um fragmento F(ab’)2 que possui dois locais de combinac&o com
0 antigénio e tem a capacidade de estabelecer duas ligacgdes
com os antigénios.

“Ev” corresponde ao minimo fragmento de anticorpo que
contém um local completo de reconhecimento e ligacdo a&o
antigénio. Num elemento Fv de duas cadeias, esta regido
consiste num dimero de um dominio variavel de cadeia pesada e
um dominio varidvel de cadeia leve em estreita associacdo nédo
covalente. Num elemento Fv de cadeia tnica, um dominio
varidvel de cadeia pesada e outro de cadeia leve podem estar
covalentemente ligados por um linker peptidico flexivel de
modo a que as cadeias pesada e leve se possam associar numa
estrutura “dimérica” andloga a de um elemento Fv de duas
cadeias. E nesta configuracdo que as trés CDRs de cada dominio
variavel interagem para definir wum local de ligag¢do ao
antigénio a superficie do dimero Vyz-V-. Colectivamente, as seis
CDRs conferem ao anticorpo a especificidade de 1ligacdo ao
antigénio. No entanto, mesmo um s6 dominio varidvel (ou metade
de um Fv compreendendo apenas trés CDRs especificos para um
antigénio) tem a capacidade de reconhecer e de se ligar a um
antigénio, se bem gue com uma afinidade mais baixa do gue a do

local de ligacdo completo.
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0 fragmento Fab contém igualmente o dominio constante da
cadeia leve e o primeiro dominio constante (Cyl) da cadeia
pesada. Os fragmentos Fab diferem dos fragmentos Fab’ pela
adicdo de alguns residuos a extremidade carboxilica do dominio
de cadeia pesada Cgl, incluindo uma ou mais cisteinas da regiéo
de “dobradig¢a” do anticorpo. Fab’-SH é a designacdo aqui dada
a um Fab’ no qual o(s) residuo(s) de cisteina dos dominios
constantes integra(m) um grupo tiol livre. 0Os fragmentos de
anticorpo F(ab’)2 foram originalmente produzidos como pares de
fragmentos Fab’ possuindo cisteinas de “dobradica” entre
ambos. S&0 ainda conhecidas outras associagdes guimicas entre
fragmentos de anticorpos.

As “cadeias leves” de anticorpos (imunoglcbulinas) de
qualquer espécie de vertebrado podem pertencer a um de dois
tipos claramente distintos, designados por kappa (k) e lambda
(A) segundo as sequéncias de aminodcidos dos seus dominios
constantes.

As imunoglobulinas dividem-se em classes diferentes
consoante a sequéncia de aminoacidos do dominio constante das
suas cadeias pesadas. Existem cinco <classes principais de
imunoglobulinas humanas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, e algumas
destas podem ainda subdividir-se em subclasses (isotipos),
p.ex., IgGl, 1IgG2, 1IgG3, 1gG4, IgAl e IgA2. Os dominios
constantes de cadeia pesada que correspondem as diferentes
classes de imunoglobulinas s&o designados por alfa, delta,
épsilon, gama e mu, respectivamente. As estruturas das
subunidades e a configurac&o tridimensional das diferentes
classes de imunoglobulinas sdo bem conhecidas. 0Os diferentes
isotipos possuem diferentes func¢des efectoras. Por exemplo, 0s
isotipos humanos IgGl e IgG3 medeiam a actividade citotdxica
mediada por células e dependente de anticorpo (ADCC).

0 termo “marcador”, tal como aqui é usado, refere-se a um

composto ou composicdo detectavel que € conjugado directamente
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ou indirectamente com o anticorpo para gerar um anticorpo
“marcado”. O marcador poderd ser detectavel por si sb6 (p.ex.,
marcadores radioisotépicos ou marcadores fluorescentes) ou, no
caso de um marcador enzimatico, podera catalisar a alteracio
gquimica de um compostc ou composicdo de substrato que é
detectavel.

O termo “antagonista” & usado no seu sentido mais lato e
inclui gualquer molécula que Dblogueia parcialmente ou
completamente, inibe ou neutraliza uma actividade biocldgica de
um alvo nativo aqui exposto, ou a transcricdo ou tradugéo
deste.

A designacdo “weiculos”, tal como aqui é usada, inclui
veiculos farmaceuticamente aceitéveis, excipientes ou
estabilizadores que ndo s&o tdéxicos para a célula ou mamifero
que a estes & exposto as dosagens e concentracdes utilizadas.
Frequentemente o} veiculo fisiologicamente aceitavel
corresponde a uma solucdo aquosa de pH tamponado. 0s exemplos
de wveiculos fisiologicamente aceitaveis incluem tampdes tais
como fosfato, citrato, succinato e outros &cidos orgénicos;
antioxidantes, incluindo 4&cido ascérbico; polipéptidos de
baixoc peso molecular (com menos de 10 residucs); proteinas,
tal como albumina sérica, gelatina ou imunoglobulinas;
polimeros hidrofilicos tal como a polivinilpirrolidona;
aminoadcidos tais como glicina, glutamina, asparagina, arginina
ou lisina; monosacaridos, disacaridos e outros hidratos de
carbono, incluindo glucose, manose ou dextrinas; agentes
quelantes como o EDTA; aclcares alcodlicos tails como manitol
ou sorbitol; contra-ides formadores de sais tais comoc o sddio;
e/ou surfactantes néo iénicos tais como Tween,

w

polietilenoglicol (PEG) e plurdnicos. A administracgédo em

144

combinacdo com” um ou mais agentes terapéuticos adicionais
inclui a administracdo simulténea (em conjunto) e a

administracdo consecutiva em qualquer ordem,
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0 termo “célula hospedeira”, tal como aqui & usado,
refere-se a um microorganismo ocu a uma célula ou linha celular
eucaridtica cultivada como entidade unicelular que poderad ser,
ou foi, usada como receptor para um vector recombinante ou
para outros polinucledtidos de transferéncia, e inclui a
descendéncia da célula original que foi transfectada. Deve
entender-se que a descendéncia de uma Unica célula poderd néo
ser necessariamente idéntica por completo, em morfclogia ou em
DNA genémico ou total, a célula progenitora original, devido
aos fendmenos de mutacido natural, acidental ou deliberada.

As “células efectoras humanas” sdoc leucdcitos que

expressam um ou mais FcRs e que realizam fungdes efectoras.

Preferencialmente, as células expressam pelo menos FcyRIII e
desempenham a funcdo efectora de citotoxicidade mediada por
células e dependente do antigénio (ADCC). Os exemplos de
leucdcitos humanos que funcionam como mediadores na ADCC
incluem as c¢élulas mononucleares do sangue periférico (CMSP),
células natural killer (NK) , mondcitos, macréfagos,
eosindfilos e neutrdéfilos, sendo preferidas as CMSP e &s
células NK. Os anticorpos com actividade ADCC sdo tipicamente
dos isotipos IgGl ou IgG3. De notar que, para além de isolar
anticorpcs IgGl e IgG3, ©poderdo produzir-se anticorpos
mediadores da ADCC construindo-os a partir de wuma regido
varidvel de um anticorpo ndo-ADCC, ou de um fragmento da
regido varidvel, e de uma regido constante do isotipo IgGl ou
IgG3.

Os termos “receptor de Fc¢” ou “FcR” s&8o usados para
descrever um receptor que se liga a regido Fc de um anticorpo.
O FcR preferido é um FcR humano de sequéncia nativa. Ademais,
um FcR preferido serd agquele que se liga a um anticorpo IgG

(um receptor gama) , estando incluidos receptores das

subclasses FcyRI, FcyRII e FcyRIITI e também as variantes

alélicas e as formas de splicing alternativo destes



receptores. 0s receptores FcYyRII incluem FcyRIIA (um “receptor

activador”) e FcyYRIIB (um “receptor inibidor”), os quails tém
sequéncias de aminoacidos semelhantes que diferem
principalmente nos seus dominios citoplasméaticos. O receptor
activador  FcyRIIA contém um motivo de activacdo do
imunoreceptor baseado em tirosina (ITAM) no seu dominio
citoplasmético. O receptor inibidor FcyRIIB contém um motivo de
inibic&o do imunoreceptor baseado em tirosina (ITIM) no seu
dominio citoplasmatico (ver Daeron (1997) Annu. Rev. Immunol.
15:203-234). 0Os FcRs sdo expostos em Ravetch e Kinet (1991)
Annu. Rev. Immunol. 9:457-492 (1991); Capel et al. (1994)
Immunomethods 4:25-34; e de Haas et al. (1995) J. Lab. Clin.
Med. 126:330-341. COutros FcRs, incluindo o©os que serédo
identificados no futuro, sdo abrangidos pelo termo “FcR” agui
citado. O termo inclui igualmente o receptor neonatal, FcRn,
que é responsavel pela transferéncia de IgGs maternas para ©
feto (Guyer et al. (1976) J. Immuncl. 117:587 e Kim et al.
(1994) J. Immunol. 24:249 (1994)).

Existem diversas vias para fabricar anticorpos humanos.
Por exemplo, as células secretoras poderdo ser imortalizadas
por infeccdo pelo virus de Epstein-Barr (EBV). No entanto, as
células infectadas pelo EBV sdo dificeis de <c¢lonar e
geralmente produzem rendimentos relativamente baixos de
imunoglobulinas (James e Bell (1987) J. Immunocl. Methods
100:5-40) . No futuro, a imortalizacdoc de células B humanas
poderd vir a ser atingida através da introdugdo de uma
combinacio definida de genes transformantes. Esta
possibilidade é evidenciada por uma demonstracdo recente de
que a expressdo da subunidade <catalitica da telomerase,
juntamente com a grande oncoproteina de SV40 e com um alelo
oncogénico de H-ras, resultou na conversdo tumorigénica de

células epiteliais e de fibroblastos humanos normais (Hahn et
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al. (1999) Nature 400:464-468). E presentemente possivel
produzir animais transgénicos (p.ex., ratinhos) que tém a
capacidade de, apds imunizacdo, produzir diversos anticorpos
humanos na auséncia de producdo enddégena de imunoglobulinas
(Jakobovits et al. (1993) Nature 362:255-258; Lonberg e Huszar
(1995) Int. Rev. Immunol. 13:65-93; Fishwild et al. (1996)
Nat. Biotechnol. 14:845-851; Mendez et al. (1997) Nat. Genet.
15:146-156; Green (1999) J. Immunol. Methods 231:11-23;
Tomikuza et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:722-727;
revisto em Little et al. (2000) Immunol. Today 21:364-370).
Por exemplo, tem sido descrito que a deleccd@o homozigdtica do
gene codificando para a regido de juncdo da cadeia pesada dos
anticorpos (Jg) em ratinhos mutantes quiméricos e de 1linha
germinal resulta numa inibicdo completa da producdo endbgena
de anticorpos (Jakobovits et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90:2551-2555). A transferéncia do conjunto de genes de
imunoglobulinas da linha germinal humana para estes ratinhos
mutantes de linha germinal resulta na producdo de anticorpos
humanos apds estimulagdo com antigénio (Jakobovits et al.
(1993) Nature 362:255-258). Mendez et al. (1997) (Nature
Genetics 15:146-156) criaram uma linha de ratinhos
transgénicos que, quando estimulados por um antigénio, geram
anticorpos inteiramente humanos de alta afinidade. Tal foi
atingido por integracdo, na linha germinal, de locus de
cadeias pesadas e de cadeias leves de uma megabase humana em
ratinhos com deleccdo no segmento enddgeno Jy, tal como acima
descrito. Estes ratinhos (tecnologia Xenomouse® II (Abgenix;
Fremont, California)) s&o portadores de 1.020 kb de locus de
cadeias pesadas humanas contendo aproximadamente 66 genes Vg,
regides Dy e Jy completas, e trés regibes constantes
diferentes, sendo ainda portadores de 800 kb de um locus «x
humano contendo 32 genes Vk, segmentos Jk e genes Cx. Os

anticorpos produzidos nesses ratinhos assemelham-se de perto
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aos encontrados nos seres humanos em todos os aspectos,
incluindo o© rearranjo de genes, a associacdo de cadeias e o
repertério. Os anticorpos humanos sdo exXpressos
preferencialmente aos anticorpos enddgenos devido a deleccgédo
do segmento enddgeno que inviabiliza o rearranjo de genes no
locus murino. Tais ratinhos poderdo ser imunizados com um
antigénio de interesse particular.

Os soros de tais animais imunizados podem ser rastreados
quanto & reactividade dos anticorpos contra o antigénio
inicial. Os linfécitos podem ser isolados a partir de nédulos
linfaticos ou de esplendcitos e podem ainda ser seleccionadas
as células B por meio da seleccdo de células CD138-negativas e
CD19-positivas. Em um dos aspectos, tais culturas de células B
(CCBs) podem ser fundidas a células de mieloma para gerar
hibridomas, tal como particularizado acima.

Em outro aspecto, tais culturas de células B podem ser
ainda analisadas quanto a reactividade contra o antigénio
inicial, de preferéncia. Tal andlise inclui ELISA com ©
alvo/proteina antigénica, um ensaio de competicdo com
anticorpos conhecidos que se ligam ao antigénio de interesse,
e a ligacdo in vitro a células CHO ou outras transitoriamente
transfectadas que expressam ¢ antigénio alvo.

A presente invengidc relaciona-se com composigdes e métodos
para o tratamento de individuos humanos com doengca autoimune
e/ou doenca inflamatdria. Os métodos envolvem o tratamento com
um anticorpo anti-CD40 agui descrito, ou com um seu fragmento
de ligacdo ao antigénio, sendo que a administrac&o do
anticorpo ou do fragmento de ligacdo ao antigénio promove uma
resposta terapéutica positiva no individuo que é submetido a
este método terapéutico. 0Os métodos e composicbes s&o
especialmente Uteis no tratamento de doencas que incluem, de
modo n&oc limitativo, doencas auto-imunes tais como: lupus

eritematoso sistémico (LES), lipus discdide, lupus nefritico,
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sarcoidose, artrite inflamatdéria, incluindo artrite juvenil,
artrite reumatdide, artrite psoridtica, sindroma de Reiter,
espondilite anquilosante e artrite gotosa, rejeicdo de um
transplante de orgdo ou tecido, rejeicdo hiperaguda, aguda ou
crébnica e/ou doenca de enxerto versus hospedeiro, esclerose
moltipla, sindroma de Thiper-IgE, poliarterite nodosa, cirrose
biliar primaria, doenca inflamatéria do intestino, doenca de
Crohn, doengca <celiaca (enteropatia sensivel ao gluten),
hepatite autoimune, anemia perniciosa, anemia hemolitica
autoimune, psoriase, escleroderma, miastenia gravis, purpura
trombocitopénica autoimune, tiroidite autoimune, doenca de
Graves, tiroidite de Hashimoto, doenca por complexos imunes,
sindroma de disfuncdo imune e fadiga croénica (CFIDS),
polimiosite e dermatomiosite, crioglobulinémia, trombdlise,
cardiomiopatia, pénfigo vulgaris, fibrose pulmonar
intersticial, diabetes mellitus Tipo I e Tipo II e
semelhantes. Adicionalmente estes anticorpos antogonistas
anti-CD40 e os seus fragmento de 1ligacdo ao antigénio sé&o
especialmente Uteis no tratamento de doencas associadas a
inflamacéo, incluindo, de modo néao limitativo,
hipersensibilidade retardada dos tipos 1, 2, 3 e 4, alergias
ou disturbios alérgicos, respostas imunes
indesejadas/inesperadas a proteinas terapéuticas (ver, por
exemplo, o Pedido de Patente dos EUA No. US 2002/0119151 e
Koren et al. (2002) Curr. Pharm. Bictechnol. 3:349-60), asma,
sindroma de Churg-Strauss (granulomatose alérgica), dermatite
atdépica, dermatite alérgica e de irritacdc por contacto,
urticéria, alergias mediadas por IgE, aterosclerose,
vasculite, miopatias inflamatdérias idiopéticas, doenca
hemolitica, doenca de Alzheimer, polineuropatia inflamatédria
desmielinizante crénica e semelhantes.

Os anticorpos anti-CD40 adequados para uso com 08 métodos

da invencdo ligam-se especificamente a um antigénio CD40
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humano expresso a superficie de uma célula humana e séo
isentos de actividade agonista significativa, mas exibem
actividade antagonista quando ligados ao antigénio CD40 de uma
célula humana que expressa o CD40 humano. Estes anticorpos
anti-CD40 e seus fragmentos de ligacdo ao antigénio sé&o
referidos comc anticorpos antagonistas  anti-CD40. Tais
anticorpos incluem, de modo n&oc limitative, os anticorpos
monoclonais inteiramente humanos CHIR-5.9 e CHIR-12.12 abaixo
descritos e o0s anticorpos monoclonais que possuem  &s
caracteristicas de ligacdo dos anticorpos monoclonais CHIR-5.9
e CHIR-12.12. Estes anticorpos monoclonais, gque podem ser
produzidos por via recombinante, s&o abaixo descritos.

Os anticorpos que possuem as caracteristicas de ligacéo
dos anticorpos monoclonais CHIR-5.8 e CHIR-12.12 incluem o0s
anticorpos que interferem competitivamente com a ligacdo &ao
CD40 e/ou que se ligam aos mesmos epitopos a que se ligam
CHIR-5.9 e CHIR-12.12. Um perito na técnica poderd determinar,
recorrendo a métodos padronizados, se um dado anticorpo
interfere competitivamente com CHIR-5.9 ou CHIR-12.12.

Quando estes anticorpos se ligam ao CD40 exposto a
superficie de células humanas, tais como células B humanas,
células T, células denditricas, células endoteliais, plaquetas
activadas, células do masculo 1liso wvascular inflamadas,
eosindfilos, membranas sinoviails, fibroblastos dérmicos, e
semelhantes, o0s anticorpos sdo isentos de actividade agonista
significativa; em algumas formas de realizacdo, a sua ligacéo
ao CD40 exposto & superficie das células humanas resulta na
inibicdo da activacdo e diferenciacdo dessas células humanas.
Assim, os anticorpos antagonistas anti-CD40 adequados para uso
com os métodos da invencdo incluem o©s anticorpos monoclonais
que tém a capacidade de exibir actividade antagonista face a
células humanas normais e anormais que expressam o antigénio

de superficie celular CD40.
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Anticorpos Antagonistas Anti-CD40

Os anticorpos monoclonais CHIR-5.9 e CHIR-12.12
representam anticorpos antagonistas anti-CD40 adeguados para
uso na presente invencdo. 0Os anticorpos CHIR-5.9 e CHIR-12.12
sdo anticorpos monoclonais anti-CD40 inteiramente humanos do
isotipo IgG; produzidos pelas linhas celulares de hibridoma
131.2F8.5.9 (agqui referida como linha celular 5.9) e
153.8E2.D10.D6.12.12 (aqui referida como linha celular 12.12).
Estas linhas celulares foram criadas usando esplendécitos de
ratinhos =xenotipicos imunizados contendo o locus da cadeia
pesada de IgG; humana e o locus da cadeia ¥ humana (tecnologia
Xenomouse®; Abgenix; Fremont, California). Os esplendcitos
foram fundidos com as células SP2/0 de mieloma de ratinho
(Sierra BioSource). Os hibridomas resultantes foram sub-
clonados por diversas vezes para criar as linhas celulares
monoclonais estédveis 5.9 e 12.12. 0Os outros anticorpos da
invencdo podem ser preparados de modo similar usando ratinhos
transgénicos para os locus de imunoglobulinas humanas ou por
outros métodos conhecidos da técnica e/ou aqui descritos.

As sequéncias de aminoadcidos das regides leader, varidvel
e constante da cadeia leve e da cadeia pesada do mAc CHIR-
12.12 sdo expostas nas Figuras 1A e 1B, respectivamente. Ver
igualmente a SEQ ID NO:2 (sequéncia completa da cadeia leve do
mAc CHIR-12.12), SEQ ID NO:4 (sequéncia completa da cadeia
pesada do mAc CHIR-12.12), e SEQ ID NO:5 (seguéncia completa
de uma variante da cadeia pesada do mAc CHIR-12.12 apresentada
na SEQ ID NO:4, sendo gque a variante compreende uma
substituic&o, por serina, do residuo de alanina na posicdo 153
da SEQ ID NO:4). As sequéncias nucleotidicas codificando para
a cadeia leve e para a cadeia pesada do mAc CHIR-12.12 sdo
expostas nas Figuras 2A e 2B, respectivamente. Ver igualmente
a SEQ ID NO:1 (sequéncia codificante para a cadeia leve do mAc

CHIR-12.12) e a SEQ ID NO:3 (sequéncia codificante para a
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cadeia pesada do mAc CHIR-12.12). As sequéncias de aminocacidos
das regides leader, variavel e constante da cadeia leve e da
cadeia pesada do mAc CHIR-5.9 sdo expostas nas Figuras 32 e
3B, respectivamente. Ver igualmente a SEQ ID NO:6 (sequéncia
completa da cadeia 1leve do mAc CHIR-5.9), SEQ 1ID NO:7
(sequéncia completa da cadeia pesada do mAc CHIR-5.9), e SEQ
ID NO:8 (sequéncia completa de uma variante da cadeia pesada
do mAc CHIR-5.9 apresentada na SEQ ID NO:7, sendo que a
variante compreende uma substituicédo, por serina, do residuo
de alanina na posicido 158 da SEQ ID NO:7). Adicionalmente, o0s
hibridomas que expressam anticorpos CHIR-5.9 e CHIR-12.12
foram depositados na ATCC com as designacgdes de depdsito
patenteado PTA-5542 e PTA-5543, respectivamente.

Os anticorpos monoclonais CHIR-5.9 e CHIR-12.12 ligam-se
ao CD40 solavel em ensaios de tipo ELISA, evitam a ligacédo do
ligando de CD40 ao CD40 da superficie celular e deslocam o
ligando de CD40 pré-ligado, tal como determinado por ensaios
de citometria de fluxo. Os anticorpos CHIR-5.9 e CHIR-12.12
competem um com © outro para a ligacdo ao CD40 mas ndo com O
15B8, o anticorpo monoclonal anti-CD40 descrito na patente WO
02/28904.

Quando testados in vitro relativamente aos efeitos sobre a
proliferacdo de células B de individuos humanos normais, CHIR-
5.9 e CHIR-12.12 agem como anticorpos antagonistas anti-CD40.
Adicionalmente, CHIR-5.9 e CHIR-12.12 ndo induzem uma forte
proliferacdo dos linfécitos humanos dos individuos normais. A
afinidade de ligacdo de CHIR-5.9 para o CD40 humano é de 1,2 x
10" M e afinidade de ligacdo de CHIR-12.12 é de 5 x 107% M,
tal como determinado pelo ensaio Biacore™.

Os anticorpos antagonistas anti-CD40 adequados para uso
com os métodos da presente invencdo exibem uma forte afinidade
de 1ligacdo a local tUnico para o antigénio da superficie

celular CD40. Os anticorpos monoclonais da invenc¢do exibem uma
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constante de equilibrio de dissociagdo (Kp) para o CD40 de pelo
menos 107° M, pelo menos 3 x 107° M, preferencialmente pelo
menos 107° M a 1077 M, mais preferencialmente pelo menos 1077 a
107" M, tal como medido usando um ensaio padronizado como o
Biacore™. A andlise Biacore ¢é Dbem conhecida neste campo
técnico e o0s seus detalhes sdo expostos no “BIAapplications
Handbook”. ©Os métodos descritos na WO 01/27160 podem ser
usados para modular a afinidade de ligacéo.

Por “antigénio CD40”, “antigénioc de superficie celular
CD40”, “receptor CD40” ou “CD40” pretende-se designar uma
glicoproteina transmembranar que ©pertence a familia de
receptores do factor de necrose tumoral (TNEF) (ver, por
exemplo, as patentes dos FEUA nos. 5.674.492 e 4.708.871;
Stamenkovic et al. (1989) EMBO 8:1403; Clark (1990) Tissue
Antigens 36:33; Barclay et al. (1997) The Leucocyte Antigen
Facts Book (2% Ed.; Academic Press, San Diego)). Foram ja
identificadas duas isoformas do CD40 humano, codificadas por
variantes de transcricdo por splicing alternativo deste gene.
A primeira isoforma (também conhecida por “a isoforma longa”
ou “isoforma 1”) & expressa sob a forma de um polipéptido
precursor de 277 aminodcidos (SEQ ID NO:12 (reportada pela
primeira wvez <com o N° de Acesso Genbank CAA43045, e
identificada como isoforma 1 com o N° de Acesso Genbank
NP 001241), codificado pela SEQ ID NO:11 (ver os Nos. de
Acesso Genbank X60592 e NM 001250)), a qual tem uma sequéncia
de sinal representada pelos primeirocs 19 residuos. A segunda
isoforma (também conhecida por “isoforma curta” ou “isoforma
2”7) & expressa sob a forma de um polipéptido precursor de 203
aminoacidos (SEQ ID NO:10 (N° de Acesso Genbank NP 690593),
codificado pela SEQ ID NO:9 (N° de Acesso Genbank NM 152854)),
que possui igualmente uma sequéncia de sinal representada
pelos primeiros 19 residuos. Os polipéptidos precursores

destas duas isoformas do CD40 humano tém em comum O0S Seus
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primeiros 165 residuos (i.e., residuos 1-165 da SEQ ID NO:10 e
da SEQ ID NO:12). O polipéptido precursor da isoforma curta
(mostrada na SEQ ID N0:10) é codificado por uma variante de
transcricéo (SEQ ID NO:9) ao gual falta um segmento
codificante, o que conduz a uma alteracdoc do molde de leitura
(frameshifting); a isoforma de (D40 resultante contém uma
forma diferente, mais curta, da extremidade C (residuos 166-
203 da SEQ ID NO:10) relativamente a contida na isoforma longa
da CD40 (extremidade C mostrada nos residuos 166-277 da SEQ ID
NO:12). Para os fins da presente invencdo, ©0s termos
“antigénio CD40”, “antigénio de superficie celular CD40”,
“receptor CD40” ou “CD40” abrangem ambas as formas, curta e
longa, do CD40. Os anticorpos anti-CD40 da presente invencdo
ligam-se a um epitopo do CD40 humano que reside no mesmo local
tanto na isoforma curta como na isoforma longa deste antigénio
de superficie celular, tal como abaixo se faz notar.

O antigénio CD40 é apresentado & superficie de uma
variedade de tipos celulares, tal como se descreve em outro
local desta exposicido. Por Tapresentado a superficie” e
“expresso a superficie” pretende-se significar que o todo ou
parte do antigénio CD40 se encontra exposto no exterior da
célula. O antigénio CD40 apresentado ou expresso poderd estar
parcialmente ou inteiramente glicosilado.

Por “actividade agonista” pretende-se indicar que a
substancia funciona como um agonista. Um agonista combina-se
com um receptor numa célula e inicia uma reacgdo ou actividade
que é similar ou idéntica & iniciada pelo ligando natural do
receptor. Por exemplo, um agonista de CD40 induz qualquer uma,
ou todas, das respostas que se seguenm, indicadas de modo né&o
limitativo: proliferac&o e diferenciacdo de células, regulacédo
positiva de adesdo intercelular através de moléculas tais como
ICAM-1, E-selectina e VCAM, e semelhantes; secrecdo de

citocinas pré-inflamatédrias tais como IL-1, IL-6, IL-8, IL-12,
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TNF, e semelhantes. Sinal de transducc¢do através do receptor
CD40 por vias tais como TRAF (por exemplo, TRAF2 e/ou TRAF3),
MAP kinases como a N1K (kinase indutora de NF-xB), as I-kappa
B kinases (IKK o/B), o factor de transcricdo NF-xB, Ras e a
via de MEK/ERK, a via de PI3K/Akt e a via de P38 MAPK, e
semelhantes; transducdo de um sinal anti-apoptdtico por
moléculas tais como XIAP, Mcl-1, BCLx, e semelhantes; geracéo
de células B e/ou T de membdbria; produgdo de anticorpos de
células B, mudanca de isotipo de células B, regulacdo positiva
da expressido a superficie celular de moléculas de Classe II do
MFiC e de CD80/86, e semelhantes. Por “actividade antagonista”
pretende-se indicar que a substédncia funciona como um
antagonista. Por exemplo, um antagonista de CD40 evita ou
reduz a inducido de qualquer das respostas induzidas pela
ligacao do receptor CD40 a um ligando agonista,
particularmente o CD40L. O antagonista pode reduzir a indugédo
de qualquer uma ou de mais do que uma das respostas a ligacdo

de um agonista em 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 3b%,

preferencialmente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, mais
preferencialmente 70%, 80%, 85%, e ainda mais

preferencialmente 90%, 95%, 99% ou 100%. Os métodos para a
medicdo da especificidade de ligacdo do anticorpo anti-CD40 e
do ligando de CD40 e da actividade antagonista sdo conhecidos
dos peritos na técnica e incluem, de forma ndoc limitativa,
ensaios de ligacdo competitiva padronizados, ensaios para a
monitorizacdo da secrecdo de imunoglobulinas pelas células B,
ensaios de proliferacdo de células B, ensaios de proliferacdo
de células B de tipo Banchereau, ensaios de células T helper
para produ¢do de anticorpos, ensaios de co-estimulag¢do da
proliferacdo de células B e ensaios de regulacido positiva dos
marcadores de activacdo das células B.

Por actividade agonista “significativa” pretende-se

referir uma actividade agonista pelo mencs 30%, 35%, 40%, 45%,



50%, 60%, 70%, 75%, 80%, &5%, 90%, 95% ou 100% superior a
actividade agonista que ¢ induzida por uma substédncia neutra
ou por um controlo negativo, tal como medido por um biocensaio
de resposta das células B. Preferencialmente, uma actividade
agonista “significativa” corresponde a uma actividade agonista
que é pelo mencs 2 vezes superior ou pelo menos 3 vezes
superior a actividade agonista induzida por uma substéncia
neutra ou por um controlo negativo, tal como medido por um
biocensaio tal como um ensaio de resposta das células B. Assim,
por exemplo, quando a resposta das células B pretendida & a
proliferacéo de células B, uma actividade agonista
“significativa” seria a inducdo de um nivel de proliferacdo de
células B pelo menos 2 vezes superior ou pelo menos 3 vezes
superior ao nivel de proliferacdo de células B que € induzido
por uma substlncia neutra ou um controlo negativo. Em uma das
formas de realizacdo, uma imunoglobulina ndo especifica, por
exemplo IgGl, gque ndo se liga ao CD40 serve como controlo
negativo. Uma substéncia “isenta de actividade agonista
significativa” exibe uma actividade agonista que ndo supera em
mais do que cerca de 25% a actividade agonista induzida por
uma substancia neutra ou um controlo negativo,
preferencialmente ndo superando em mais do que cerca de 20%,
em mais que 15%, em mais que 10%, em mais que 5%, em mais que
1%, em mais que 0,5%, ou até em mais do que 0,1% a actividade
agonista induzida por uma substéncia neutra ou um controlo
negativo, tal como medido por um bioensaio tal como um ensaio
de resposta de células B. Os anticorpos antagonistas anti-CD40
Utels em associacdo aos métodos desta invencdo sdo isentos de
actividade agonista significativa, tal como acima indicado,
quando ligados a um antigénio CD40 numa célula humana. Em uma
das formas de realizacdo desta 1invencéo, o anticorpo
antagonista anti-Cb40 é isento de actividade agonista

significativa numa resposta celular. Em outra forma de
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realizacdo da invencdo, o anticorpo antagonista anti-CD40 &
isento de actividade agonista significativa em ensaios de mais
do que uma resposta celular (p.ex., proliferacéo e
diferenciacdo, ou proliferacdo, diferenciacido e relativamente
as células B, producdo de anticorpos).

Tal como aqui é wusado, o© termo “anticorpo anti-CD40”
abrange qualguer anticorpo gque reconhega especificamente o
antigénio CD40, incluindo anticorpos policlonais, anticorpos
monoclonais, anticorpos de cadeia tnica, e fragmentos destes
tais como Fab, F(ab’'),, F, e outros fragmentos que retém a
funcdo de ligacdc ao antigénio do anticorpo anti-CD40
progenitor. De particular interesse para esta invenc¢do sdo os
anticorpos antagonistas anti-CDh4(0 que partilham as
caracteristicas de ligacdo dos anticorpos monoclonais CHIR-5.9
e CHIR-12.12 acima descritos.

Assim, além dos anticorpos monoclonais CHIR-5.9 e CHIR
12.12, outros anticorpos gque serdo Utels na pratica da
invencdo aqui descrita incluem, mas de modo ndo limitativo, os
seguintes: (1) os anticorpos monoclonais produzidos pelas
linhas celulares de hibridoma designadas como 131.2F8.5.9
(aqui referida como linha celular 5.9) e 153.8E2.D10.D6.12.12
(agqui referida como linha celular 12.12), depositadas na ATCC
como Depdsito Patenteado n® PTA-5542 e Depdsito Patenteado n°
PTA-5543, respectivamente; (2) um anticorpo  monoclonal
compreendendo uma sequéncia de aminocdcidos seleccionada a
partir do grupo que consiste na sequéncia mostrada em SEQ ID
NO:2; a sequéncia mostrada em SEQ ID NO:4; a sequéncia
mostrada em SEQ ID NO:5; ambas as sequéncias mostradas em SEQ
ID NO:2 e SEQ ID NO:4, e ambas as sequéncias mostradas em SEQ
ID NO:2 e SEQ ID NO:5; (3) um anticorpo monoclonal
compreendendo uma sequéncia de aminocdcidos seleccionada a
partir do grupo que consiste na sequéncia mostrada em SEQ ID

NO:6, a seguéncia mostrada em SEQ ID NO:7, a sequéncia
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mostrada em SEQ ID NO:8, ambas as sequéncias mostradas em SEQ
ID NO:6 e SEQ ID NO:7, e ambas as sequéncias mostradas em SEQ
ID NO:6 e SEQ ID NO:8; (4) um anticorpo monoclconal possuindo
uma sequéncia de aminodcidos codificada por uma molécula de
dcido nucleico que compreende uma sequéncia de nucledtidos
seleccionada a partir do grupo que consiste na sequéncia de
nucledétidos mostrada em SEQ ID NO:1, a sequéncia de
nucledétidos mostrada em SEQ ID NO:3, e ambas as sequéncias
mostradas em SEQ ID NO:1 e SEQ ID NO:3; (5) um anticorpo
monoclonal que se liga a um epitopo que tem a capacidade de se
ligar ao anticorpoc monoclonal produzido pela linha celular de
hibridoma 5.9 ou pela linha celular de hibridoma 12.12; (6) um
anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que compreende
0s residuos 82-87 da sequéncia de aminoacidos mostrada em SEQ
ID NO:10 ou em SEQ ID NO:12; (7) um anticorpo monoclonal que
compete com o anticorpo monoclonal CHIR-5.9 ou CHIR-12.12 num
ensaio de ligacdo competitiva; e (8) um anticorpo monoclonal
que consiste num fragmento de 1ligacdo ao antigénio do
anticorpo monoclonal CHIR-12.12 ou CHIR-5.9 ou dos anticorpos
monoclonais referidos nos pontos (1)-(7) anteriores, sendo que
o fragmento retém a capacidade de se ligar especificamente ao
antigénio CD40 humano. Os peritos na técnica reconhecerdo que
os anticorpos antagonistas anti-CD40, e seus fragmentos de
ligacdo ao antigénioc desses anticorpos, adequados para usoc 0S
métodos aqui descritos incluem anticorpos antagonistas anti-
CD40 e fragmentos de ligacdo ao antigénio que sdo produzidos
por via recombinante usando métodos bem conhecidos neste campo
técnico e que abaixo se descrevem, incluindo, por exemplo, o0s
anticorpos monoclonais CHIR-5.9 e CHIR-12.12 produzidos por

via recombinante.
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Produ¢do de Anticorpos Antagonistas Anti-CD40

Os anticorpos antagonistas anti-CD40 gue se destinam a uso
nesta invencdo podem ser produzidos usando gqualquer método
conhecido dos peritos na técnica. Assim, podem ser preparados
soros policlonais recorrendo a métodos convencionais. Em
geral, uma solucdo contendo o antigénio CD40 & inicialmente
usada para 1imunizar um animal adequado, de preferéncia um
ratinho, rato, coelho ou cabra. 0Os coelhos ou as cabras sio
preferidos para a preparacdc de soros policlonais devido ao
volume de soro que é possivel obter e a facilidade de acesso a
anticorpos marcados anti-coelho e anti-cabra.

Os soros policlonais podem ser preparados num animal
transgénico, preferencialmente um ratinho portador de locus de
imunoglobulinas humanas. Numa forma de realizacdo preferids,
sdo usadas como imunogénio células Sf9 que expressam CD40. A
imunizacéo pode também ser realizada misturando ou
emulsificando a solucdo que contém o antigénio em soro
fisioldgico, preferencialmente num adjuvante como o adjuvante
completo de Freund, e injectando a mistura ou emulsio
parentericamente (em geral subcutaneamente ou
intramuscularmente). Uma dose de 50-200 mng/injeccido &
tipicamente suficiente. A imunizacdo ¢é geralmente reforcada 2-
6 semanas mais tarde com uma ou mais injec¢des da proteina em
SOro fisiolégico, preferencialmente usando adjuvante
incompleto de Freund. Alternativamente, podem  gerar-se
anticorpos por imunizacdo in vitro usando métodos conhecidos
neste campo, procedimento que, para os fins da presente
invencdo, é considerado como equivalente a imunizacdoc in vivo.
Os soros policlonais s&o obtidos sangrando o animal imunizado
para um contentor de pléastico ou vidro, incubandc o sangue a
25°C durante uma hora e, por fim, incubando-o a 4°C durante 2-

18 horas. O soro & recuperado por centrifugacdo (p.ex., a 1000
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% g durante 10 minutos). Podem obter-se cerca de 20-50 ml por
colheita a partir de coelhos.

A producdo das células Sf9 (de Spodoptera frugiperda) é
descrita na Patente dos EUA N°.6.004.552. Abreviadamente, as
sequéncias codificando para o CD40 humano foram recombinadas
num  baculovirus usando  vectores de  transferéncia. Os
plasmideos foram co-transfectados com DNA de baculovirus de
tipo selvagem em células Sf9. As células Sf9 infectadas com
baculovirus recombinante foram identificadas e purificadas por
clonagem.

De preferéncia, o anticorpo serd de natureza monoclonal.
Por “anticorpo monoclonal” pretende-se designar um anticorpo
obtido a partir de uma populacédo de anticorpos
substancialmente homogéneos, i.e., o0s anticorpos individuais
que formam a populacdo s&do idénticos excepto no que concerne a
possiveis mutacdes de ocorréncia natural que possam estar
presentes em quantidades diminutas. O termo nédoc é limitado por
factores como a espécie ou a fonte do anticorpo. O termo
abrange imunoglobulinas inteiras assim como fragmentos, como
Fab, F(ab’)2, Ev e outros, que retém a fungdo de ligacdo ao
antigénio do anticorpo. Os anticorpos monoclonais  sé&o
altamente especificos, sendo dirigidos contra um s6 local
antigénico, 1i.e., o antigénio de superficie celular CD40 da
presente invencdo. Adicionalmente, em contraste com o© due
acontece com as preparagdes de anticorpos convencionais
(policlonais) que incluem tipicamente diferentes anticorpos
dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada
anticorpo monoclonal é dirigido contra um sé determinante no
antigénio. O termo “monoclonal” indica que o anticorpo foi
obtido a partir de uma populacdo substancialmente homogénea de
anticorpos, e ndo deve ser interpretado como exigindo a
producdo do anticorpo através de qualgquer método em

particular. Por exemplo, o0s anticorpos monoclonais a usar de

37



acordo com a presente invencdo poderdo ser produzidos por
recurso ao método de hibridomas inicialmente descrito por
Kohler et al. (1975) Nature 256:495, ou utilizando métodos de
DNA recombinante (ver, p.ex., a Patente dos EUA N° 4.816.567).
Os “anticorpos monoclonais” podem também ser isolados a partir
de bibliotecas fagicas de anticorpos wusando &as técnicas
descritas em, por exemplo, Clackson et al. (1991) ©Nature
352:624-628; Marks et al. (1991) J Mol. Biol. 222:581-597; e
Patente dos EUA n°® 5.514.548.

Por “epitopo” pretende-se indicar a parte de uma molécula
antigénica contra a gual ¢é produzido um anticorpo e a qual o
anticorpo se ligard. Os epitopos poderdo compreender residuos
de aminoacidos lineares (i.e., o0s residuos do epitopoc estédo
dispostos sequencialmente um apds o outro num arranjo linear),
residuos de aminocacidos ndo lineares (agui referidos como
“epitopos ndo lineares”; estes epitopos ndo estdo dispostos
sequencialmente), ou ainda compreender tanto residucs de
aminodcidos lineares como residuos ndo lineares.

O termo “epitopo do antigénio CD40”, tal como aqui é
usado, refere-se a uma estrutura molecular (quer linear ou
conformacional) que tem a capacidade de exibir
imunoreactividade «com o©os anticorpos monoclonais anti-CD40
desta invencdo, excluindo o préprio antigénio CD40. Os
epitopos do antigénio CD40 poderdo compreender proteinas,
fragmentos de proteinas, ©péptidos, hidratos de carbono,
lipidos e outras moléculas, mas para os fins da presente
invencdo serdo mais comumente proteinas, oligopéptidos curtos,
emuladores de oligopéptidos (i.e., compostos orgdnicos que
emulam as propriedades de ligacdo ao anticorpo do antigénio
CD40), ou combinacdes destes. Os emuladores de oligopéptidos
adequados sdo descritos, inter alia, no pedido de patente PCT

Us 91/04282.
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Os anticorpos monoclonais podem ser preparados usando o
método de Kohler et al. (1975) Nature 256:495-496, ou uma
modificacdo deste. Tipicamente, um ratinho ¢ imunizado com uma
solucdo contendo um antigénio. A imunizacdo pode ser realizada
misturando ou emulsificando & solucdo que contém o antigénio
em soro fisioldégico, preferencialmente num adjuvante tal como
o adjuvante completo de Freund, e injectando a mistura ou
emuls&o parentericamente. Qualquer dos métodos de imunizagdo
conhecido da técnica poderd ser usado para obter os anticorpos
monoclonais da invenc&o. Apds a imunizagdo do animal, o baco
(e, opcionalmente, diversos gé&nglios linfadticos grandes) sé&o
removidos e dissociados em células isoladas. Os esplendcitos
podem ser rastreados aplicando uma suspensdo de células a uma
placa ou pogo revestido com o antigénio de interesse. As
células B gue expressam imunoglobulinas ligadas & membrana
especificas para o antigénio ligam-se & placa e nd&o sé&o
eliminadas pela lavagem. As células B resultantes, ou todas &as
células do baco dissociadas, s&o entdo induzidas a fundir-se
com as células de mieloma para formar hibridomas e sé&o
cultivadas num meio selectivo. As células resultantes séo
plagqueadas por diluig¢do em série e sdo ensaladas quanto a
producdo de anticorpos que se liguem especificamente ao
antigénio de interesse (e que ndo se liguem a antigénios nédo
relacionados) . 0s hibridomas secretores do anticorpo
monoclonal (mAc) seleccionado sdo entdo cultivados in vitro
(p.ex., em frascos de cultura celular ou em reactores de
fibras ocas), ou in vivo (como ascites em ratinhos).

Quando os anticorpos antagonistas anti-CD40 da invencdo se
destinam a ser preparados usando métodos de DNA recombinante,
0 DNA codificando para o0s anticorpos monoclonais é prontamente
isclado e seguenciado usando procedimentos convencionais
(p.ex., usando sondas oligonucleotidicas que tém a capacidade

de se ligar especificamente a genes que codificam para as
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cadeias leves e pesadas de anticorpos murinos). As células de
hibridoma aqui descritas servem como uma fonte preferida de
tal DNA. Uma vez isolado, o DNA pode ser colocado em vectores
de expressido, o0s quais sdo entdo transfectados em células
hospedeiras tais como células de E. coli, células COS de
simio, células de ovédrio de hamster chinés (CHO), ou células
de mieloma gue de outro modo ndo produziriam a proteina de
imunoglobulina, de modo a obter a sintese de anticorpos
monoclonais nas células hospedeiras recombinantes. As revisdes
de conjunto sobre a expressido recombinante em bactérias de DNA
codificando para o anticorpo incluem Skerra et al. (1993)
Curr. Opinion in Immunol. 5:256 e Phickthun (1992) Immunol.
Revs. 130:151. Como alternativa ao uso de hibridomas, o
anticorpo poderd ser produzido numa linha celular tal como uma
linha celular CHO, tal como exposto nas Patentes dos EUA nos.
5.545.403; 5.545.405 e 5.998.144. Abreviadamente, a linha
celular ¢é transfectada com vectores com a capacidade de
expressar uma cadeia leve e uma cadeia pesada,
respectivamente. Através da transfeccdo das duas proteinas em
vectores separados, podem produzir-se anticorpos guiméricos.
Outra vantagem consiste na glicosilac¢do correcta do anticorpo.

Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo antagonista
anti-CD40, por exemplo, o anticorpo CHIR-12.12 ou CHIR-5.9, ou
um seu fragmento de 1ligagdo ao antigénio, ¢é produzido em
células CHO usando o sistema de expressdo genética GS (Lonza
Biologics, Portsmouth, New Hampshire), que utiliza a glutamina
sintetase como marcador. Ver igualmente as Patentes dos EUA
nos. 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.

Os anticorpos monoclonais contra o CD40 sdo j& conhecidos
neste campo técnico. Ver, por exemplo, as secg¢des dedicadas
aos antigénios de células B em McMichael, ed. (1987; 1989)

Leukocyte Typing III e IV (Oxford University Press, New York);
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Patentes dos EUA nos. 5.674.492; 5.874.082; 5.677.165;
6.056.959; WO 00/63395; Publicacdes Internacionais nos. WO
02/28905 e WO 02/28904; Gordon et al. (1988) J. Immunol.
140:1425; Valle et al. (1989) Eur. J. Immunol. 19:1463; Clark
et al. (1986) PNAS 83:4494; Paulie et al. (1989) J. Immunol.
142:590; Gordon et al. (1987) Eur. J. Immunol. 17:1535; Jabara
et al. (1990) J. Exp. Med. 172:1861; Zhang et al. (1991) J.
Immunol. 146:1836; Gascan et al. (1991) J. Immunol. 147:8;
Banchereau et al. (1991) Clin. Immunol. Spectrum 3:8; e
Banchereau et al. (1991) Science 251:70. De particular
interesse para a ©presente invencdo s&o o0s anticorpos
antagonistas anti-CD40 acui descritos que partilham as
caracteristicas de ligacdo dos anticorpos monoclonais CHIR-5.9
e CHIR-12.12 acima descritos.

Adicionalmente, o termo “anticorpo anti-CD40”, tal como
aqui ¢é wusado, abrange anticorpos quiméricos anti-CD40; os
anticorpos quiméricos anti-CD40 destinados para usoc na
invencdo possuem as caracteristicas de ligac&o dos anticorpos
monoclonais CHIR-5.9 e CHIR-12.12 aqui descritos. Por
anticorpos “quiméricos” ©pretende-se referir anticorpos que
sao, preferencialmente, cbtidos usando técnicas de DNA
recombinante e que compreendem tanto componentes humanos
(incluindo espécies imunologicamente “aparentadas”, p.ex.,
chimpanzés) como componentes n&c humanos. Rituxan® & um
exemplo de um anticorpo guimérico com uma regido variavel
murina e uma regido constante humana. Para os fins da presente
invencdo a regido constante do anticorpo quimérico é&, de
preferéncia, substancialmente 1idéntica a regidoc constante de
um anticorpo humano natural; a regido varidvel do anticorpo
quimérico é de preferéncia obtida a partir de uma fonte ndo
humana e possul a especificidade antigénica desejada face ao
antigénio de superficie celular CD40. A fonte ndo humana

podera corresponder a qualquer fonte de vertebrado que possa
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ser usada para gerar anticorpos contra um antigénio humano de
superficie celular CD40 ou contra material que compreenda um
antigénio humano de superficie celular CD40. Tais fontes nédo
humanas incluem, de forma ndo limitativa, roedores (p.ex.,
coelho, rato, ratinho, etc.; ver, por exemplc, a Patente dos
EUA n°® 4.816.567) e primatas ndc humanos (p.ex., macaco do
Velho Mundo, outros macacos, etc.; ver, por exemplo, as
Patentes dos EUA nos. 5.750.105 e 5.756.096). Tal como aqui &
usada, a expressdo “imunologicamente activo”, quando usada em
referéncia a anticorpos quiméricos anti-CD40, indica um
anticorpo quimérico que se liga ao CD40 humano.

Os anticorpos anti-CD40 humanizados constituem outros
anticorpos anti-CD40 adequados para uso na presente invencédo.
O termo “humanizado” pretende referir formas de anticorpos
anti-CD40 que contém uma sequéncia minima derivada de
sequéncias de imunoglobulinas ndo humanas. Na sua maior parte,
0s anticorpos humanizados sdo imuncglobulinas humanas
(anticorpo receptor) nas quais os residuos de wuma regido
hipervaridvel (também conhecida como regifdo determinante da
complementaridade ou CDR) do receptor s&o substituidas por
residuos de uma regifo hipervaridvel de uma espécie nidoc humana
(anticorpo dador) tal como o ratinho, rato, coelho, ou primata
ndo humano possuindo a especificidade, afinidade e capacidade
desejadas. A expressio “regido determinante da
complementaridade” refere-se a seguéncias de aminodcidos que
em conjunto definem a afinidade de ligacdo e a especificidade
da regido EvV' natural do local de ligacdo de uma
imunoglobulina nativa. Ver, p.ex., Clothia et al. (1987) J.
Mol. Biol. 196:901-917; Kabat et al. (1991) U.S. Dept. of
Health and Human Services, Publicacdo NIH N° 91-3242). O termo
“regido constante” refere-se & porgdo da molécula de anticorpo
que confere as funcles efectoras. Nos desenvolvimentos

anteriores dirigidos para a produgdo de anticorpos ndo



imunogénicos destinados a wuso na terapéutica de doencas
humanas, as regifies constantes de ratinho foram substituidas
por regides constantes humanas. As zregiles constantes dos
anticorpos humanizados do individuo derivavam de
imunoglobulinas humanas. No entanto, estes anticorpos
humanizados ainda provocavam uma resposta imune indesejavel e
potencialmente perigosa em seres humanos e verificou-se uma
perda de afinidade. Os anticorpos anti-CD40 humanizados para
uso na presente invencgdo possuem caracteristicas de ligacgéo
similares as exibidas pelos anticorpos monoclonais CHIR-5.9 e
CHIR-12.12 aqui descritos.

A humanizacdo pode essencialmente ser efectuada seguindo o
método de Winter e colaboradores (Jones et al. (1986) Nature
321:522-525; Riechmann et al. (1988) Nature 332:323-327;
Verhoeyen et al. (1988) Science 239:1534-1536), substituindo
sequéncias CDR de roedores ou sequéncias CDR mutantes de
roedores pelas sequéncias correspondentes de um anticorpo
humano. Ver igualmente as Patentes dos EUA nos. 5.225.539;
5.585.089; 5.693.761; 5.693.762; 5.859.205. Em alguns casos,
os residuos dentro das regides de “framework” de uma ou mais
regides varidveis da imunoglobulina humana sdo substituidos
pelos residuos ndo humanos correspondentes (ver, por exemplo,
as Patentes dos EUA nos. 5.585.089; 5.693.76l; 5.693.762; e
6.180.370). Adicionalmente, os anticorpos humanizados poderédo
compreender residuos que ndo sdo encontrados no anticorpo
receptor nem no anticorpo dador. Estas modificagdes sédo feitas
para conseqguir um refinamento adicional do desempenho do
anticorpo (i.e., para obter a afinidade desejada). Em geral, ©
anticorpo humanizado compreenderd substancialmente o total de
pelo menos um, e tipicamente dois, dominiocs varigveis, sendo
que todas ou substancialmente todas as regides hipervaridveis
correspondem as de uma imunoglobulina n&doc humana e todas, ou

substancialmente todas, as regides de “framework” correspondem
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as de uma sequéncia de imunoglobulina humana. O anticorpo
humanizado compreenderd também, opcionalmente, pelo menos uma
porcdo de uma regido constante de imunoglobulina (Fc),
tipicamente de uma imunoglobulina humana. Para mais detalhes
consultar Jones et al. (1986) Nature 331:522-525; Riechmann et
al. (1988) Nature 332:323-329; e Presta (1992) Curr. Op.
Struct. Biol. 2:593-59¢6. Deste  modo, tais anticorpos
“humanizados” poderdo incluir anticorpos nos quais
substancialmente menos do gque um dominio varidvel humano
intacto foi substituido pela sequéncia correspondente de uma
espécie ndo humana. Na pratica, os anticorpos humanizados sé&o
tipicamente anticorpos humanos em gue alguns residuos da CDR e
possivelmente alguns residuos de framework s&o substituidos
por residuos de locais andlogos em anticorpos de roedores.
Ver, por exemplo, as Patentes dos EUA nos. 5.225.539;
5.585.089; 5.693.761; 5.693.762; 5.859.205. Ver também a
Patente dos EUA n° 6.180.370 e Publicacdo Internacional N° WO
01/27160, nas quais sdo expostos anticorpos humanizados e
técnicas para a producdoc de anticorpos humanizados possuindo
uma afinidade melhorada para um antigénio pré-determinado.

S&o também abrangidos pelo termo “anticorpos anti-CD40” os
anticorpos anti-CD40 =xencgénicos ou modificados produzidos num
hospedeiro mamifero ndo humano, mais particularmente um
ratinho transgénico, caracterizado por locus inactivados de
imunoglobulinas (Ig) enddgenas. Nestes animails transgénicos,
0s genes enddgenos competentes para a expressdo de subunidades
leves e pesadas das imunoglobulinas do hospedeiro s&o
colocados em situacdo de ndo funcionalidade e s&o substituidos
pelos locus andlogos de imunoglobulinas humanas. Estes animais
transgénicos produzem anticorpos humanos na auséncia
substancial de subunidades leves ou pesadas das
imunoglobulinas do hospedeiro. Ver, por exemplo, as Patentes

dos EUA nos. 5.877.397 e 5.939.598.
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De preferéncia, sdo obtidos anticorpos inteiramente
humanos contra CD40 através da imunizacdo de ratinhos
transgénicos. Este tipo de ratinhos ¢é obtido wusando a
tecnologia XenoMouse® (Abgenix; Fremont, California), que é
exposta nas Patentes dos EUA nos. 6.075.181, 6.091.001 e
6.114.598. Para produzir os anticorpos aqui referidos, os
ratinhos transgénicos para o locus de cadeia pesada de IgG
humana e para o locus de cadeia leve x humana foram imunizados
com células Sf9 que expressam CD40 humano. Os ratinhos podem
ainda ser transgénicos para outros isotipos. 0s anticorpos
inteiramente humanos Gteis na presente invencéo sdo
caracterizados ©por propriedades de ligacdo similares as
exibidas pelos anticorpos monoclonais CHIR-5.9 e CHIR-12.12
aqui expostos.

Os fragmentos dos anticorpos anti-CD40 serdo adequados
para uso na inven¢do desde que retenham a desejada afinidade
do anticorpo de extensdo completa. Assim, um fragmento de um
anticorpo anti-CD40 reterd a capacidade de se ligar ao
antigénio CD40 da superficie das células B. Tais fragmentos
sdo caracterizados por propriedades semelhantes as do
anticorpo antagonista anti-CD40 de extensdo completa
correspondente, isto g, 0s fragmentos ligar-se-é&o
especificamente a um antigénio CD40 humano expresso a
superficie de uma célula humana e estdo isentos de actividade
agonista significativa mas exibem actividade antagonista
quando ligados a um antigénio CD40 numa célula que expressa
CD40 humano. Tais fragmentos sdo aquli referidos como
fragmentos “de ligacdo ao antigénio”.

Os fragmentos de ligacdo ao antigénio de um anticorpo
adequados compreendem uma porcdo de um anticorpo de extensdo
completa, geralmente a sua regido de ligacdo ao antigénio ou a
sua regido variavel. Os exemplos de fragmentos de anticorpos

incluem, de modo ndo limitativo, os fragmentos Fab, F(ab'): e
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Fv e as moléculas de anticorpo de cadeia Unica. Por “Fab”
entende-se um fragmentc monovalente de ligac&o ao antigénio de
uma imunoglobulina que é composto pela cadeia leve e por parte
da cadeia pesada. Por F(ab’), entende-se um fragmento bivalente
de ligacdo ao antigénio de uma imunoglobulina que contém ambéas

as cadeias leves e parte de ambas as cadeias pesadas. Os

144 144

fragmentos de anticorpos de tipo “Fv de cadeia Unica” ou ”sEv
sdo fragmentos que compreendem o8 dominios Vg e Vi, de um
anticorpo, sendo gque estes dominios se encontram presentes
numa s6 cadeia polipeptidica. Ver, por exemplo, as Patentes
dos EUA nos. 4.94¢.778, 5.260.203, 5.455.030 e 5.856.4506.
Geralmente, o polipéptido Fv compreende ainda um linker
polipeptidico entre os dominics Vg e V., que permite que o sFv
forme a estrutura desejada para a ligagdo ao antigénio. Para
uma revisdo dos sFv, ver Pluckthun (1994) em The Pharmacology
of Monoclonal Antibodies, Vol. 113, ed. Rosenburg & Moore
(Springer-Verlag, New York, pags. 269-315. 0s fragmentos de
ligacdo ao antigénio dos anticorpos antagonistas anti-CD40
aqui expostos ©podem igualmente ser conjugados com uma
citotoxina para efectuar a destruicdo das células-alvo, tal
como abaixo se descreve.

Os anticorpos ou fragmentos de anticorpos podem ser
isclados a partir de bibliotecas fagicas de anticorpos geradas
usando as técnicas descritas em, por exemplo, McCafferty et
al. (1990) Nature 348:552-554 (1990) e Patente dos EUA n°
5.514.548. Clackson et al. (1991) Nature 352:624-628, e Marks
et al. (1991) J. Mol. Biol. 222:581-597, descrevem ©
isolamento de anticorpos murinos e humanos, respectivamente,
usando bibliotecas fédgicas. As publicagdes subsequentes
descrevem a producdo de anticorpos humanos de alta afinidade
(da gama dos nM) por rearranjo de cadeias (Marks et al. (1992)
Biol/Technology 10:779-783), assim Como a infeccéo

combinatdria e recombinagcdo in vive como estratégia para a
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construcédo de bibliotecas fagicas de grande extensédo
(Waterhouse et al. (1993) Nucleic Acids Res. 21:2265-2266).
Assim, estas técnicas constituem alternativas vidveis a&s
técnicas tradicionais de hibridomas para o isoclamento de
anticorpos monoclonais.

Foram desenvolvidas diversas técnicas para a produgdo de
fragmentos de anticorpos. Tradicionalmente, estes fragmentos
derivavam da digestdo proteolitica de anticorpos intactos
(ver, p.ex., Morimotc et al. (1992) Journal of Biochemical and
Biophysical Methods 24:107-117 (1992) e Brennan et al. (1985)
Science 229:81). No entanto, estes fragmentos podem agora ser
directamente produzidos por células hospedeiras recombinantes.
Por exemplo, os fragmentos de anticorpos podem ser isolados a
partir das bibliotecas féagicas de anticorpos acima referidas.
Alternativamente, podem recuperar-se fragmentos Fab’-SH
directamente & partir de E. c¢oli, o©0s qualis podem ser
quimicamente acoplados para formar fragmentos F(ab'), (Carter
et al. (1992) Bio/Technology 10:163-167). De acordo com outra
abordagem, 0Ss fragmentos F(ab’):; poderado ser 1isolados
directamente a partir da cultura de células hospedeiras
recombinantes. Cutras técnicas para a producdo de fragmentos
de anticorpos tornar-se-&o evidentes para o) técnico
experimentado.

Anticorpos antagonistas anti-CD40 Gteis na presente
invencdo incluem os anticorpos monoclonais CHIR-5.9 e CHIR-
12.12 aqui expostcs, assim como anticorpecs que diferem destes
anticorpos mas retém as CDRs; e anticorpos com uma ou mais
adicéo (des), deleccao (6es) ou substituicéo (8es) de
aminoédcidos, sendo a actividade antagonista medida através da
inibicdo da proliferacdo e/ou diferenciacdo das células B. A
invencdo abrange ainda os anticorpos antagonistas anti-CD40
desimunizados, que podem ser produzidos tal como descrito em,

por exemplo, as Publicacdes Internacionais nos. WO 98/52976 e
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WO  00/34317. Deste modo, 0s residuos dos anticorpos
antagonistas anti-CD40 desta invencdo sdo modificados de modo
a tornar os anticorpos ndo imunogénicos ou menos imunogénicos
para os seres humanos, mantendo no entanto a sua actividade
antagonista face as células humanas que expressam CD40, sendo
tal actividade medida através dos ensaios apontados em outro
local desta descricdo. Sdo também abrangidas pelo éambito
destas reivindicacg¢des as proteinas de fusdo que compreendem um
anticorpo antagonista anti-CD40 da invencdo, ou um Seu
fragmento, podendo estas proteinas de fusdo ser sintetizadas
ou  expressas a partir dos vectores polinucleotidicos
correspondentes, tal como é& j& conhecido neste campo técnico.
Tais proteinas de fusdo estldo descritas em referéncia a
conjugacdo de anticorpos, tal como se refere mais adiante.

Os anticorpos da presente invencdoc poderdo apresentar
variacdes de sequéncia que sdo produzidas usando métodos
descritos em, por exemplo, as Publicacdes de Patentes nos. EP
0 983 303 Al, WO 00/34317 e WO 98/52976. Por exemplo, foi Jé
demonstrado que as sequéncias contidas na CDR podem fazer com
que um anticorpo se ligue as moléculas de classe II do MHC e
desencadeie uma resposta indesejada por parte das células T
helper. Uma substituicdc conservativa permitird que o
anticorpo retenha a actividade de 1ligacdo mas perca a
capacidade de desencadear uma resposta indesejada por parte
das células T. Quaisquer destas substituicgdes, conservativas
ou nao conservativas, podem ser efectuadas usando métodos
conhecidos da técnica, tais como os métodos referidos em outro
local desta descricdo, e os anticorpos resultantes estarédo
abrangidos pelo dmbito desta invenc¢do. Os anticorpos variantes
podem ser testados por métodos de rotina gquanto a sua
actividade antagonista, afinidade e especificidade usando os

métodos aqui descritos.
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Os anticorpos anti-CD40 Uteis na prética da invencdo podem
ter um ou muitos mecanismos de acgdo. Um anticorpo produzido
por qualqguer dos métodos acima descritos, ou por outro método
que agqui ndo tenha sido exposto, serd abrangido pelo ambito
desta invengdo se ©possuir pelo menos uma das seguintes
actividades biolégicas in vitro e/ou in vivo: inibicdo da
secrecdo de imunoglobulinas por células B humanas periféricas
normais estimuladas por células T; inibicdo da sobrevivéncia
e/ou proliferacdo das células B humanas periféricas normais
estimuladas por células que expressam o CD40L ou o ligando do
CD40 soluvel  (sCD40L); inibicdo da sobrevivéncia e/ou
proliferacdo das células B humanas normais do  sangue
periférico estimuladas por células T Jurkat; inibicdo dos
sinais intracelulares anti-apoptédticos “de sobrevivéncia” em
qualguer célula estimulada por sCD40L ou por CDO4L em fase
sb6lida; e inibig¢do da transducdo de sinal por CD40 em qualquer
célula apds 1ligacdo a sCD40L ou a CD40L em fase sdblida,
deleccdo, anergia e/ou inducdo de tolerdncia nas células-alvo
portadoras de CD40 ou em células portadoras de ligandos
conhecidos para CD40, incluindo, de modo ndo limitativo,
células T e células B, inducdo da expansdo ou activacdo das
células T reguladoras CD4'CD25+ (ver, por exemplo, rejeicdo
aloantigénio-especifica de tecidos do dador mediada pela
interferéncia de CD40-CD40L, wvan Maurik e tal. (2002) J.
Immunol. 169:5401-5404), citotoxicidade através de qualquer
mecanismo (incluindo, de modo ndo limitativo, citotoxicidade
mediada por células e dependente de anticorpos (ADCC),
citotoxicidade dependente do complementoc (CDC), regulacéo
negativa da proliferacdoc e/ou apoptose das células-alvo),
modulacdo da secrecdo de citocinas e/ou da expressdo de
moléculas de superficie pelas células-alvo, e combinagdes
destes efeitos. 0s ensaios para estas actividades bioldgicas

podem ser efectuados tal como aqui descrito. Ver igualmente os
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ensaios descritos em Schultze et al. (1998), Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 92:8200-8204; Denton et al. (1998) Pediatr.
Transplant. 2:6-15; Evans et al. (2000) J. Immunol. 164:688-
697; Noelle (1998) Agents Actions Suppl. 49:17-22; Lederman et
al. (1996) Curr. Opin. Hematol. 3:77-86; Coligan et al. (1991)
Current Protocols in Immunology 13:12; Kwekkeboom et al.
(1993) Immunology 79:439-444; e as Patentes dos EUA nos.
5.674.492 e 5.847.082.

Um ensaio representativo para a deteccdo de anticorpos
antagonistas anti-CD40 especificos para o0s epitopos do
antigénio CD40 aqui identificados é designado por “ensaio de
ligacdo competitiva”. Os ensaios de ligacdo competitiva sé&o
ensaios seroldégicos nos quais os anticorpos desconhecidos sé&o
detectados e quantificados em funcdo da sua capacidade para
inibir a 1ligacdo de um ligando marcado conhecido ao seu
anticorpo especifico. Estes ensaios sdo também referidos como
ensaios de inibic&o competitiva. Num ensaio de ligacédo
competitiva representativo, o polipéptido CD40 marcado &
precipitadoc por anticorpos candidatos numa amostra, por
exemplo, em combinagdo com anticorpos monoclonais dirigidos
contra um ou mais epitopos dos anticorpos monoclonais da
invencdo. Os anticorpos anti-CD40 que reagem especificamente
contra um epitopo de interesse podem ser identificados através
do rastreio de uma série de anticorpos preparados contra uma
proteina CD40 ou um fragmento da proteina que compreende o
epitopo particular da proteina CD40 de interesse. Por exemplo,
para o CD40 humano, 0s epitopos de interesse incluem epitopos
que compreendem residuos de aminodcidos lineares e/ou né&o
lineares da isoforma curta do CD40 humano (ver o N° de Acesso
Genbank NP 690593) apresentada na Figura 4B (SEQ ID NO:10),
codificada pela sequéncia apresentada na Figura 4A (SEQ 1ID
NO:9; ver também o N° de Acesso Genbank NM 152854), ou da

isoforma longa do CD40 humano (ver os Nos. de Acesso Genbank
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CARA43045 e NP 001241) apresentada na Figura 4D (SEQ ID NO:12),
codificada pela sequéncia apresentada na Figura 4C (SEQ 1ID
NO:11; ver os Nos. de Acesso Genbank X60592 e NM 001250).
Alternativamente, poderao usar-se ensaios de ligacéo
competitiva com anticorpos antagonistas anti-CD40 adequados e
previamente identificados com o fim de seleccionar anticorpos
monoclonais comparaveis aos anticorpos previamente
identificados.

Os anticorpos utilizados em tais imunoensaios poderdo ser
marcados ou ndo marcados. 0s anticorpos ndo marcados poderdo
ser utilizados em aglutinacdo; os anticorpos marcados poderdo
ser usados numa grande variedade de ensaios, utilizando uma
larga gama de marcadores. A deteccdao da formacdo de um
complexo de anticorpo-antigénio entre um anticorpo anti-CD40 e
um epitopo de interesse pode ser facilitada através da ligacgédo
de uma substéncia detectavel ao anticorpo. 0Os meios de
deteccdo adequados incluem o uso de marcadores tais como
radionuclidos, enzimas, coenzimas, marcadores fluorescentes,
marcadores quimioluminescentes, cromogénios, substratos ou co-
factores -enzimdticos, inibidores -enzimaticos, complexos de
grupos prostéticos, radicais livres, particulas, corantes e
outros. Os exemplos de enzimas adequadas incluem peroxidase de
réabano, fosfatase alcalina, f-galactosidase ou
acetilcolinesterase; o0s exemplos de complexos de grupos
prostéticos adequados incluem estreptavidina/biotina e
avidina/biotina; os exemplos de materiais fluorescentes
apropriados incluem umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato
de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina-fluoresceina,
cloreto de dansilo ou ficoeritrina; como exemplo de material
luminescente encontra-se o luminol; os exemplos de materiais
bioluminescentes incluem luciferase, luciferina e aequorina; e

os exemplos de materiais radicactivos adequados incluem 1251

14

1317, s ou °H. Tais reagentes marcados podem ser usados em uma
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variedade de ensaios bem conhecidos, tais como
radioimunoensaios, enzimoimunoensaios, p.ex., ELISA,
imunoensaios de fluorescéncia e semelhantes. Ver, por exemplo,
as Patentes dos EUA Nos. 3.766.162; 3.791.932; 3.817.837;, e
4.233.402.

Quaisquer dos anticorpos antagonistas anti-Cbh40
anteriormente descritos ou seus fragmentos podem ser
conjugados antes de serem utilizados na presente invencdo. O0s
métodos para a producdoc de anticorpos conjugados  sdo
conhecidos neste campo técnico. Assim, o anticorpo anti-CD40
pode ser marcado usando uma marcacdoc indirecta ou uma
abordagem de marcacdo indirecta. 0Os marcadores adequados
incluem fluordforos, crombéforos, adtomos radioactivos
(particularmente **P e '?°I), reagentes densos aos electrdes,
enzimas e ligandos gue possuem parceiros de ligacédo
especifica. Os enzimas séc tipicamente detectados através da
sua actividade. Por exemplo, a peroxidase de rébano ¢é
geralmente detectada através da sua capacidade para converter
a 3,3",5,5 -tetrametilbenzidina (TMB) em um pigmento azul,
gquantificdvel com um espectrofotémetro. O termo “parceiro de
ligacdo especifica” refere-se a uma proteina que tem a
capacidade de se ligar a uma molécula de ligando com uma
elevada especificidade, como por exemplo no caso de um
antigénio e de um anticorpo monoclonal especifico para este.
Outros parceiros de ligacdoc especifica incluem a biotina e a
avidina ou a estreptavidina, IgG e proteina A, e 0S NuUMEerosos
pares de receptor-ligando conhecidos da técnica. Deve notar-se
que a descricdo acima ndo pretende categorizar os diferentes
marcadores em classes distintas, uma vez que o mesmo marcador
pode funcionar de diversos modos. Por exemplo, a HRP podera
funcionar como uma enzima ou como um antigénio para um mAc.
Ainda, podem combinar-se varios marcadores para obter o efeito

desejado. Por exemplo, os mAcs e a avidina requerem também



marcadores para a colocac&o em pratica desta invencido; assim,
poder-se-4 marcar um mAc com biotina e detectar a sua presenca

2 . . .
1297, ou com um mAc anti-biotina

com avidina marcada com
marcado com HRP. Outras permutas e possibilidades se tornardo
evidentes a um técnico de pericia média neste campo, sendo
consideradas como equivalentes no ambito da presente invencéo.

Adicionalmente, um anticorpo (ou um seu fragmento) pode
ser conjugado com uma porg¢do terapéutica tal como um agente
terapéutico, por exemplo. A porcdo molecular de farmaco pode
ser uma ©proteina ou polipéptido possuindo uma actividade
bioldgica desejada. Tais proteinas podem incluir, por exemplo,
uma proteina tal como a CTLA4-Ig, um anticorpo ou qualguer
outra proteina; ou modificadores da resposta bioldgica tais
como, por exemplo, linfocinas, o factor de necrose tumoral,
interferdo alfa, interferdo beta, factor de crescimento dos
nervos, factor de crescimento derivado das plaquetas,
activador do plasminogénic tecidular, BLyS (Estimulador dos
Linféciteos B), interleucina-1 (“IL-1"), interleucina-2 (“IL-
2”), interleucina-6 (“IL-6"), factor estimulador das coldnias
de granuldcitos/macréfagos (“GM-CSF”), factor estimulador das
coldénias de granuldcitos (“G-CSF”), ou outros factores de
crescimento.

As técnicas para a conjugacdo de tais porgdes moleculares
terapéuticas com anticorpcs sdo bem conhecidas. Ver, por
exemplo, Arnon et al. (1985) Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, ed. Reisfeld et al. (Alan R. Liss, Inc.), pags. 243-
256; ed. Hellstrom et al. (1987) Controlled Drug Delivery, ed.
Robinson et al. (2% ed.; Marcel Dekker, Inc.), pags. 623-653;
Thorpe (1985), Monoclonal Antibodies 784: Biological and
Clinical Applications, ed. Pinchera et al. p&gs.475-506
(Editrice Kurtis, Milano, Italy, 1985); Monocclonal Antibodies

for Cancer Detection and Therapy, ed. Baldwin et al. (Academic
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Press, New York, 1985), pags. 303-316; e Thorpe et al. (1982)
Immunol. Rev. 62:119-158.

Alternativamente, um anticorpo pode ser conjugado com um
segundo anticorpo para formar um heteroconjugado de anticorpo,
tal como descritoc na Patente dos EUA N° 4.676.980.
Adicionalmente, poderdo usar-se linkers entre os marcadores e
0os anticorpos da invencdo (ver a Patente dos EUA N°
4.831.175). 0Os anticorpos, ou os seus fragmentos de ligacgdo ao
antigénio, poderdo ser directamente ou indirectamente marcados
(Patente dos EUA N° 5.595.721). O tratamento poderd consistir
numa combinacdo do tratamento com anticorpos conjugados e néo
conjugados administrados simultaneamente ou subsequentemente

(WO 00/52031 e WO 00/52473) .

Variantes de Anticorpos Antagonistas Anti-CD40

Poderéo usar-se variantes biologicamente activas
apropriadas dos anticorpos antagonistas anti-CD40 na presente
invencdo. Tais variantes reterdo as propriedades de ligacéo
desejadas do anticorpo antagonista anti-CD40 progenitor. Os
métodos para a producdo de variantes de anticorpos estdo
bastante difundidos neste campo técnico.

Por exemplo, podem preparar-se variantes de sequéncias de
aminoadcidos de um anticorpo antagonista anti-CD40, por
exemplo, o0s anticorpos monoclonais CHIR-5.9 ou CHIR-12.12 aqui
descritos, efectuando mutacgdes na sequéncia de DNA clonada que
codifica para o anticorpoc de interesse. 0s métodos de
mutagénese e alteracdo de sequéncias nucleotidicas s&o bem
conhecidos da técnica. Ver, por exemplo, Walker e Gaastra,
eds. (1983) Techniques in Molecular Biology (MacMillan
Publishing Company, New York); Kunkel (1985) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82:488-492; Kunkel et al. (1987) Methods Enzymol.
154:367-382; Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: a
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor, New York); Patente dos

54



EUA N° 4.873.192; e as referéncias al <citadas. Podem
encontrar-se orientacdes sobre substituicbes apropriadas de
aminoacidos que ndo afectam a actividade Dbioldgica do
polipéptido de interesse no modelo de Dayhoff et al. (1978),
em Atlas of Protein Sequence and Structure (Natl. Biomed. Res.
Found., Washington, D.C.). As substituic¢@es conservativas,
tais como a troca de um aminodcido por outro com propriedades
semelhantes, poderao ser preferidas. Os exemplos de
substitui¢des conservativas incluem, de modo ndo limitativo,
Gly<->Ala, Val<->Ile<->Leu, Asp<->Glu, Lys<->Arg, Asn<->Gln, e
Phe<->Trp<->Tyr.

Na construcdo de variantes do polipéptido que constitui o
anticorpo antagonista anti-CD40 de interesse, sdo feitas
modificacdes de modo a que as variantes continuem a possuir a
actividade desejada, i.e., uma afinidade de ligacéo
semelhante, a capacidade de se ligar especificamente a um
antigénio CD40 humano expresso a superficie de uma célula
humana e auséncia de actividade agonista significativa,
exibindo por outro lado actividade antagonista gquando em
ligacdo a um antigénio CD40 numa célula humana que expressa
CD40. Obviamente, quaisquer mutacdes efectuadas no DNA
codificando para o polipéptido wvariante ndo devem colocar a
sequéncia fora do molde de leitura e, preferencialmente, néo
criardo regides complementares gue poderiam produzir uma
estrutura secundaria de mRNA. Ver a Publicacido do Pedido de
Patente EP N° 75.444,

Adicionalmente, a regido constante de um anticorpo
antagonista anti-CD40 pode ser alvo de mutacdo de modo a
alterar a funcdo efectora de diversos modos. Por exemplo, ver
a Patente dos EUA N° 6.737.056Bl1 e a Publicacdo do Pedido de
Patente US N° 2004/013210121, que expdem mutacdes dos Fc que

optimizam a ligacdoc dos anticorpos acs receptores de Fc.
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Preferencialmente, as variantes de um anticorpo
antagonista anti-CD40 de referéncia possuem sequéncias de
aminoacidos que tém pelo menos 70% ou 75% de identidade de
sequéncia, preferencialmente pelo mencs 80% ou 85% de
identidade de sequéncia, mais preferencialmente pelo menos
90%, 91%, 92%, 93%, 94% ou 95% de identidade de sequéncia com
a sequéncia de aminodcidos da molécula de referéncia de
anticorpo antagonista anti-CD40, por exemplo, o0s anticorpos
monoclonais CHIR-5.9 ou CHIR-12.12 aqui descritos, ou com uma
porgdo mais curta da molécula de referéncia do anticorpo. Mais
preferencialmente, as moléculas partilham uma identidade de
sequéncia de pelo menos 96%, 97%, 98% ou 99%. Para os fins da
presente invencdo, a percentagem de identidade de sequéncia é
determinada wusando o algoritmo de busca de homologias de
Smith-Waterman, usando uma analise de espacamentos (gaps) com
0s parémetros de gap open penalty de 12 e gap extension
penalty de 2, matriz BLOSUM de 62. O algoritmo de busca de
homologias de Smith-Waterman ¢é exposto em Smith e Waterman
(1981) Adv. Appl. Math. 2:482-489. Uma variante poderéd, por
exemplo, diferir do anticorpo antagonista anti-CD40 de
referéncia em apenas 1 a 15 residuos de aminoacidos, apenas 1
a 10 residucs de aminocécidos, tal como apenas 6-10, apenas 5,
apenas 4, 3, 2, ou até apenas 1 residuo de aminoacido.

No que diz respeitc ao alinhamento 6éptimo de duas
sequéncias de aminoicidos, o segmento contiguo da sequéncia
variante de aminodcidos poderd ter residuos adicicnais de
amincacidos ou ter sofrido uma deleccdo de aminoacidos
relativamente a sequéncia de aminodcidos de referéncia. O
segmento contiguo usado para comparacdo com a sequéncia de
amincacidos de referéncia incluira pelo menos 20 residuos de
aminoadcidos contiguos, podendo chegar a 30, 40, 50 ou mais
residuos de aminoacidos. ©Podem estabelecer-se correccdes

quanto a identidade de sequéncia associadas a substituicges
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conservativas de residuos de aminocidcidos ou a espacamentos na
sequéncia (ver o algoritmo de busca de homologias de Smith-
Waterman) .

A estrutura quimica precisa de um polipéptido que tem a
capacidade de se ligar especificamente ao CD40 e de reter a
actividade antagonista, particularmente quando ligado ao
antigénio (CD40 em células B malignas, depende de diversos
factores. Uma vez que se encontram presentes na molécula
grupos amino e carboxilo ionizéveis, ©podera obter-se um
polipéptido particular sob a forma de sal acidico ou béasico,
ou na forma neutra. Todas as preparacbes deste tipo que
retenham a sua actividade bioldégica quando colocadas em
condicBes ambientais adequadas sdo incluidas na definicdo de
anticorpos antagonistas anti-CD40, tal como aqui € wusada.
Ainda, a seguéncia primaria de aminoadcidos do polipéptido
poderd ser aumentada por derivatizacdo usando  porgdes
moleculares de aclcar (glicosilacdo) ou outras moléculas
suplementares tais como lipidos, fosfato, grupos acetilo e
semelhantes. A sequéncia podera ainda ser aumentada por
conjugacdo com sacaridos. Certos aspectos de tal aumento séo
atingidos através dos sistemas de processamento pds-tradugdo
do hospedeiro produtor; outras modificacBes poderdo ser
introduzidas in vitro. Em qualquer caso, tals modificacgdes sé&o
incluidas na definicdo de um anticorpo anti-CD40 tal como agui
& usada, com a ressalva de que as propriedades antagonistas do
anticorpo anti-CD40 ndo sejam destruidas. Serd de esperar que
tais modificaces possam afectar quantitativa ou
qualitativamente a actividade, aumentando ou reduzindo a
actividade do polipéptido, nos diversos ensaios. Ainda, os
residuos individuais de aminoadcidos na cadeia poderdo ser
modificados por oxidacdo, reducdo ou outra derivatizacdo, e o
polipéptido poderad ser submetido a corte para obter fragmentos

que retém a actividade. Tais alteracdes que ndo destroem a
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actividade antagonista ndo afastam a sequéncia polipeptidica
da definicdo de anticorpos anti-CD40 de interesse, tal como
esta é agqui usada.

Os desenvolvimentos técnicos neste campo fornecem
orientacdes substanciais relativas a preparacdo e uso de
variantes polipeptidicas. Na prepara¢do de variantes dos
anticorpos anti-CD40, um perito na técnica poderad prontamente
determinar as modificagdes da sequéncia de nucledtidos ou da
sequéncia de aminodcidos da proteina nativa que resultaré&o
numa variante adequada para uso como um  componente
terapeuticamente activo de uma composicdc farmacéutica usados

nos métodos aqui revelados.

Métodos Terapéuticos Utilizando os Anticorpos Antagonistas

Anti-CD40 da Invencéo

Os métodos aqui apresentados s&o dirigidos ao uso de
anticorpos antagonistas anti-CD40 no tratamento de individuos
(i.e., pacientes) que sofrem de doengas auto-imunes e/ou
inflamatérias, ou de uma predisposicdo para desenvolver uma
doenca auto-imune e/ou inflamatdria, nos quals a doenca e/ou a
inflamac&do é mediada pela sinalizagdc por CD40 mediada por
ligando de CD40 em células que expressam o antigénio CD40. Por
“células gue expressam CD40” pretende-se referir células que
expressam © antigénio CD40. Os métodos para a deteccdo da
expressdo de CD40 em células sdo bem conhecidos da técnica e
incluem, de modo nao limitativo, técnicas de PCR,
imunohistoquimica, citometria de fluxc, Western blot, ELISA e
semelhantes.

Os métodos aqui expostos s&o especialmente Uteis para o
tratamento de doencas inflamatdrias e/ou autoimunes nas quais
estd envolvida a estimulagdo por CD40 mediada por CD40L. As

composicoes da invencao poderao ser administradas
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profilacticamente ou terapeuticamente, ou numa combinagéo
destas accdes.

As doencas inflamatérias sdo caracterizadas por inflamacéo
e por destruicdo de tecidos, ou por uma combinacdc destas. O
termo "doenca inflamatéria” inclui qualquer processo
inflamatdrio mediado por via imune em que o evento iniciador
ou o alvo da resposta imune envolve antigénio(s) de ndo-self,
incluindo, por exemplo, aloantigénios, xenoantigénios,
antigénios virais, antigénios bacterianos, antigénios
desconhecidos ou alergenos.

Adicionalmente, para os fins da presente invencdo, o termo
"doenca(s) inflamatdédria(s)" inclui "doenca(s) autoimune(s)".
Tal como agqui é usado, o termo "autoimunidade™ é de modo geral
entendido como abrangendo processos inflamatédrios mediados por
via imune que envolvem 0s antigénios do “self". Nas doencgas
autoimunes, o(s) antigénio(s) do self desencadeiam respostas
imunes por parte do hospedeiro.

Ainda, a presente exposicdo inclui o tratamento da
inflamacdo associada com a rejeicdo de um transplante de
tecidos. Os termos "rejeigdo de transplante " ou "rejeicdo de
enxerto" refere-se a qualquer resposta immune produzida pelo
hospedeiro contra um enxerto, incluindo, de modo ndo
limitativo, antigénios HLA, antigénios dos grupos sanguineos e
semelhantes.

A invencdo pode ainda ser usada para tratar a doenca de
enxerto versus hospedeiro, tal como a associada ao transplante
de medula oOssea, por exemplo. Numa tal doenga de enxerto
versus hospedeiro, a medula o6ssea dadora inclui linfécitos e
células que sofrem maturacdo até linfécitos. Os linfdécitos da
medula dadora reconhecem os antigénios do receptor como sendo
ndo-self e desenvolvem uma resposta imune inflamatéria. Assim,
tal como aqui s&o usados, o©s termos "doenca de enxerto versus

hospedeiro” ou "reaccdo de enxerto versus hospedeiro" referem-
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se a qualguer resposta imune mediada por células T na qual os
linfécitos dadores reagem com os antigénios do hospedeiro.

Os anticorpos antagonistas anti-CD40 e seus fragmentos de
ligacdo ao antigénio aqui descritos podem ser usados de acordo
com a invencdo para tratar distGrbios autoimunes e/ou
inflamatérios que incluem, de modo ndoc limitativo, lupus
eritematoso sistémico (LES), lGpus discdide, 1lupus nefritico,
sarcoidose, artrite inflamatdria, incluindo artrite juvenil,
artrite reumatdide, artrite psoridtica, sindroma de Reiter,
espondilite anquilosante e artrite gotosa, rejeicdo de um
transplante de orgdo ou tecido, rejeic&o hiperaguda, aguda ou
crénica e/ou doenca de enxerto versus hospedeiro, esclerose
miultipla, sindroma de hiper-IgE, poliarterite nodosa, cirrose
biliar primaria, doenca inflamatdédria do intestino, doenca de
Crohn, doenca celiaca (enteropatia sensivel ao gluten),
hepatite autoimune, anemia perniciosa, anemia hemolitica
autoimune, psoriase, escleroderma, miastenia gravis, plrpura
trombocitopénica autoimune, tiroidite autoimune, doenca de
Graves, tiroidite de Hashimoto, doenca por complexos imunes,
sindroma de disfuncdo imune e fadiga crdnica (CFIDS),
polimiosite e dermatomiosite, crioglobulinémia, trombdlise,
cardiomiopatia, pénfigo, fibrose pulmonar intersticial,
diabetes mellitus Tipo I e Tipo II, Thipersensibilidade
retardada dos tipos 1, 2, 3 e 4, alergias ou disturbios
alérgicos, respostas imunes indesejadas/inesperadas a
proteinas terapéuticas (ver, por exemplo, o Pedido de Patente
dos EUA No. US 2002/0119151 e Koren et al. (2002) Curr. Pharm.
Biotechnol. 3:349-60), asma, sindroma de Churg-Strauss
(granulomatose alérgica), dermatite atépica, dermatite
alérgica e de irritacdo por contacto, wurticédria, alergias
mediadas por IgE, aterosclerose, vasculite, miopatias
inflamatérias idiopaticas, doenca hemolitica, doenca de

Alzheimer, polineuropatia inflamatdria desmielinizante crénica
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e semelhantes. Em outras formas de realizacdo, os anticorpos
antagonistas anti-CD40 da invencdo sido Uteis no tratamento de
inflamac®Ges pulmonares, incluindo, de modo ndo limitativo,
rejeicdo de transplante de pulmdo, asma, sarcoidose, enfisema,
fibrose gquistica, fibrose pulmonar idiopédtica, bronguite
crénica, rinite alérgica e doencas alérgicas do pulmdo tais
como pneumonite por hipersensibilidade, pneumonia
eosinofilica, bronquiolite obliterante devida a transplante de
medula 6ssea e/ou pulmdo ou a outras causas, aterosclerose do
enxerto/flebosclerose do enxerto, assim como fibrose pulmonar
resultante de doencas do colagénio, vasculares e autoimunes
como a artrite reumatdide e o llupus eritematoso.

O termo “tratamento” é aqui definido como a aplicacdo ou
administracdo de um anticorpo antagonista anti-CD40, ou de um
seu fragmento de ligacdo ao antigénio, a um individuo, ou a
aplicacdo ou administragdo de um anticorpo antagonista anti-
CD40 ou de um seu fragmento a um tecido ou 1linha celular
isolados de um individuo, sendo que o individuo sofre de uma
doenca autoimune e/ou doenca inflamatéria, de um sintoma
associado a doenca autoimune e/ou doenca inflamatdria ou de
uma predisposicdo para o desenvolvimento da doenca autoimune
e/ou doenca inflamatdria, sendo o propdsito desta aplicacdo ou
administracdo o de curar, aliviar, alterar, remediar, melhorar
ou afectar a doenca autoimune e/ou doenca inflamatdria,
quaisquer sintomas associados a doenca autoimune e/ou doenga
inflamatdéria ou a predisposicdo para o desenvolvimento da
doenca autoimune e/ou doenca inflamatéria. Por “tratamento”
pretende-se também significar a aplicacdo ou administracdo de
uma composicdo  farmacéutica compreendendo os  anticorpos
antagonistas anti-CD40 ou seu fragmento de ligacdo ao
antigénio a um individuo, ou a aplicacdo ou administracdo de
uma composicdo farmacéutica compreendendo o0s anticorpos anti-

CD40 ou seus fragmentos a um tecido ou linha celular isolados
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de um individuo, o qual sofre de doenca autoimune e/ou doenga
inflamatéria, um sintoma de doenca autoimune e/ou doenca
inflamatéria ou uma predisposicdo para o desenvolvimento da
doenca autoimune e/ou doenca inflamatdéria, sendo o propdsito
desta aplicagdo ou administracdo o de curar, aliviar, alterar,
remediar, melhorar ou afectar a doenca autoimune e/ou doenca
inflamatéria, gquaisquer sintomas associados a doenca autoimune
e/ou doenca inflamatéria ou a predisposicdo para o
desenvolvimento da doenca autoimune e/ou doenca inflamatdria.

Por "actividade anti-inflamatdéria" pretende-se indicar uma
reducdo ou prevencdoc da inflamacdo. A terapéutica com pelo
menos um anticorpo antagonista anti-CD40 (ou um seu fragmento
de 1ligacdo ao antigénio) tal como definido em outro local
desta exposicdo causa uma resposta fisioldgica que é benéfica
no que respeita ao tratamento de uma doenca autoimune e/ou uma
doenca inflamatdéria, nos casos em que a doenga envolve células
que expressam o antigénio CD40. Reconhece-se que 08 métodos
aqul expostos podem ser Uteis na prevencdo da alteracdo
fenotipica das células, tal como a proliferacdo, activacédo e
semelhantes.

De acordo com os métodos aqui descritos, pelo menos um
anticorpo antagonista anti-CD40 (ou wum seu fragmento de
ligag&o ao antigénio), tal como definido em outro local desta
descricgdo, sdo usados para promover uma resposta terapéutica
positiva relativamente ao tratamento ou prevencdo de uma
doenca auto-imune e/ou inflamatdria. Por “resposta terapéutica
positiva” relativamente a uma doenga auto-imune e/ou
inflamatéria pretende-se indicar uma melhoria da doenga em
associacdo & actividade anti-inflamatéria destes anticorpos ou
seus fragmentos de ligacdo ao antigénio, e/ou uma melhoria dos
sintomas associados a doenca. Assim, pode observar-se um
efeito anti-proliferativo, a prevengido da proliferacéio

adicional das c¢élulas que expressam CD40, uma redugdo da



resposta inflamatdéria que inclui, de modo ndo limitativo, a
reducdo da secrecdo de citocinas inflamatérias, moléculas de
adesdo, proteases, imunoglobulinas (nos casos em que a célula
portadora de CD40 é uma célula B), combinacdes destes efeitos,
e semelhantes, producédo aumentada de  proteinas anti-
inflamatérias, reducdo do numero de células autoreactivas,
aumento da tolerdncia imunolédgica, inibicdo da sobrevivéncia
das c¢élulas autoreactivas e/ou diminuicdo de um ou mais
sintomas mediados pela estimulacdc das células que expressam
CD40. Tais respostas terapéuticas positivas ndo estdo sujeitas
a limitacdes quanto a via de administracdo e ©poderédo
compreender a administracdo ao dador, ao tecido do dador (tal
como, por exemplo, na perfusdo de orgdcs), ao hospedeiro, a
qualguer combinacdo destes, e semelhantes.

A resposta clinica pode ser avaliada usando técnicas de
avaliacdo tais como imagiologia por ressondncia magnética
(IRM), imagioclogia por raios X, tomografia axial computorizada
(TAC), citometria de fluxo ou andlise de separacdo de células
activadas por fluorescéncia (FACS), histologia, patologia
macroscoépica e gquimica do sangue, incluindo, de modo né&o
limitativo, as alteracdes detectaveis por ELISA, RIZ,
cromatografia e semelhantes. Para além destas respostas
terapéuticas positivas, o individuo submetido a terapéutica
com o anticorpo antagonista anti-CD40 ou o seu fragmento de
ligagdo ao antigénio podera experienciar o efeito benéfico de
uma melhoria dos sintomas associados a doenca.

Os termos “dose ou quantidade terapeuticamente eficaz” ou
“quantidade eficaz” pretendem indicar uma quantidade de
anticorpo antagonista anti-CD40 ou de um seu fragmento de
ligacdo ao antigénio que, quando administrada, induz uma
resposta terapéutica positiva no que diz respeito ao
tratamento de um paciente com uma doenca auto-imune e/ou

inflamatdéria. Em algumas formas de realizacdo da invencdo, uma
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dose terapeuticamente eficaz de anticorpo anti-CD40 ou de um
seu fragmento varia entre cerca de 0,01 mg/kg e cerca de 40
mg/kg, entre cerca de 0,01 mg/kg e cerca de 30 mg/kg, entre
cerca de 0,1 mg/kg e cerca de 30 mg/kg, entre cerca de 1 mg/kg
e cerca de 30 mg/kg, entre cerca de 3 mg/kg e cerca de 30
mg/kg, entre cerca de 3 mg/kg e cerca de 25 mg/kg, entre cerca
de 3 mg/kg e cerca de 20 mg/kg, entre cerca de 5 mg/kg e cerca
de 15 mg/kg, ou entre cerca de 7 mg/kg a cerca de 12 mg/kg. E
reconhecido que o método de tratamento poderd compreender uma
s6 administracdc de uma dose terapeuticamente eficaz ou
miltiplas administracdes de uma dose terapeuticamente eficaz
do anticorpo antagonista anti-CD40 ou do seu fragmento de
ligacdo ao antigénio.

Uma outra forma de realizacido desta exposiclo consiste no
uso de anticorpos antagonistas anti-CD40 para a monitorizacédo
diagnéstica dos niveis de proteinas nos tecidos como parte de
um procedimento de teste clinico, p.ex., para determinar a
eficdcia de um dado regime de tratamento. A detecgdo pode ser
facilitada através do acoplamento do anticorpo a uma
substéncia detectavel. 0s exemplos de substdncias detectéaveis
incluem diversos enzimas, grupos prostéticos, materiais
fluorescentes, materiais luminescentes, materiais
bioluminescentes e materiais radiocactivos. O0s exemplos de
enzimas adequadas incluem peroxidase de rabano, fosfatase
alcalina, p-galactosidase ou acetilcolinesterase; o0s exemplos
de complexos de grupos prostéticos adequados incluem
estreptavidina/biotina e avidina/biotina; o©os exemplos de
materiais fluorescentes adeqguados incluem umbeliferona,
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceing, rodamina,
diclorotriazinilamina-fluoresceina, cloreto de dansilo ou
ficoeritrina; um exemplo de um material luminescente inclui o

luminol; os exemplos de materiais bioluminescentes incluem
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luciferase, luciferina e aequorina; e os exemplos de materiais
radiocactivos adequados incluem **°I, *'1, *°S ou °H.

Os anticorpos antagonistas anti-CD40 aqui descritos, ou os
seus fragmentos de ligacdo ao antigénioc adequados, podem ser
usados em combinacdo com quaisquer terapéuticas conhecidas
para doencas auto-imunes e inflamatérias, incluindo qualquer
agente ou combinacdo de agentes de utilidade reconhecida, ou
que tenham j& sido usados ou se encontrem actualmente em uso,
no tratamento de doencas auto-imunes e inflamatdrias. Tais
terapéuticas e agentes terapéuticos incluem, de modo ndo
limitativo, cirurgia ou procedimentos cirtrgicos (p.ex.,
esplenectomia, linfadenectomia, tiroidetomia, plasmaferese,
leucoferese, transplante de células, tecidos ou orgdos,
procedimentos de intervenc&o intestinal, perfusido de orgios e
semelhantes), radioterapia, terapéuticas tais como terapéutica
com esterdides e terapéutica ndo-esterdide, terapéutica
hormonal, terapéutica com citocinas, terapéutica com agentes
dermatolégicos (por exemplo, agentes topicos usados para
tratar alteracgdes da pele tais como alergias, dermatite de
contacto e psoriase), terapéutica imunosupressora, outras
terapéuticas anti-inflamatdérias com anticorpos monoclonais, e
semelhantes. Deste modo, os anticorpos antagonistas anti-CD40
aqui descritcs, ou os seus fragmentos de ligac&o ao antigénio,
sdo administrados em combinacdo com pelo menos uma outra
terapéutica, incluindo, de modo ndo limitativo, cirurgia,
perfusdo de orgdos, radioterapia, terapéutica com esterdides,
terapéutica ndo-esterdide, terapéutica antibidética,
terapéutica antiftngica, terapéutica hormonal, terapéutica com
citocinas, terapéutica com agentes dermatoldgicos (por
exemplo, agentes tédpicos usados para tratar alteracdes da pele
tais como alergias, dermatite de contacto e ©psoriase),
terapéutica imunosupressora, outras terapéuticas anti-

inflamatdérias com anticorpos monoclonais, combinacdes destas,
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e semelhantes. Assim, quando as terapéuticas combinadas
compreendem a administracdoc de um anticorpo antagonista anti-
CD40 ou de um seu fragmento de ligacdc ao antigénio em
combinacdo com a administracdo de outro agente terapéutico,
tal como por exemplo os esterdides, os métodos aqui expostos
abrangem a coadministracdo, usando formulagdes separadas ou
uma sé formulacdo farmacéutica, e a administracdo consecutiva
por qualquer ordem.

Quando os métcdos aquli expostos compreendem regimes
terapéuticos combinados, estas terapias poderdo ser
administradas em simultédneo, 1i.e., o anticorpo antagonista
anti-CD40 ou o seu fragmento de 1ligacdo aoc antigénio é
administrado concomitantemente ou na mesma mcldura temporal
que a outra terapéutica (i.e., as terapias sio administradas
concomitantemente, mas © anticorpo anti-CD40 ou o seu
fragmento de ligacdo ao antigénio ndo ¢é administrado
precisamente ac mesmo tempo gque a outra terapéutica).
Alternativamente, 0 anticorpo antagonista anti-CD40 da
presente invencdo, ou o seu fragmento de ligacdo ao antigénio,
poderéd igualmente ser administrado antes ou depois da outra
terapéutica. A  administracdo  sequencial das diferentes
terapéuticas pode ser efectuada independentemente de o
individuo tratado ter respondido ou ndoc ao primeiro curso de
terapia para reduzir a possibilidade de recidivas.

Em algumas formas de realizagdo da exposic¢do, 0s
anticorpos antagonistas anti-CD40 aqui descritos, ou 08 seus
fragmentos de ligag¢do ao antigénio, s8o administrados em
combinac&do com fadrmacos imunosupressores ou com farmacos anti-
inflamatérios, sendo que o anticorpo e o(s) agente (s)
terapéutico(s) podem ser administrados sequencialmente, por
qualguer ordem, ou simultaneamente (i.e., concorrentemente ou
dentro da mesma Jjanela temporal). 0s exemplos de farmacos

imunosupressores adequados gque podem ser administrados em
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combinacdo com ©0s anticorpos antagonistas anti-CD40 da
invencdo incluemn, de modo ndo limitativo, metotrexato,
ciclofosfamida, mizoribina, clorambucil, <ciclosporina, tal
como, por exemplo, ciclosporina em aerosol (ver a Publicacio
do Pedido de Patente dos EUA No. US20020000901), tacrolimus
(FK506; ProGraf™), micofenolato de mofetil e azatioprina (6-
mercaptopurina), sirolimus (rapamicina), desoxispergualina,
leflunomida e o0s seus analogos de malononitrilcamida; e
proteinas imunosupresscras, incluindo, por exemplo, anticorpos
anti-CTLA4 e fusbes com Ig, anticorpos anti-Estimulador de
Linfécitos B (p.ex., LYMPHOSTAT-B™) e fusdes com Ig (BLyS-Ig),
anticorpos anti-CD80 e etanercept (Enbrel®), assim como
anticorpos anti-células T tais como o anti-CD3 (OKT3), anti-
CD4, e semelhantes. 0s exemplos de agentes anti-inflamatérios
adequados incluem, de modo ndo limitativo, corticosterdides
tais como, por exemplo, clobetasol, halobetascl,
hidrocortisona, triamcinolona, betametasona, fluocinol,
fluocinonida, prednisona, prednisolona, metilprednisolona;
farmacos anti-inflamatdérios ndo esterdides (AINEs) tais como,
por exemplo, sulfasalazina, medicamentos contendo mesalamina
(conhecidos como agentes 5-ASA), celecoxib, diclofenac,
etodolac, fenprofeno, flurbiprofeno, ibuprofeno, cetoprofeno,
meclofamato, meloxicam, nabumetona, naproxeno, oxaprozina,
piroxicam, rofecoxib, salicilatcs, sulindac e tolmetina;
anticorpos anti-inflamatdrios tais como adalimumab (HUMIRA®,
um antagonista de TNF-a) e infliximab  (Remicade®, um
antagonista de TNF-a), e semelhantes.

A rejeicdo de transplantes e a doenca de enxerto versus
hospedeiro podem ser hiperagudas (humorais), agudas (mediadas
por células T), ou crbénicas (etiologia desconhecida), ou
resultar de uma combinacdo destes elementos. Assim, o0s
anticorpos antagonistas anti-CD40 da invencdo sdo usados enm

algumas formas de realizacdo para prevenir e/ou atenuar a
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rejeicdo e/ou os sintomas associados a rejeigdo hiperaguda,
aguda e/ou crénica do transplante de qualquer tecido,
incluindo, de nodo ndo limitativo, figado, rim, pancreas,
células dos ilhéus pancreaticos, intestino delgado, pulmio,
coracdo, cérneas, pele, vasos sanguineos, o0sso, medula Ossea
heterdloga ou autdloga, e semelhantes. Os tecidos para enxerto
podem ser obtidos a partir de qualquer dador e @ ser
transplantados em qualquer hospedeiro receptor, e assim o
procedimento de transplante pode compreender o transplante de
tecido animal para individuos humanos (p.ex., =xenoenxertos),
transplante de tecido de um individuo humano para outro humano
(p.ex., aloenxertos), e/ou transplante de tecido de uma parte
de um corpo humano para outra parte do mesmo corpo (p.ex.,
autoenxertos). O <tratamento com os anticorpos da invencéo
podem também reduzir as sequelas do transplante tais como
febre, anorexia, anomalias hemodindmicas, leucopénia,
infiltracéo por glébulos brancos do orgédo/tecido
transplantado, assim como as infecc¢bes oportunistas.

Em algumas formas de realizacéo, 08 anticorpos
antagonistas anti-CD40 da invencdo  podemn ser  usados
iscladamente ou em combinacdo com farmacos 1mMuUnosSUpPressores
para tratar e/ou prevenir a rejeicdo de transplantes como a
rejeicdo hiperaguda, aguda e/ou crénica e/ou a doenga de
enxerto versus hospedeiro. Assim, em algumas formas de
realizacdo em que os anticorpos antagonistas anti-CD40 da
invencdo s&o usados para tratar a rejeicdo de enxertos, 0s
anticorpos podem ser usados em combinag¢do com farmacos
imunosupressores adequados, incluindo, de modo ndo limitativo,
metotrexato, ciclofosfamida, mizoribina, clorambucil,
ciclosporina, tal como, por exemplo, ciclosporina em aerosol
(ver a Publicacdc do Pedido de Patente dos EUA No.
Us20020006901), tacrolimus (FK506; ProGraf™), micofenolato de

mofetil e azatioprina (6-mercaptopurina), sirolimus
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(rapamicina), desoxispergualina, leflunomida e 0s seus
andlogos de malononitriloamida; e proteinas imunosupressoras,
incluindo, por exemplo, anticorpos anti-CTLA e fusfes com Ig,
anticorpos anti-Estimulador de Linfécitos B (p.ex.,
LYMPHOSTAT-B™) e fus®es com Ig (BLyS-Ig), anticorpos anti-CD8O0
e etanercept (Enbrel®), assim como anticorpos anti-células T
tais como o anti-CD3 (OKT3), anti-CD4, e semelhantes.

Assim, a 1invencdoc contempla especificamente que as
composicdes e métodos aquli expostos sejam usados em combinacdo
com outros fédrmacos para reforcar a melhoria dos sintomas e
dos resultados dos receptores de transplante, comoc  0OS
receptores de transplantes de pulmic, por exemplo. Assim, em
algumas formas de realizacdo, os anticorpos antagonistas anti-
CD40 da invencdo sdo wusados para tratar a rejeicldo de
transplantes (como por exemplo a rejeicdo hiperaguda, aguda
e/ou croénica ou a doenca de enxerto versus hospedeiro em
receptores de transplante de pulmdo) iscladamente ou em
combinacdo com ciclosporina administrada por via parentérica
e/ou ndo parentérica, incluindo por exemplo ciclosporina oral,
ciclosporina injectéavel, <ciclosporina aerosolizada (p.ex.,
inalada) e combinagdes destas. Em algumas formas de realizacdo
em gue pelo menos um componente terapéutico é a ciclosporina
aerosolizada, a ciclosporina é administrada ao pulmdo do
receptor por inalacdo da ciclosporina sob a forma de spray de
aerosol usando, por exemplo, um dispositivo de administracdo
pressurizado ou nebulizador. A ciclosporina pode ser
administrada sob a forma de pd seco ou em forma molhada.

Em outras formas de realizacdo, o0s anticorpos antagonistas
anti-CD40 da invencdo podem ser usados isoladamente ou emn
combinacdo com fArmacos imunosupressores no tratamento e/ou
profilaxia da artrite reumatdide. Assim, em algumas formas de
rezlizacdo em que os anticorpcs antagonistas anti-CD40 da

invengdo sdo usados para tratar a artrite reumatdide, os
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anticorpos podem ser usados em combinag¢do com farmacos

imunosupressores adequados, incluindo, de modo ndo limitativo,

metotrexato, ciclofosfamida, mizoribina, clorambucil,
ciclosporina, tacrolimus (FK506; PROGRAF™), micofenolatc de
mofetil e azatioprina (6-mercaptopurina), sirolimus
(rapamicina), desoxispergualina, lefluncmida e 0s  seus

andlogos de malononitrilocamida; e proteinas imunosupressoras,
incluindo, por exemplo, anticorpos anti-CTLA e fusSes com Ig,
anticorpos anti-Estimulador de Linfdécitos B (p.ex.,
LYMPHOSTAT-B™) e fus@es com Ig (BLyS-Ig), anticorpos anti-CDZO0

(p.ex., RITUXAN®); o anticorpo inteiramente humano HuMax-CD20,

R-1594, IMMU-106, TRU-015, AME-133, tositumomab/I-131,
tositumomab (Bexxar®), ibritumomab tiuxetan (Zevalin®) ;
anticorpos anti-CD80 e etanercept (Enbrel®), assim como

anticorpos anti-células T tais como o anti-CD3 (OKT3), anti-
CD4, e semelhantes. Tal como acima se expde, a eficacia do
tratamento pode ser avaliada por quaisquer meios, incluindo,
de modo ndo limitativo, a medicdo da eficacia através das
respostas c¢linicas definidas pelos critérics do American
College of Rheumatology, do European League of Rheumatism, ou
por quaisquer outros critérios. Ver, por exemplo, Felson et
al. (1995) Arthritis. Rheum. 38:727-35 e van Gestel et al.
(1996) Arthritis Rheum. 39:34-40.

Em ainda outras formas de realizacdo, os anticorpos
antagonistas anti-CD40 da inven¢do  podem ser usados
isocladamente ou em combinacdo com farmacos imunosupressores no
tratamento e/ou profilaxia da esclerose multipla. Assim, em
algumas formas de realizacdo em que 0s anticorpos antagonistas
anti-CD40 da invencdo s&o usados para tratar a esclerose
miltipla, os anticorpos podem ser usados em combinacdo com
fédrmacos imunosupressores adequados, incluindo, de modo néo
limitativo, metotrexato, ciclofosfamida, mizoribina,

clorambucil, ciclosporina, tacrolimus (FK5006; PROGRAF™) ,
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micofenolato de mofetil e azatioprina (6-mercaptopurina),
sirolimus (rapamicina), desoxispergualina, leflunomida e o seu
andlogo de malononitrilocamida; e proteinas imunosupressoras,
incluindo, por exemplo, anticorpos anti-CTLA e fus8es com Ig,
anticorpos anti-estimulador de linfécitos B (p.ex.,
LYMPHOSTAT-B™) e fus@es com Ig (BLyS-Ig), anticorpos anti-CDZO0

(p.ex., RITUXAN®); o anticorpo inteiramente humano HuMax-CD20,

R-15¢%4, IMMU-106, TRU-015, AME-133, tositumomab/I-131,
tositumomab (Bexxar®), ibritumomab tiuxetan (Zevalin®) ;
anticorpos anti-CD80 e etanercept (Enbrel®), assim como

anticorpos anti-células T tais como o anti-CD3 (OKT3), anti-

CD4, e semelhantes.

FormulacBes Farmacéuticas e Modos de Administracéo

Os anticorpos antagonistas anti-CD40 desta invencdoc sé&o
administrados a uma concentracdo que é terapeuticamente eficaz
para evitar ou tratar as doencas auto-imunes e/ou
inflamatdérias. Para atingir este objectivo, os anticorpos
poderdo ser formulados usando uma variedade de excipientes
aceltaveis conhecidos da técnica. Tipicamente, os anticorpos
sdo administrados por injecgao quer intravenosa,
intraperitoneal ou subcutédnea. Os métodos para realizar esta
administracdo sio conhecidos dos técnicos de pericia média. E
igualmente possivel obter composicdes que podem ser
administradas por via tépica ou oral, ou que podem ser
transmitidas através das membranas mucosas.

A administrac8do intravenosa ocorre preferencialmente por
infusdo ao longoc de um periodo de cerca de 1 até cerca de 10
horas, mais preferencialmente ao longo de cerca de 1 até cerca
de 8 horas, ainda mais preferencialmente ao longo de cerca de
2 até cerca de 7 horas, e mais preferencialmente ainda ao
longo de cerca de 4 até cerca de 6 horas, dependendo do

anticorpo anti-CD40 a administrar. A infusdo 1inicial da
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composicdo farmacéutica poderd ser administrada ao longo de um
periodo de cerca de 4 até cerca de 6 horas, sendo as infusdes
subsequentes administradas mais rapidamente. As infusdes
subsequentes podem ser administradas ao longo de um periodo de
cerca de 1 até cerca de 6 horas, incluindo, por exemplo, cerca
de 1 até cerca de 4 horas, cerca de 1 até cerca de 3 horas, ou
cerca de 1 até cerca de 2 horas.

Uma composicdo farmacéutica da invencdo é formulada para
ser compativel com a sua via de administracido pretendida. Os
exemplos de vias de administracdo possiveis incluem a
administracéo parentérica (p.ex., intravenosa (1V),
intramuscular (IM), intradérmica, subcutdnea (SC) ou infuséo),
oral e pulmonar (p.ex., inalacéao), nasal, transdérmica
(tépica), transmucosa e vrectal. As solugdes ou suspensdes
usadas para aplicac&o parentérica, intradérmica ou subcuténea
podem incluir os seguintes componentes: um diluente estéril
como a Aagua para injeccdo, soro fisioldgico, déleos fixos,
polietilenoglicédis, glicerina, propilenoglicol ou outros
solventes sintéticos; agentes antibacterianos tais como &lcool
benzilico e metilparabenos; antioxidantes como &cido ascdrbico
ou bissulfito de sb6dio; agentes quelantes como o acido
etilenodiaminatetraacético; tampdes como os acetatos, citratos
ou fosfatos e agentes para o ajuste da tonicidade, tais como
cloreto de sbédio ou dextrose. O pH pode ser ajustado com
dcidos e bases, tais como &cido cloridrico ou hidrdxido de
sédio. A preparacdoc parentérica pode ser armazenada em
ampolas, seringas descartdveis ou frascos multidose de vidro
ou de pléastico.

Os anticorpos anti-CD40 s&o tipicamente fornecidos por
técnicas padronizadas num tampdo farmaceuticamente aceitével,
por exemplo, soro fisioldgico estéril, &gua tamponada estéril,
propilenoglicol, combinacdes dos anteriores, etc. 0Os métodos

de preparacdo dos agentes administrdveis por via parentérica



estdo descritos em Remington’s Pharmaceutical Sciences (18°
Ed.; Mack Publishing Company, FEaton, Pennsylvania, 1990). Ver
também, por exemplo, WO $8/56418, que descreve as formulagdes
farmacéuticas estabilizadas de anticorpos adequadas para uso
na presente invengdo.

A quantidade de pelo menos um anticorpo antagonista anti-
CD40 ou seu fragmento a administrar é prontamente determinada
por um técnico de pericia média sem necessidade de recorrer a
experimentacdo indevida. Os factores que influenciam o modo de
administracdo e a quantidade respectiva de pelo menos um
anticorpo antagonista anti-CD40 (ou um seu fragmento) incluem,
de modo n&do limitativo, & doenca particular que & alvo do
tratamento, a gravidade da doenca, a histdéria da doenca, e a
idade, altura, peso, estado de saude e forma fisica do
individuco a tratar. De forma similar, a quantidade de
anticorpo antagonista anti-CD40 ou seu fragmento a administrar
serad dependente do modo de administracdo e de o regime a
aplicar ao individuo prever uma dose unica ou doses multiplas
deste agente. Geralmente, & preferida uma dose mais elevada de
anticorpo anti-CD40 ou de um seu fragmento em funcdo do maior
peso do individuo a tratar. A dose de anticorpo anti-CD40 ou
do seu fragmento a administrar encontra-se no intervalo de
cerca de 0,003 mg/kg a cerca de 50 mg/kg, preferencialmente no
intervalc de 0,01 mg/kg a cerca de 40 mg/kg. Assim, por
exemplo, a dose poderd ser de 0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,1
mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, 1,5 mg/kg, 2 mg/kg, 2,5
mg/kg, 3 mg/kg, 5 mg/kg, 7 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg, 20
mg/kg, 25 mg/kg, 30 mg/kg, 35 mg/kg, 40 mg/kg, 45 mg/kg ou 50
mg/kg.

Em outra forma de realizacdo desta exposic&o, o método
compreende a administracdo de doses miltiplas do anticorpo
antagonista anti-CD40 ou de um seu fragmento. O método poderé

compreender a administracdo de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
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15, 20, 25, 30, 35, 40, ou mais doses terapeuticamente
eficazes de uma composicdo farmacéutica compreendendo um
anticorpo antagonista anti-CD40 ou um seu fragmento. A
frequéncia e duracdo de administracdo de doses miltiplas das
composicBes farmacéuticas compreendendo o anticorpo anti-CD40
ou um seu fragmento poderdo ser facilmente determinadas por um
perito na técnica sem o recurso a experimentacdo indevida.
Ainda, o tratamento de wum individuo com uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um anticorpo pode incluir um so
tratamento ou, preferencialmente, pode incluir uma série de
tratamentos. Num exemplo preferido, um individuo é tratado com
anticorpo antagonista anti-CD40 ou um seu fragmento de ligagdo
ao antigénio em quantidades no intervalo de entre cerca de 0,1
a 20 mg/kg de peso corporal, uma vez por semana durante cerca
de 1 a 10 semanas, preferencialmente durante cerca de 2 a 8
semanas, mais preferencialmente durante cerca de 3 a 7
semanas, e ainda mais preferencialmente durante cerca de 4, 5
ou © semanas. O tratamento poderd realizar-se anualmente para
prevenir as recidivas ou por indicacdo da ocorréncia de uma
recidiva. Deve ainda ter-se em conta que a dosagem eficaz do
anticorpo, ou do seu fragmento de ligacdo ao antigénio, usada
para o tratamento pode aumentar ou diminuir ao longo do curso
de um tratamento em particular. As alteracgdes de dosagem
poderdo resultar de, e mostrar-se necessdrias a partir de,
resultados de ensaios de diagnéstico tais como o0s acima
descritos. Assim, numa das formas de realizacdo, o regime de
dosagem inclui uma primeira administracdo de uma dose
terapeuticamente eficaz de pelo menos um anticorpo anti-CD40
ou seu fragmento aos dias 1, 7, 14 e 21 de um periodo de
tratamento. Em outra forma de realizacdo, © regime de dosagem
inclui uma primeira administracdo de uma dose terapeuticamente
eficaz de pelo menos um anticorpo anti-CD40 ou de um seu

fragmento acs dias 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 de uma semana num
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periodo de tratamento. Outras formas de realizacdo incluem um
regime de dosagem com uma primeira administrac&o de uma dose
terapeuticamente eficaz de pelo menos um anticorpo anti-CD40
ou de um seu fragmento aos dias 1, 3, 5 e 7 de uma semana num
periodo de tratamento; um regime de dosagem incluindo uma
primeira administra¢do de uma dose terapeuticamente eficaz de
pelo menos um anticorpo anti-CD40 ou de um seu fragmento aos
dias 1 e 3 de uma semana num periodo de tratamento; e um
regime de dosagem preferido incluindo uma primeira
administracdo de uma dose terapeuticamente eficaz de pelo
menos um anticorpc anti-CD40 ou de um seu fragmentc ao dia 1
de uma semena num periodo de tratamento. 0O periodo de
tratamento poderd compreender 1 semana, 2 semanas, 3 Semanas,
um més, 3 meses, 6 meses ou um ano. Os periodos de tratamento
poderdo ser subsequentes ou separados entre si por um dia, uma
semana, 2 semanas, um més, 3 meses, 6 meses Ou um ano.

Em algumas formas de realizacdo, as doses terapeuticamente
eficazes de anticorpo antagonista anti-CD40 ou de um seu
fragmento de ligacdo ao antigénio variam entre cerca de 0,003
mg/kg a cerca de 50 mg/kg, entre cerca de 0,01 mg/kg a cerca
de 40 mg/kg, entre cerca de 0,01 mg/kg a cerca de 30 mg/kg,
entre cerca de 0,1 mg/kg a cerca de 30 mg/kg, entre cerca de
0,5 mg/kg a cerca de 30 mg/kg, entre cerca de 1 mg/kg a cerca
de 30 mg/kg, entre cerca de 3 mg/kg a cerca de 30 mg/kg, entre
cerca de 3 mg/kg a cerca de 25 mg/kg, entre cerca de 3 mg/kg a
cerca de 20 mg/kg, entre cerca de 5 mg/kg a cerca de 15 mg/kg,
ou entre cerca de 7 mg/kg a cerca de 12 mg/kg. Assim, por
exemplo, a dose de um qualgquer anticorpo antagonista anti-CD40
ou de um seu fragmento de ligacdoc ao antigénio, por exemplo o
anticorpo monoclonal CHIR-12.12 ou CHIR-5.9 ou um seu
fragmentoc de ligacdo ao antigénio, poderd ser de 0,003 mg/kg,
0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,5 mg/kg, 1
mg/kg, 1,5 mg/kg, 2 mg/kg, 2,5 mg/kg, 3 mg/kg, 5 mg/kg, 7
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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, 50 mg/kg, ou quaisquer outras doses
dentro do intervalo de cerca de 0,003 mg/kg a cerca de 50
mg/kg. Poderd ser administrada a mesma dose terapeuticamente
eficaz de um anticorpo antagonista anti-CD40 ou de um seu
fragmentc de ligagdo ao antigénio ao longo de cada semana de
dosagem com anticorpo. Alternativamente, poderdo usar-se
diferentes doses terapeuticamente eficazes de um anticorpo
antagonista anti-CD40 ou de um seu fragmento de ligacdo ao
antigénio ao longo do curso de um periodo de tratamento.

Em algumas formas de realizacdo, a dose terapeuticamente
eficaz inicial de um anticorpo antagonista anti-CD40 ou de um
seu fragmento de ligacdo ao antigénio, tal como definido em
outro local desta exposicdo, pode encontrar-se na gama de
dosagens mais baixa (i.e., de cerca de 0,003 mg/kg a cerca de
20 mg/kg), encontrando-se as doses subsequentes na gama de
dosagens mails elevada (i.e., de cerca de 20 mg/kg a cerca de
50 mg/kg).

Em formas de realizacédo alternativas, a dose
terapeuticamente eficaz inicial de um anticorpo antagonista
anti-CD40 ou de um seu fragmento de ligacdo ao antigénio, tal
como definido em outro local desta exposicdo, pode encontrar-
se na gama de dosagens mais elevada (i.e., de cerca de 20
mg/kg a <cerca de 50 mg/kg), encontrando-se as doses
subsequentes na gama de dosagens mais baixa (i.e., de cerca de
0,003 mg/kg a cerca de 20 mg/kg). Assim, em uma forma de
realizacdo, a dose terapeuticamente eficaz 1inicial de um
anticorpo antagonista anti-CD40 ou de um seu fragmento de
ligacdo ao antigénio é de cerca de 20 mg/kg a cerca de 35
mg/kg, incluindo cerca de 20 mg/kg, cerca de 25 mg/kg, cerca
de 30 mg/kg e cerca de 35 mg/kg, e as doses terapeuticamente
eficazes subseguentes de um anticorpo antagonista anti-CD40 ou

de um seu fragmento de ligagdo ao antigénio s&o de cerca de 5
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mg/kg a cerca de 15 mg/kg, incluindo cerca de 5 mg/kg, 8
mg/kg, 10 mg/kg, 12 mg/kg e cerca de 15 mg/kg.

Em algumas das formas de realizacdo da invencdo, a
terapéutica com anticorpo antagonista anti-CD40 ¢é iniciada
pela administracdo de uma “dose de carga” do anticorpo ou de
um seu fragmento de ligagdo ao antigénio ac individuo que
necessite da terapéutica com anticorpo antagonista anti-CDA40.
Por “dose de carga” pretende-se indicar uma dose inicial de um
anticorpo antagonista anti-CD40 ou de um seu fragmento de
ligagdo ao antigénio que ¢é administrada ao individuo, sendo
que a dose administrada de anticorpo ou de um seu fragmento de
ligacdo ao antigénio se encontra na gama de dosagens mais
elevada (i.e., de cerca de 20 mg/kg a cerca de 50 mg/kg). A
“dose de carga” pode ser administrada sob a forma de
administracdo Unica, por exemplo, uma infusdo UGnica em que o©
anticorpo antagonista anti-CD40 ou um seu fragmento de ligagédo
ao antigénio é administrado por via IV, ou em administracdes
mGltiplas, por exemplo, infusdes mOltiplas em que o anticorpo
antagonista anti-CD40 ou um seu fragmento de 1ligacdo ao
antigénio é administrado por via IV, desde que a “dose de
carga” completa seja administrada dentro de um pericdo de
cerca de 24 horas. Apds a administracdo da “dose de carga”, o
individuo recebe entdo a administracdo de uma ou mais doses
terapeuticamente eficazes adicionais do anticorpo antagonista
anti-CD40 ou de um seu fragmento de ligagdo ao antigénio. As
doses terapeuticamente eficazes subsequentes podem  ser
administradas, por exemplo, de acordo com um regime de dosagem
semanal, ou uma vez a cada duas semanas, uma vez a cada trés
semanas ou uma vez a cada quatro semanas. Em tais formas de
realizacdo, as doses terapeuticamente eficazes subsequentes
encontram-se geralmente na gama de dosagens mais baixa (i.e.,

0,003 mg/kg a cerca de 20 mg/kg).
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Alternativamente, em algumas formas de realizacdo, apds a
“dose de carga”, as doses terapeuticamente eficazes
subsequentes do anticorpo antagonista anti-CD40 ou de um seu
fragmento de ligacdo ao antigénio s&o administradas de acordo
com um “regime de manutencdo”, em que a dose terapeuticamente
eficaz do anticorpo ou de um seu fragmento de ligacdo ao
antigénio ¢ administrada uma vez por més, uma vez a cada 6
semanags, uma vez a cada 2 meses, uma vez & 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 seis
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. Em tais formas de
realizacdo, as doses terapeuticamente eficazes do anticorpo
antagonista anti-CD40 ou de um seu fragmento de ligacdo ao
antigénio encontram-se na gama de dosagens mais baixa (i.e.,
0,003 mg/kg a cerca de 20 mg/kg), particularmente quando as
doses subsequentes sdo administradas a intervalos mais
frequentes, desde, por exemplo, uma vez a cada duas semanas
até uma vez por més, ou na gama de dosagens mais elevada
(i.e., de cerca de 20 mg/kg a cerca de 50 mg/kg),
particularmente quando as doses subsequentes sdo administradas
a intervalos menos frequentes, por exemplo, quando as doses
subsequentes sdo administradas com um espagcamento entre si de
cerca de um més a cerca de 12 meses.

Os anticorpcs antagonistas anti-CD40 presentes nas
composicdes farmacéuticas aqui descritas e destinados a uso
com os métodos aqui expostos poderdo ser nativos ou obtidos
por técnicas recombinantes, e poderdoc advir de qualquer fonte,
incluindo fontes de mamiferos tais como, p.ex., ratinho, rato,
coelho, ©primata, porco e humano. Preferencialmente, tais

polipéptidos derivam de uma fonte humana, e mais
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preferencialmente Sa0 proteinas humanas recombinantes
derivadas de linhas celulares de hibridoma.

As composicdes farmacéuticas Utels na invencdo compreendem
variantes biologicamente activas dos anticorpos antagonistas
anti-CD40 da invencdo. Tais variantes retém a actividade
bioldégica desejada do polipéptido nativo, de tal modo que a
composicdo farmacéutica que compreende © polipéptido variante
possui 0o mesmo efeito  terapéutico gue a composicédo
farmacéutica que compreende o polipéptido nativo quando
administrada a um individuo. Isto &, o anticorpo variante
anti-CD40 funciona como um componente terapeuticamente activo
na composic¢do farmacéutica de um modo semelhante ao observado
com o anticorpo antagonista nativo, por exemplo CHIR-5.9 ou
CHIR-12.12, expressos pelas linhas celulares de hibridoma 5.9
ou 12.12, respectivamente. Encontram-se disponiveils neste
campo técnico diversos métodos para determinar se um anticorpo
variante anti-CD40 retém a actividade bioldgica desejada e se,
deste modo, pode servir como agente terapeuticamente activo na
composicdo farmacéutica. A actividade bioldgica das variantes
de anticorpos pode ser medida usando ensaios especificamente
concebidos para a medigcdo da actividade do @ anticorpo
antagonista nativo, incluindo os ensaios aqui descritos.

Qualquer composicdo  farmacéutica que compreenda —um
anticorpo antagonista anti-CD40 possuindo as caracteristicas
de ligacdo aqui descritas como componente terapeuticamente
activo pode ser usada com os métodos agqui descritos. Assim,
podem preparar-se composi¢des liquidas, liofilizadas ou secas
em spray compreendendo um ou mais anticorpos antagonistas
anti-CD40 da invencdo sob a forma de uma solugdo ou suspenséo
aquosa ou ndo aquosa para administracdo subsequente a um
individuo de acordo «com a invengdo. Cada uma destas
composicles compreendera pelo menocs um dos anticorpos

antagonistas anti-CD40 da presente invenc¢do como componente
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terapeuticamente ou profilacticamente activo. Por “componente
terapeuticamente ou profilacticamente activo” pretende-se
indicar que o) anticorpo anti-CD4d0 é especificamente
incorporado na composicdo para  produzir  uma resposta
terapéutica ou profilactica desejada no que diz respeito ao
tratamento, prevencgdo ou diagnbéstico de uma doenga ou
distGrbio num individuo quando a composicdo farmacéutica é
administrada a esse individuo. De preferéncia, as composicdes
farmacéuticas compreendem 0s apropriados agentes
estabilizantes, agentes formadores de volume ou ambos, para
minimizar os problemas asscociados a perda de estabilidade e de
actividade bioldégica das proteinas durante a preparacdo e
armazenagem.

Poderdo adicionar-se agentes de formulacdo as composicdes
farmacéuticas que compreendem um anticorpo antagonista anti-
CD40 da invencédo. Estes agentes de formulacdo poderdo incluir,
de modo ndo limitativo, &leos, polimeros, vitaminas, hidratos
de carbono, aminoidcidos, sais, tampdes, albumina, surfactantes
ou agentes formadores de volume. Preferencialmente, 0s
hidratos de carbono incluem acglUcares ou acguUcares alcodlicos
como 0s mono-, di- ou polisacaridos, ou glucanos solaveis em
&dgua. Os sacaridos ou glucanos podem incluir frutose, glucose,
manose, sorbose, xilose, maltose, sacarose, dextrano,
pululano, dextrina, o e p-ciclodextrina, amido soluvel,
hidroxietilamido e carboximetilcelulose, ou suas misturas. O
termo “aglcar alcodlico” é definido como um hidrocarboneto C4
a €8 possuindo um grupo hidroxilo, e inclui galactitol,
incsitol, manitol, =xilitcl, sorbitol, glicerol e arabitol.
Estes aclcares ou acucares alcocdlicos podem ser usados
individualmente ou em combinac&c. A concentracdo de acglcar ou
acucar alcodlico encontra-se entre 1,0% e 7% p/v, mais
preferencialmente entre 2,0% e 6,0% p/v. De preferéncia, os

aminoadcidos incluem as formas levdgiras (L) da carniting,
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arginina e betaina; no entanto, poderdc adicionar-se outros
aminoacidos. Os polimeros preferidos incluem
polivinilpirrolidona (PVP) com um peso molecular médio entre
2.000 e 3.000, ou polietilenoglicocl (PEG) com um pPeso
molecular médio entre 3.000 e 5.000. Os surfactantes que podem
ser adicionados a formulacdc sdo expostos nas EP nos. 270.799
e 268.110.

Adicionalmente, o0s anticorpos podem ser quimicamente
modificados por conjugacdo covalente com um polimero para
aumentar a sua semi-vida circulante, por exemplo. Os polimeros
preferidos, e os métodos para os conjugar com péptidos, sé&o
expostos nas Patentes dos EUA Nos. 4.766.106; 4.179.337;
4.495.285; e 4.609.546. Os polimercs preferidos sdoc os polidis
polioxietilados e o polietilencglicol (PEG). O PEG é& soluvel
em Agua a temperatura ambiente e possui a férmula geral de
R(O-CH;-_CH;) ,0--R em gue R pode ser hidrogénioc ou um grupo
protector tal como um grupo alquilo ou alcanol. De
preferéncia, o grupo protector possui entre 1 e 8 &atomos de
carbono, correspondendo mais preferencialmente a metilo. O
simbolo n é um nuimero inteiro positivo, preferencialmente
entre 1 e 1.000, mais preferencialmente entre 2 e 500. O PEG
possui um peso molecular médio preferido de entre 1.000 a
40.000, mais preferencialmente entre 2.000 e 20.000 e ainda
mais preferencialmente entre 3.000 e 12.000. De preferéncia, ©
PEG possul pelo menos um grupo hidroxi, correspondendo este
mais preferencialmente a um grupo hidroxi terminal. E este
grupo hidroxi que é preferencialmente activado para reagir com
um grupo amino livre do inibidor. No entanto, deve notar-se
que o tipo e quantidade dos grupos reactivos pode fazer-se
variar de modo a se obter um conjugado covalente de
PEG/anticorpo da invencéo.

Os polidis polioxietilados sollveis em A&gua s&o também

Uteils ©para & presente invencdo. Estes incluem sorbitol
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polioxietilado, glucose polioxietilada, glicerol
polioxietilado (PCG), e semelhantes. E preferido o POG. Uma
das razbdes para tal é a de que a estrutura principal de
glicerol do glicerol polioxietilado & a mesma estrutura
principal que ocorre naturalmente em, por exemplo, 0s mono-,
di- e triglicéridos dos animais e dos seres humanos. Deste
modo, esta ramificacdoc ndo corresponderd necessariamente a
introducdo de um agente estranho no organismo. O POG possul um
peso molecular preferido na mesma gama que o PEG. A estrutura
do POG & apresentada em Knauf et al. (1988) J. Bio. Chem.
263:15064-15070, e é encontrada uma exposicdc sobre conjugados
de POG/IL-2 na Patente dos EUA N° 4.766.106.

Um outro sistema de administracdo de farmacos destinado a
aumentar a semi-vida de circulacdo é o liposscma. Os métodos
de preparacdc dos sistemas de administracdo com lipossomas s&o
expostos em Gabizon et al. (1982) Cancer Research 42:4734;
Cafiso (1981) Biochem Biophys Acta 649:129; e Szoka (1980)
Ann. Rev. Biophys. Eng. 9:467. Existem outros sistemas de
administracido de farmacos bem conhecidos neste campo técnico
que se encontram descritos em, p.ex., Poznansky et al. (1980)
Drug Delivery Systems (R.L. Juliano, ed., Oxford, N.Y.) pags.
253-315; Poznansky (1984) Pharm Revs 36:277.

Os agentes de formulacdo a incorporar numa composicdo
farmacéutica deverdo proporcionar estabilidade ao anticorpo
antagonista anti-CD40 ou ao seu fragmento de ligacdo ao
antigénio. Isto &, o anticorpo antagonista anti-CD40 ou o seu
fragmento de ligagdo ao antigénio deverdo reter a sua
estabilidade fisica e/ou gquimica e possulr a actividade
bioldégica desejada, i.e., uma ou mais das actividades
antagonistas aqui anteriormente definidas, incluindo, de modo
ndo limitativo, a inibicdo da secrecdo de imunoglobulinas
pelas células B periféricas humanas normais estimuladas por

células T; inibicdo da sobrevivéncia e/ou proliferacdo das



células B periféricas humanas normais estimuladas por células
T Jurkat; 1inibicdo da sobrevivéncia e/ou proliferacdo das
células B periféricas humanas normais estimuladas por células
que expressam CD40L ou pelo ligandoc de CD40 soltvel (sCD40L);
inibicdo  dos sinais intracelulares anti-apoptdéticos de
“sobrevivéncia” em gqualquer célula estimulada por sCD40L ou
por CD40L em fase sélida; inibicdo da transducdo de sinal por
CD40 em qualguer célula em consequéncia da ligagdo ao sCD40L
ou ao CD40L em fase sélida; e inibicdo da proliferacdo de
células B humanas malignas, tal como j& referido em outro
local desta descricéo.

Os métodos para a monitorizacdo da estabilidade das
proteinas s&o bem conhecidos da técnica. Ver, por exemplo,
Jones (1993) Adv Drug Delivery Rev. 10:29-90; Lee, ed. (1991)
Peptide and Protein Drug Delivery (Marcel Dekker, Inc., New
York, New York); e o0s ensaios de <estabilidade abaixo
descritos. Geralmente, a estabilidade da proteina é medida a
uma temperatura escolhida durante um periodo especificado de
tempo. Em formas de realizacidoc preferidas, uma formulacio
farmacéutica estavel de anticorpos proporciona estabilidade ao
anticorpo antagonista anti-CD40 ou ao seu fragmento de ligagdo
ao antigénio quando armazenada a temperatura ambiente (a cerca
de 25°C) durante pelo menos 1 més, pelc menos trés meses ou
pelo menos 6 meses, e/ou & estidvel a cerca de 2-8°C durante
pelo menos 6 meses, pelo menos 9 meses, pelo menos 12 meses,
pelo mencs 18 meses, pelo mencs 24 meses.

Umna proteina tal como um anticorpo, quando formulada numa
composicdo farmacéutica, ¢é considerada como retendo a sua
estabilidade fisica num dado ponto de tempoc se ndo evidenciar
sinais wvisuais (i.e., descoloracdo ou perda de limpidez) ou
sinais mensurdveis (por exemplo, usando a cromatografia de
exclusdo molecular (SEC) ou a dispersdo da luz UV) de

precipitacdo, agregacdo e/ou desnaturacdo naquela composicéo
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farmacéutica. Em relacdo a estabilidade quimica, uma proteina
tal como um anticorpo, gquando formulada numa composicio
farmacéutica, ¢é considerada como retendo a sua estabilidade
quimica num dado ponto de tempo se as medigdes de estabilidade
quimica forem indicativas de gque a ©proteina (i.e., ©
anticorpo) retém a actividade bioldgica de interesse naquela
composicdo farmacéutica. Os métodos para monitorizacgédo de
alteracdes da estabilidade guimica sd&o bem conhecidos da
técnica e incluem, de mode ndo limitativo, métodos para a
deteccdo de formas quimicamente alteradas da proteina como as
que resultam de cortes de ligacdes, usando, por exemplo, SDS-—
PAGE, SEC e/ou espectrometria MALDI/TOF; e a degradacéo
associada a alteracdes da carga molecular (por exemplo,
associada & desamidacdo), usando, por exemplo, a cromatografia
de troca iénica. Ver, por exemplo, os métodos abaixo expostos.
Um anticorpo antagonista anti-CD40 ou um seu fragmento de
ligacdo a0 antigénio, quando formulado numa composicio
farmacéutica, ¢é considerado como retendo wuma actividade
biolégica desejada a um dado ponto de tempo se a actividade
bioldgica desejada aquele tempo diferir em n3o mais do que
cerca de 30%, preferencialmente em ndo mais do que cerca de
20% da actividade bioldgica desejada exibida na altura em que
a composicdo farmacéutica foi preparada, tal como determinado
por um ensaic adequado para a actividade biocldégica desejada.
Os ensaios para a medicdo da actividade bioldgica desejada dos
anticorpos antagonistas anti-CD40 aqui apresentados, e dos
seus fragmentos de ligacdo ao antigénio, podem ser efectuados
tal como descritc nos Exemplos. Ver igualmente os ensaios
descritos em Schultze et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
92:8200-8204; Denton et al. (1998) Pediatr. Transplant. 2:6-
15; Evans et al. (2000) J. Immunol. 164:688-697; Noelle (1998)
Agents Actions Suppl. 49:17-22; Lederman et al. (1996) Curr.
Opin. Hematol. 3:77-86; Coligan et al. (1991) Current
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Protocols in Immuncology 13:12; Kwekkeboom et al. (1993)
Immunology 79:439-444; e as Patentes dos EUA Nos. 5.674.492 e
5.847.082.

Em algumas formas de realizagdo desta invencdo, o
anticorpo antagonista anti-CD40, por exemplo, © anticorpo
monoclonal CHIR-12.12 ou CHIR-5.9 ou um seu fragmento de
ligag&o ao antigénio, é formulado numa formulacdo farmacéutica
liquida. O anticorpo antagonista anti-CD40 ou o seu fragmento
de ligacdo ao antigénio pode ser preparado usando qualgquer
método conhecido neste campo, incluindo os métodos expostos
acima. Em uma das formas de realizacéo, o anticorpo
antagonista anti-CD40, por exemplo, o anticorpo monoclonal
CHIR-12.12 ou CHIR-5.9, ou um seu fragmento de 1ligacdo ao
antigénio é produzido por via recombinante numa linha celular
CHO.

Apbébs a sua preparacdo e purificacdo, o anticorpo
antagonista anti-CD40 ou um seu fragmento de 1ligacdo ao
antigénio pode ser formulado como uma formulagdo farmacéutica
liquida doc modc aqui exposto. Quando o anticorpo antagonista
anti-CD40 ou o seu fragmento de 1ligagdo ao antigénio se
destina a ser armazenado antes da sua formulacdo, este podera
ser congelado, por  exemplo, a <£-=20°c, sendo  depois
descongelado a temperatura ambiente para se proceder a
formulacdo. A formulacdo farmacéutica liquida compreende uma
quantidade terapeuticamente eficaz do anticorpo antagonista
anti-Cch40 ou do seu fragmento de 1ligacdo ao antigénio. A
quantidade de anticorpo ou do fragmento de ligacdo ao
antigénio presente na formulacdo tem em consideracdo a via de
administracdo e o volume de dose desejado.

Deste modo, a composicdo farmacéutica liquida compreende o
anticorpo antagonista anti-CD40, por exemplo, o© anticorpo
CHIR-12.12 ou CHIR-5.9, ou um seu fragmento de 1ligacdo ao

antigénio numa concentracdo de cerca de 0,1 mg/ml a cerca de
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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 formas de
realizacdo, a composicdo farmacéutica liquida compreende o©
anticorpo antagonista anti-CD40 ou o seu fragmento de ligacdo
ao antigénio a 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 formas de
realizacdo, a composicdo farmacéutica ligquida compreende o
anticorpo antagonista anti-CD40 ou o seu fragmento de ligagédo
ao antigénio numa concentracdo 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 composicdo farmacéutica liquida
compreende o anticorpo antagonista anti-CD40, por exemplo, ©
anticorpo CHIR-12.12 ou CHIR-5.9 ou um seu fragmento de
ligacdo ao antigénio, e um tampdo gque mantém o pH da
formulacdo dentro do intervalo de pH de cerca de 5,0 a cerca
de 7,0, incluindo o pH de cerca de 5,0, 5,1, 5,2, 5,3, 5,4,
55, 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 dentro do intervalo de pH
de cerca de 5,0 a cerca de 7,0. Em algumas formas de
realizacdo, o tamp&o mantém o pH da formulacdo no intervalo de
pH de cerca de 5,0 a cerca de 6,5, cerca de 5,0 a cerca de
6,0, cerca de 5,0 a cerca de 5,5, cerca de 5,5 a cerca de 7,0,

cerca de 5,5 a cerca de 6,5 ou cerca de 5,5 a cerca de 6,0.
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Qualquer tampao adequado que mantenha o pH da formulacédo
liquida de anticorpo anti-CD40 no intervalo de pH de cerca de
5,0 a cerca de 7,0 pode ser usado na formulacdo, desde que a
estabilidade fisico-quimica e a actividade bioclégica desejada
do anticorpo sejam mantidas, tal como acima se fez notar. Os
tampdes adequados incluem, de modo ndo limitativo, &acidos
convencionais e 0s seus sals, podendo o) contra-ido
corresponder a, por exemplo, sb6dio, potéssio, amdénio, calcio
ou magnésio. 0s exemplos de 4acidos convencionais e dos seus
sais que podem ser usados para tamponar a formulacdo
farmacéutica liquida dincluem, de modo n&o limitativo, os
tampdes de 4&cido succinico ou succinato, 4&cido citrico ou
citrato, dcido acético ou acetato, dcido tartdrico ou
tartarato, 4&cido fosférico ou fosfato, 4&cido glucdénico ou
gluconato, acido glutémico ou glutamato, acido aspartico ou
aspartato, acido maleico ou maleato, e 4cido mé&lico ou malato.
A concentracdo de tampdo na formulacdo pode corresponder a
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 dentro do intervalo de cerca de
1 mM a cerca de 50 mM. Em algumas formas de realizacdo, a
concentracdo de tampdo na formulacdo estd entre cerca de 5 mM
e 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, 15 mM ou outros valores
dentro do intervalo de cerca de 5 mM a cerca de 15 mM.

Em algumas formas de realizacdo da invenc&o, a formulacdo
farmacéutica liquida compreende uma quantidade
terapeuticamente eficaz do anticorpo antagonista anti-CD40,
por exemplo, o anticorpo monoclonal CHIR-12.12 ou CHIR-5.9 ou
um seu fragmento de 1ligacdo ao antigénio, e um tampdo de
succinato ou de citrato a uma concentracdo que mantém o pH da
formulacdo no intervalo de cerca de pH 5,0 a cerca de pH 7,0,

preferencialmente de cerca de pH 5,0 a cerca de pH 6,5. Por
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“tampdo de succinato” ou “tampdo de citrato” pretende-se
indicar um tampdoc que compreende um sal de acido succinico ou
um sal de 4cido c¢itrico, respectivamente. Numa forma de
rezlizacdo preferida, o contra-ido do succinato ou do citrato
¢ o catido de sdédio, e deste modo o tampdo corresponde a
succinato de sédio ou a citrato de sbédio, respectivamente. No
entanto, & de esperar que qualguer catido seja eficaz. Outros
catifes possiveis para o succinato ou para o citrato incluem,
de modo ndo limitativo, potédssio, amdnio, cé&lcio e magnésio.
Tal como acima se fez notar, a concentracdo de tampdo
succinato ou citrato na formulacdo pode variar entre cerca de
1 mM e 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 dentro do intervalo de cerca de 1 mM a
cerca de 50 mM. FEm algumas formas de realizacdo, a
concentracdo de tampdo na formulac&o encontra-se no intervalo
de cerca de 5 mM a cerca de 15 mM, incluindo cerca de 5 mM, 6
mM, 7 oM, 8 mM, 9 mM, 10 mM, 11 mM, 12 mM, 13 mM, 14 mM ou
cerca de 15 mM. Em outras formas de realizacdo, a formulacdo
farmacéutica liquida compreende o anticorpo antagonista anti-
CD40, por exemplo, o anticorpo monoclonal CHIR-12.12 ou CHIR-
5.9 ou um seu fragmento de ligacdo ao antigénio, a uma
concentracdo de cerca de 0,1 mg/ml a cerca de 50,0 mg/ml, ou
de cerca de 5,0 mg/ml a cerca de 25,0 mg/ml, e tampdo de
succinato ou de citrato, por exemplo, tampdo de succinato de
sbébdio ou de citrato de sbédio, a uma concentracdo de cerca de 1
mM a cerca de 20 mM, ou cerca de 5 mM a cerca de 15 mM,
preferencialmente cerca de 10 mM.

Nos casos em que é desejavel que a formulacdo farmacéutica
esteja perto da isotonicidade, a formulacdo farmacéutica
liquida compreendendo uma quantidade terapeuticamente eficaz
de anticorpo antagonista anti-CD40, por exemplo, o© anticorpo

monoclonal CHIR-12.12 ou CHIR-5.9 ou um seu fragmento de
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ligacdo ao antigénio, e um tampdo para manter o pH da
formulacdo no intervalo de cerca de pH 5,0 a cerca de pH 7,0,
poderd ainda conter uma porcdo de um agente isotonicizante que
seja suficiente para tornar a formulacdo praticamente
isotédnica. Por “praticamente isotdénica” pretende-se indicar
que a formulagdo agueosa tem uma osmolaridade de cerca de 240
mmol/kg a cerca de 360 mmol/kg, preferencialmente de cerca de
240 a cerca de 340 mmol/kg, mais preferencialmente de cerca de
250 a cerca de 330 mmol/kg, ainda mais preferencialmente de
cerca de 260 a cerca de 320 mmol/kg, e mais preferencialmente
ainda de cerca de 270 a cerca de 310 mmol/kg. Os métodos para
a determinacdc da isotonicidade de uma solucdo sdo bem
conhecidos dos peritos neste campo técnico. Ver, por exemplo,
Setnikar et al. (1959) J. Am. Pharm. Assoc. 48:628.

Os  peritos na técnica conhecem  diversos solutos
farmaceuticamente aceitaveis que serdo Uteis para proporcionar
isotonicidade a composicdes farmacéuticas. o) agente
isotonicizante poderd corresponder a qualquer zreagente que
tenha a capacidade de ajustar a pressido osmdética da formulacdo
farmacéutica liquida da presente invencdo até um valor que
praticamente iguale ao de um fluido corporal. Deve utilizar-se
um agente isotonicizante que seja fisiologicamente aceitavel.
Assim, a formulacdo farmacéutica liquida compreendendo uma
quantidade terapeuticamente eficaz de anticorpo antagonista
anti-CD40, por exemplo, o anticorpo monoclonal CHIR-12.12 ou
CHIR-5.9 ou um seu fragmento de ligacdo ao antigénio, e um
tampdo para manter o pH da formulacdo no intervalo de cerca de
pH 5,0 a cerca de pH 7,0, poderd ainda conter componentes
destinados a proporcionar isotonicidade, por exemplo, cloreto
de sédio; aminoadcidos como alanina, valina e glicina; actcares
e acucares alcodlicos (polidis), incluindo, de modc né&o
limitativo, glucose, dextrose, frutose, sacarose, maltose,

manitol, trealose, glicerol, sorbitol e xilitol; acido
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acético, outros 4cidos orgdnicos ou 08 seus sais, e
quantidades relativamente pequenas de citratos ou fosfatos. O
técnico de pericia média conhecerd ainda outros agentes
adequados para proporcionar uma tonicidade éptima & formulacdo
liquida.

Em algumas formas de realizacdo preferidas, a formulacdo
farmacéutica liguida compreendendo uma quantidade
terapeuticamente eficaz do anticorpo antagonista anti-CD40,
por exemplo, o anticorpo monoclonal CHIR-12.12 ou CHIR-5.9 ou
um seu fragmento de ligag¢do ao antigénio, e um tampdo para
manter o pH da formulacdo no intervalo de cerca de pH 5,0 a
cerca de pH 7,0, compreende ainda cloreto de sédio como agente
isotonicizante. A concentracdo de <cloreto de sbédio na
formulacdo dependeréd da contribuicido dos outros componentes
para a tonicidade. Em algumas formas de realizacdo, a
concentracdo de cloreto de sbédio estéd entre 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. Numa destas formas de realizacdo, a
concentracdo de cloreto de sédio & de cerca de 150 mM. Em
outras formas de realizacdo semelhantes, a concentracdo de
cloreto de sédio é de cerca de 150 mM, o tampdo & succinato de
sédio ou citrato de sédio a uma concentracdo de cerca de 5 mM
a cerca de 15 mM, a formulacdo farmacéutica liquida compreende
uma quantidade terapeuticamente eficaz do anticorpo

antagonista anti-CD40, por exemplo, o anticorpo monoclonal
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CHIR-12.12 ou CHIR-5.9 ou um seu fragmento de 1ligacdo ao
antigénio, e a formulacdo possui 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. Em outras formas de realizacdo, a
formulacéo farmacéutica liquida compreende o anticorpo
antagonista anti-CD40, por exemplo, o anticorpo monoclonal
CHIR-12.12 ou CHIR-5.9 ou um seu fragmento de 1ligacdo ao
antigénio, a 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, cerca
de 150 mM de cloreto de sddio e cerca de 10 mM de succinato de
sédio ou de citrato de sédic, a um pH de cerca de 5,5.

A degradacdo de proteinas devido ao ciclo de congelamento
e descongelamento ou a fragmentacdo mecédnica durante o
processamento das formulacdes farmacéuticas liquidas desta
invencdo pode ser inibida pela incorporacdo de surfactantes na
formulacdo de modo a reduzir a tensdo superficial na interface
solugcdo-ar. Assim, em algumas formas de realizacéio, a
formulacdo farmacéutica liguida compreende uma quantidade
terapeuticamente eficaz do anticorpo antagonista anti-CD4Q,
por exemplo, o anticorpo monoclonal CHIR-12.12 ou CHIR-5.9 ou
um seu fragmento de ligacdo ao antigénio, um tampdo para
manter o pH da formulacdo dentro do intervalo de cerca de pH
5,0 a cerca de pH 7,0, e ainda um surfactante. Em outras
formas de realizacdo, a formulagcdo farmacéutica liquida
compreende uma quantidade terapeuticamente eficaz do anticorpo
antagonista anti-CD40, por exemplo, © anticorpo monoclonal
CHIR-12.12 ou CHIR-5.9 ou um seu fragmento de 1ligacdo ao
antigénio, um tampdo para manter o pH da formulacdo dentro do
intervalo de cerca de pH 5,0 a cerca de pH 7,0, um agente
isotonicizante como o cloreto de sb6dio a uma concentracdo de
cerca de 50 mM a cerca de 300 mM, e ainda um surfactante.

Os surfactantes tipicos utilizados s&o os surfactantes n&o

idénicos, incluindo os ésteres de polioxietileno-sorbitol tais
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como © polisorbato 80 (Tween 80) e o polisorbato 20 (Tween
20); ésteres de polioxipropileno-polioxietileno como o
Pluronic F68; &lcoois polioxietilénicos como o Brij 35;
simeticone; polietilenoglicol, tal como PEG400;
lisofosfatidilcolina; e polioxietileno-p-t-octilfenol, tal
como Triton X-100. O processo classico de estabilizacdo de
composicbes farmacéuticas através de surfactantes ou de
emulsificantes estd descrito em, p.ex., Levine et al. (1991)
J. Parenteral Sci. Technol. 45(3):160-165. Um surfactante
preferido wutilizado na pratica da presente invencdo é o
polisorbato 80. Quando a formulagdo inclui um surfactante,
este ¢é tipicamente adicionado numa quantidade de cerca de
0,001% a cerca de 1,0% (p/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%.
Assim, em algumas formas de realizagdo, a formulacgéo
farmacéutica liquida compreende uma quantidade
terapeuticamente eficaz do anticorpo antagonista anti-CD40,
por exemplo, o anticorpo monoclonal CHIR-12.12 ou CHIR-5.9 ou
um seu fragmento de 1ligacdo ao antigénio; o tampdo € o
succinato de sédio ou o citrato de sdédio a uma concentracdo de
cerca de 1 mM a cerca de 50 mM, cerca de 5 mM a cerca de 25
mM, ou cerca de b mM a cerca de 15 mM; a formulacdo possui 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 compreende ainda um surfactante, por exemplo,
polisorbato 80, numa quantidade de cerca de 0,001% até cerca
de 1,0% ou de <cerca de 0,001% a cerca de 0,5%. Tais

formulacdes poderdo também opcionalmente incluir um agente



isotonicizante, tal como cloreto de sdédio a uma concentracdo
de cerca de 50 mM & cerca de 300 mM, cerca de 50 mM & cerca de
200 mM, ou cerca de 50 mM a cerca de 150 mM. Em outras formas
de realizacdo, a formulacdo farmac&utica liquida compreende o
anticorpo antagonista anti-CD40, por exemplo, © anticorpo
monoclonal CHIR-12.12 ou CHIR-5.9 ou um seu fragmento de
ligacdo ao antigénio, a uma concentracdo de cerca de 0,1 mg/ml
a cerca de 50,0 mg/ml, ou de cerca de 5,0 mg/ml a cerca de
25,0 mg/ml, incluindo cerca de 20 mg/ml; cerca de 50 mM a
cerca de 200 mM de cloreto de sbédio, incluindo cerca de 150 mM
de cloreto de sdédio; succinato de sdédio ou citrato de sdédio
entre cerca de 5 mM a cerca de 20 mM, incluindo cerca de 10 mM
de succinato de sdédio ou de citrato de sédio; cloreto de sdédio
a uma concentracdo de cerca de 50 mM a cerca de 200 mM,
incluindo cerca de 150 mM; e opcionalmente um surfactante, por
exemplo, polisorbato 80, numa quantidade de cerca de 0,001%
até cerca de 1,0%, incluindo de cerca de 0,001% a cerca de
0,5%; sendo que a formulacdo 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 a
cerca de pH 6,5, ou cerca de pH 5,5 a cerca de pH 6,0.

A formulacéo farmacéutica liguida poderéa estar
essencialmente 1isenta de conservantes e de outros veiculos,
excipientes ou estabilizantes tais como os acima referidos.
Alternativamente, a formulacdo podera conter um ou mais
conservantes, por exemplo, agentes antibacterianos, veiculos
farmaceuticamente aceitiveis, excipientes ou estabilizantes
como ©0s acima descritos, desde que estes ndo afectem
adversamente a estabilidade fisico-guimica do anticorpo
antagonista anti-CD40 ou do seu fragmento de 1ligacdo ao
antigénio. Os exemplos de veiculos, excipientes e
estabilizantes adequados incluem, de mocdo n&do limitativo,

agentes tamponantes adicionais, co-solventes, surfactantes,
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antioxidantes, incluindo Acido ascédrbico e metionina, agentes
quelantes como o EDTA, complexos metdlicos (por exemplo,
complexos de Zn-proteina), e polimeros biodegradéveis tais
como poliésteres. Pode encontrar-se uma exposicdo aprofundada
sobre a formulacdo e seleccdo de veiculos, estabilizantes e
isomblitos farmaceuticamente aceitaveis em Remington’s
Pharmaceutical Sciences (18% ed.; Mack Publishing Company,
Eaton, Pennsylvania, 1990).

Apds a preparacadoc da formulacdo farmacéutica liquida ou de
outra composicdo farmacéutica tal como aqui descrito, esta
pode ser liofilizada para evitar a degracdc. Os métodos para a
liofilizacdo de composigdes liguidas sdo bem conhecidos dos
técnicos de pericia média. Imediatamente antes do uso, a
composic&o poderd ser reconstituida com um diluente estéril
(solucdo de Ringer, 4agua destilada ou soro fisioldgico
estéril, por exemplo) gque poderd incluir ingredientes
adicionais. Apds a reconstituicéo, a composicéao é
preferencialmente administrada aos individuos utilizando os

métodos j& conhecidos dos peritos neste campo técnico.

Uso de Anticorpos Antagonistas Anti-CD40 no Fabrico de

Medicamentos

A presente exposicido propcrciona igualmente o uso de um
anticorpo antagonista anti-CD40 ou de um seu fragmento de
ligag&o ao antigénio no fabrico de um medicamentoc gue se
destina ao tratamento da doenca auto-imune e/ou inflamatdria
num individuc, sendo o medicamento coordenadoc com o tratamento
com pelo menos uma outra terapéutica. Por “coordenado”
pretende-se indicar que o medicamento se destina a ser usado
antes de, durante, ou apbds o tratamento do individuo com pelo
menos uma  outra terapéutica. Os exemplos de outras
terapéuticas incluem, de modo ndc limitativo, as acima

descritas, i.e., c¢irurgia ou procedimentos cirtrgicos (p.ex.
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esplenectomia, linfadenectomia, tiroidectomia, plasmaferese,
leucoferese, transplante de células, tecidos ou orgaos,
perfusdo de org&os, procedimentos de intervencdo intestinal e
semelhantes), radioterapia, terapéuticas comoc a terapéutica
com esterdides e terapéutica ndo-esterdide, terapéutica
hormonal, terapéutica com citocinas, terapéutica com agentes
dermatolégicos (por exemplo, agentes tdépicos usados para
tratar alteragdes da pele tais como alergias, dermatite de
contacto e psoriase), terapéutica imunosupressora, outras
terapéuticas anti-inflamatérias com anticorpos monoclonais e
semelhantes, sendo qgue o tratamento com a terapéutica
adicional, ou com as terapéuticas adicionais, ocorre antes,
durante ou depois do tratamento do individuo com o medicamento
compreendendo o anticorpo antagonista anti-CD40 ou o seu
fragmento de ligac&o ao antigénio, tal como acima referido.
Numa tal forma de realizac&o, a presente invencdo proporciona
o uso do anticorpo monoclonal CHIR-12.12 ou CHIR-5.9, no
fabrico de um medicamento para o tratamento da doenca auto-
imune e/ou inflamatéria num individuo, em gque o medicamento é
coordenado com o tratamento com pelo menos uma outra
terapéutica, como acima referido.

Em algumas formas de realizacédo, o) medicamento
compreendendo ¢ anticorpo antagonista anti-CD40, por exemplo o
anticorpo monoclonal CHIR-12.12 ou CHIR-5.9, aqui referidos,
ou um seu fragmento de ligac&o ao antigénio, & coordenado com
duas outras terapéuticas. Quando o medicamento compreendendo ©
anticorpo antagonista anti-CD40 é coordenado com duas outras
terapéuticas, o medicamento pode ser usado antes, durante ou
apbs o tratamento do individuo com qualguer uma das outras
terapéuticas, ou com ambas.

A invencdo proporciona igualmente o uso de um anticorpo
antagonista anti-CD40, por exemplo, os anticorpos monoclonais

CHIR-12,12 ou CHIR-5.9 agui expostos, ou um seu fragmento de
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ligacdo ao antigénio, no fabrico de um medicamento para o
tratamento da doenca auto-imune e/ou inflamatdéria  num
individuo, em que o medicamento é usado num individuo que Jjé
foi pré-tratado com pelo menos uma outra terapéutica. Os
termos “pré-tratado” ou “pré-tratamento” incluem individuos
que foram tratados com uma ou mais de outras terapéuticas
antes de receber o medicamento gque compreende o© anticorpo
antagonista anti-CD40, ou o seu fragmento de ligacdo ao
antigénio. Por ‘“pré-tratado” ou T“pré-tratamento” incluemn
individucs que foram tratados com outra terapéutica ou outras
terapéuticas no espaco de 2 anos, 18 meses, 1 ano, 6 meses, 2
meses, 6 semanas, 1 més, 4 semanas, 3 semanas, 2 Ssemanas, 1
semana, 6 dias, 5 dias, 4 dias, 3 dias, 2 dias, ou até um dia
antes da iniciacéo do tratamento com o medicamento
compreendendo o anticorpo antagonista anti-CD40, por exemplo,
o anticorpo monoclonal CHIR-12.12 ou CHIR-5.9 aqui descrito ou
um seu fragmento de ligacdo ao antigénio. N&oc é necessidrio que
0 individuo tenha respondido ao pré-tratamento com a
terapéutica ou terapéuticas anteriocres. Assim, o individuo que
recebe o medicamento compreendendo o anticorpo antagonista
anti-CD40 ou o seu fragmento de ligagdo ao antigénio poderd
ter respondido ou poderé ndo ter respondido ao pré-tratamento
com a terapéutica anterior, ou a uma ou mais das terapéuticas
anteriores quando o pré-tratamento compreende terapéuticas
mialtiplas.

Os exemplos gque se seguem sdo apresentados com fins

ilustrativos e ndo com o intuito de limitar a invencio.

EXPERIMENTACAO

Introdugdo
Os anticorpos antagonistas anti-CD40 usados nos Exemplos

abaixo sdo os anticorpos CHIR-5.9 e CHIR-12.12., Os anticorpos
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anti-CD40 CHIR-5.9 e CHIR-12.12 sdo anticorpos monoclonais
(mAcs) anti-CD40 humano do subtipo IgG; humano, gerados por
imunizacdo de ratinhos transgénicos portadores do locus de
cadeia pesada de IgG; humana e do locus de cadeia leve K humana
(tecnologia Xenomouse®; Abgenix; Fremont, California). Usaram-
se como imunogénio células de 1insecto ©SF9 expressando o
dominio extracelular de CD40.

Resumidamente, fundiram-se esplendcitos de ratinhos
imunizados com células de mieloma murino SP 2/0 ou P 3 x
632g8.653 a uma razédo de 10:1 usando polietilenoglicol a 50%
tal como previamente descrito por de Boer et al. (1988) J.
Immunol. Meth. 113:143. As células fundidas foram ressuspensas
em meio IMDM completo suplementado com hipoxantina (0,1 mM),
aminopterina (0,01 mM), timidina (0,016 mM) e hIL-6 a 0,5
ng/ml (Genzyme, Cambridge, Massachusetts). As células fundidas
foram entdo distribuidas entre os pogcos de placas de cultura
de tecidos com 96 pogos, de modo a que cada pogco contivesse em
média um hibridoma em desenvolvimento.

Apdés 10-14 dias, os sobrenadantes das populagdes de
hibridoma foram rastreados quanto a producdo de anticorpos
especificos. Para o rastreio da produgcdo de anticorpos
especificos pelos clones de hibridoma, o©s sobrenadantes de
cada poc¢o foram reunidos num pool e inicialmente testados por
ELISA quanto a especificidade da actividade anti-CD40. Os
positivos foram entdo usados para a marcacdo por fluorescéncia
das c¢élulas B transformadas por EBV usando um ensaio
padronizado de FACS. As células de hibridoma positivas foram
clonadas duas vezes por diluicdo limitante em IMDM/FBS
contendo hIL-6 a 0,5 ng/ml.

Fundiram-se um total de 31 bacos de ratinho com as células
de mieloma de ratinho SP2/0 para gerar 895 anticorpos que
reconhecem o CD40 recombinante em ensaios ELISA. Em média,

aproximadamente 10% dos hibridomas produzidos usando a
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tecnologia XenoMouse® da Abgenix (Abgenix, ; Freemont,

Califdérnia) poderdo conter cadeia leve lambda de ratinho em

vez de cadeia kappa humana. Os anticorpos contendo cadeia leve

lambda de ratinho foram seleccionados e eliminados. Un

subconjunto de 260 anticorpos que evidenciou igualmente a

ligagdo ao CD40 da superficie celular foram seleccionados para

andlise mais completa. Os hibridomas estéveis seleccionados

durante uma série de procedimentos de subclonagem foram usados

para caracterizacdo mais detalhada através de ensaios de

ligacdo e funcionais.
Os clones de 7 outros hibridomas foram identificados como
Com base na

possuindo actividade antagonista. sua poténcia

antagonista relativa e nas actividades ADCC, foram
seleccionados dois clones de  hibridoma para avaliacdo
posterior (Tabela 1, abaixo). Estes clones s&do designados por
131.2F8.5.9 (5.9) e 153.8E2.D10.D6.12.12 (12.12).

Tabela 1. Resumo do conjunto inicial de dados obtidos com os

anticorpos IgGl anti-CD40 5.9 e CHIR-12.12

Ligacdo a Sequéncia
Hibridoma Clones de superficie|Antagonista| ADCC | CDC |CMCC#| de DNA da
progenitor hibridoma celular regido V
131.2F5 131.2F5.8.5.9 +++ +++ ++ - 112047 Sim
153.8E2 |153.8E2D10D6.12. +++ +++ ++++ [ - [12056 Sim
12
A linha de hibridoma de ratinho 131.2F8.5.9 (CMCC#12047) e
a linha de hibridoma 153.8E2.D10.D6.12.12 (CMCC#12056) foram
depositadas na American Type Culture Collection [ATCC; 10801
University Blvd., Manassas, Virginia 20110-2209 (USA)] sob os
NUmeros de Depbsito Patenteado PTA-5542 e PTA-5543,
respectivamente.
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Os <¢DNAs <codificando para as regides varidveis dos
anticorpos candidatos foram amplificados por PCR, clonados e
sequenciados. As sequéncias de aminodcidos para a cadeia leve
e para a cadeia pesada do anticorpo CHIR-12.12 sdo
apresentadas nas Figuras 1A e 1B, respectivamente. Ver também
a SEQ ID NO:2 (cadeia leve para o mAc CHIR-12.12) e a SEQ ID
NO:4 (cadeia pesada para o mAc 12.12). E apresentada na Figura
1B uma variante para a cadeia pesada do mAc CHIR-12.12 (ver
também a SEQ ID NO:5), que difere da SEQ ID NC:4 no facto de
possuir um residuo de serina a substituir o residuo de alanina
da posicdo 153 da SEQ ID NO:4. As sequéncias de nucledtidos
codificando para a cadeia leve e para a cadeia pesada do
anticorpc CHIR-12.12 sdo apresentadas nas Figuras 2A e 2B,
respectivamente. Ver também a SEQ ID NO:1 (sequéncia
codificante para a cadeia leve para o mAc CHIR-12.12) e a SEQ
ID NO:3 (seguéncia codificante para a cadeia pesada do mAc
CHIR-12.12). As sequéncias de aminoacidos para a cadeia leve e
para a cadeia pesada do anticorpo CHIR-5.9 sdo apresentadas
nas Figuras 3A e 3B, respectivamente. Ver também a SEQ ID NO:6
(cadeia leve para o mAc CHIR-5.9) e a SEQ ID NO:7 (cadeia
pesada para o mAc CHIR-5.9). & apresentada na Figura 3B uma
variante para a cadeia pesada do mAc CHIR-5.9 (ver também a
SEQ ID NO:8), que difere da SEQ ID NO:7 no facto de possuir um
residuo de serina a substituir o residuo de alanina na posicéo
158 da SEQ ID NO:7.

Tal como esperado para os anticorpos que derivam de
hibridomas independentes, existe uma variacdo substancial nas
sequéncias de nucledtidos das regides determinantes da
complementaridade (CDRs). Cré-se que a diversidade na regido
CDR3 de Vy seja a que mais significativamente determina a
especificidade do anticorpo.

Tal como evidenciado por andlise FACS, os anticorpos CHIR-

5.9 e CHIR-12.12 ligam-se especificamente ao CD40 humano e
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podem evitar a ligacdo do ligando de CD40. Ambos os mAcs poden
competir com o© 1ligando de CD40 pré-ligado ao CD40 da
superficie celular. A afinidade de ligacdo de CHIR-5.9 ao CD40
humano é de 1,2 x 10 M e a afinidade de ligacdo de CHIR-12.12
ao CD40 humano é de 5 x 107'" M.

Os anticorpos monoclonais CHIR-12.12 e CHIR-5.9 sdo ambos
antagonistas fortes e inibem in vitro a proliferacdc, mediada

pelo ligando de CD40, das células B normais.

Exemplo 1: CHIR-12.12 Bloqueia a Sinalizac¢do Celular Mediada

por CD40L

O ligando de CD40 soluvel (CD40L) activa as células B e
induz wvarios aspectos das respostas funcionais, incluindo o
aumento da sobrevivéncia e da proliferacdo e a activacdo das
vias de sinalizagdo de NFkB, ERK/MAPK, PI3K/Akt e p38.
Adicionalmente, a estimulacdo de CD40 mediada por CD40L
proporciona sinais de sobrevivéncia através da reducdo da
clivagem de PARP e da inducdo das proteinas anti-apoptdticas,
XIAP e Mcl-1, em células B normais. A estimulacdo de CD40
mediada por CD40L recruta igualmente TRAFZ e TRAF3 para a
ligacdo ao dominio citoplasmatico de CD40.

Os estudos gue se seguem demonstram que CHIR-12.1Z2 inibiu
directamente todos estes efeitos de estimulacdo em células B
humanas normais. Por exemplo, o tratamento com CHIR-12.12
resultou no aumento da clivagem de caspase-9, caspase-3 e
PARP, assim como na reducido de XIAP e de Mcl-1 de um modo
dependente do tempo e da dose, restabelecendc a apoptose das
células B. O tratamento com CHIR-12.12 inibiu também a
fosforilacao da quinase IKB (IKK) a e P (via de NFkB), ERK, Akt
e p38 em resposta a estimulacdo de CD40 mediada por CD40L.
Adicionalmente, verificou-se que CHIR-12.12 n&o desencadeava
estes efeitos apoptdticos sem uma estimulacdo inicial de CD40

mediada por CD40L.
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CHIR-12.12 inibiu a sobrevivéncia mediada pelo ligando de CD40
através da indugcdo da clivagem de PARP.

Nestas experiéncias, 0,6 x 10° células B humanas normais
de dadores saudaveis (percentagem de pureza entre 85-95%)
foram estimuladas com 1 pg/ml de sCD40L (Alexis Corp., Bingham,

Nottinghamshire, UK). Foram entdo adicionados CHIR-12.12 (10

ug/ml) e IgG de controlo. As células foram colhidas aos 0, 20
minutos, 2 horas, 6 horas, 18 horas e 26 horas. Detectou-se

caspase-9 clivada, caspase-3 clivada, PARP clivada e controlos

de P-actina por Western Blot nos lisados celulares.
Abreviadamente, observou-se que a estimulacdo de CD40
mediada por CD40L proporcionou sinais de sobrevivéncia, uma
vez que ndo resultou no aumento dos niveis de caspase-9
clivada, caspase-3 clivada ou PARP clivada ao longo do tempo,
0 que indica que as células ndo estavam a sofrer apoptose. No
entanto, o tratamento com CHIR-12.12 resultou num aumento
destes produtos de c¢livagem, indicando que o© tratamento com
CHIR-12.12 anulou os efeitos da ligacdo do ligando de CD40
sobre a sinalizacdo de sobrevivéncia em células B normais
estimuladas por sCD40L, restabelecendo a apoptose de células B

(dados ndo apresentados) .

CHIR-12.12 inibiu a expressdo de proteinas anti-apoptoticas
“de sobrevivéncia”.

Nestas experiéncias, 0,6 x 10° células B humanas normais
de dadores saudivels (percentagem de pureza entre 85-95%)
foram estimuladas com 1 pg/ml de sCD40L (Alexis Corp., Bingham,
Nottinghamshire, UK). Foram entdo adicionados CHIR-12.12 (10
ug/ml) e IgG de controlo. As células foram colhidas aos 0, 20
minutos, 2 horas, 6 horas, 18 horas e 26 horas. Detectou-se
Mcl-1, XIAP, CD40 e controlos de P-actina por Western Blot nos

lisados celulares.
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Abreviadamente, a estimulagdo por sCD40L resultou numa
expressdo mantida de Mcl-1 e de XIAP ao longo do tempo. No
entanto, o tratamento das células estimuladas por sCD40L com
CHIR-12.12 resultou numa diminuicdo da expressdo destas
proteinas ao longo do tempo (dados ndo apresentados). Uma vez
que Mcl-1 e XIAP constituem sinais “de sobrevivéncia” capazes
de bloquear a via apoptdtica, estes resultados demonstram que
0 tratamentc com CHIR-12.12 remove o Dbloqueic contra a

apoptose em células B normais estimuladas por sCD40L.

O tratamento com CHIR-12.12 inibiu a fosforilacdo de IKKa
(Ser180) e de IKK f (Ser 181) em células B normais.

Nestas experiéncias, 1,0 x 10° células B humanas normais
de dadores saudiveis (percentagem de pureza entre 85-95%)
foram estimuladas com 1 pg/ml de sCD40L (Alexis Corp., Bingham,
Nottinghamshire, UK). Foram ent&do adicionados CHIR-12.12 (10
ug/ml) e IgG de controlo. As células foram colhidas aos 0 e aos
20 minutos. Detectou-se IKKo (Serl180) e IKK J (Ser 181)

fosforilados e controlos de IKKP total por Western Blot nos
lisados celulares.

Abreviadamente, a estimulacdo por sCD40L resultou na
fosforilacado de IKKa (Ser 180) e de IKK P (Ser 181) ao longo do
tempo; no entanto, © tratamento com CHIR-12.12 anulou esta
resposta a estimulacido por sCD40L em células B normais (dados

nado apresentados) .

0 tratamento com CHIR-12,12 inibiu a sobrevivéncia mediada
pelo ligando de CD40 num modo dependente da dose.

Nestas experiéncias, 0,6 x 10° células B humanas normais
de dadores saudaveis (percentagem de pureza entre 85-95%)
foram estimuladas com 1 pg/ml de sCD40L (Alexis Corp., Bingham,

Nottinghamshire, UK). Foram entdo adicionados CHIR-12.12
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(0,01, 0,1, 0,2, 0,5, 1,0 pug/ml) e IgG de controlo. As células
foram colhidas as 24 horas. Detectou-se PARP clivada e
controlos de P-actina por Western Blot nos lisados celulares.
Abreviadamente, o tratamento com CHIR-12.12 resultou num
aumento da clivagem de PARP em células estimuladas por sCD40L
de um modo dependente da dose, anulando deste modo a via de
sinalizacdo de sobrevivéncia em células B normais estimuladas

por sCD40L (dados ndo apresentados).

CHIR-12.12 inibiu a expressdo de proteinas anti-apoptoticas
“de sobrevivéncia” num modo dependente da dose.

Nestas experiéncias, 0,6 x 10° células B humanas normais
de dadores saudaveis (percentagem de pureza entre 85-95%)
foram estimuladas com 1 pug/ml de sCD40L (Alexis Corp., Bingham,

Nottinghamshire, uK). Foram entdo adicionados CHIR-12.12 (0,5,
2 e 10 pg/ml) e IgG de controlo. As células foram colhidas as

22 horas. Detectou-se Mcl-1, XIAP, PARP clivada e controlos de

f-actina por Western Blot nos lisados celulares.
Abreviadamente, o tratamento com CHIR-12.12 reduziu a
expressdoc de Mcl-1 e XIAP e aumentou a expressdo de PARP
clivada em células estimuladas ©por sCD40L de um modo
dependente da dose, anulando assim estes blogqueios a via
apoptotica em células B normais estimuladas por sCD40L (dados

ndo apresentados).

CHIR-12.12 ndo afectou a expressdo de proteinas anti-
apoptéticas, PARP clivada e XIAP na auséncia de sinalizacdo
com CD40L soluvel.

Nestas experiéncias, 1,0 x 10° células B humanas normais
de dadores saudivels (percentagem de pureza entre 85-95%)
foram tratadas apenas com CHIR-12.12 (10 ug/ml) e IgG de

controlo (i.e., as células ndo foram pré-estimuladas com
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sCD40L antes da adicdo de anticorpo). As células foram
colhidas as 0, 4, 14 e 16 horas. Detectou-se XIAP, PARP
clivada e controlos de P-actina por Western Blot nos lisados
celulares.

Abreviadamente, 0S resultados mostram que, sem a
estimulacdo por sCD40L, as células expressaram concentracdes
aumentadas de PARP clivada enquanto que a expressido de XIAP
permaneceu constante, tanto nas células tratadas com a IgG de
controlo c¢como nas tratadas com CHIR-12.12 (dados  néo
apresentados). Estes dados indicam que CHIR-12.12 néo

desencadeia a apoptose em células B humanas normais sem

estimulagdo por CD40L.

CHIR-12.12 inibe a fosforilagdo de IKKa (Ser 180) e IKKfB (Ser
181), Akt, ERK e p38 em células B normais.

Nestas experiéncias, 1,0 x 10° células B humanas normais
de dadores saudaveis (percentagem de pureza entre 85-95%)
foram colocadas em privacdo de soro em meio contendo 1% de FBS
e foram estimuladas com 1 pg/ml de sCD40L (Alexis Corp.,
Bingham, Nottinghamshire, UK). As culturas foram tratadas com
CHIR-12.12 (1 e 10 pg/ml) e IgG de controlo. As células foram
colhidas aos 0 e aos 20 minutos. Detectou-se fosfo-IKKa,
fosfo-IKKP, IKKP total, fosfoERK, ERK total, fosfo-Akt, Akt
total, fosfo-p38 e p38 total por Western Blot nos lisados
celulares.

Abreviadamente, a estimulagdo por sCD40L resultou no
incremento da fosforilacdo de IKKa/P, da fosforilac&o de ERK,
da fosforilacdo de Akt e da fosforilacdo de p38, deste modo
conduzindo & sobrevivéncia e/ou proliferacdo das células. O
tratamento das células com CHIR-12.12 anulou os efeitos da
estimulacdo por sCD40L sobre estas vias de sinalizacdo em

células B normais (dados nidc apresentados).
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CHIR-12.12 inibe as vias de sinalizacdo multipla, tais como as
vias de PI3K e MEK/ERK, na cascata de sinalizacdo de CD40.
Nestas experiéncias, 1,0 x 10° células B humanas normais
de dadores saudaveis (percentagem de pureza entre 85-95%)
foram colocadas em privacdo de soro em meio contendo 1% de FBS
e foram estimuladas com 1 png/ml de sCD40L (Alexis Corp.,

Bingham, Nottinghamshire, UK). As culturas foram também
tratadas com CHIR-12.12 (1 e 10 pg/ml), Wortmanin (um inibidor
de PI3K/Akt, 1 e 10 puM), LY 294002 (um inibidor de PI3K/Akt, 10

e 30 uM) e PD 98095 (um inibidor de MEK, 10 e 30 ug/ml). As
células foram colhidas acs 0 e aos 20 minutos. Detectou-se

fosfoERK, fosfo-Akt, Akt total, fosfo-IKKa/B, e total por
Western Blot nos lisados celulares.

Abreviadamente, o©os resultados mostram que a estimulacédo
com CHIR-12.12 anulou a fosforilacdo de todas estas moléculas
de transducédoc de sinal, enquanto que os inibidores da
transducdo de sinal exibiram apenas uma anulacdo especifica da
sinalizacédo, indicando que a inibicdc por CHIR-12-12 se exerce
provavelmente a montante destas moléculas de transducdo de
sinal mediadas ©pela estimulagcdo por CD40L (dados  né&o

apresentados) .

CHIR-12.12 inibe a ligac¢do das moléculas de sinalizagdo TRAFZ2
e TRAF3 ao dominio citoplasmatico de CD40 em células B
normais.

Nestas experiéncias, 4,0 x 10° células B humanas normais
de dadores saudaveis (percentagem de pureza entre 85-95%)
foram colocadas em privacdoc de soro durante 4 horas em meio
contendo 1% de FBS e foram estimuladas com 1 pg/ml de sCD40L
(Alexis Corp., Bingham, ©Nottinghamshire, UK) durante 20
minutos. As células foram colhidas aos 0 e aos 20 minutos. O

CD40 foi dimunoprecipitado usando anti-CD40 policlonal (Santa
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Cruz Biotechnology, CA), e foi sondadc num Western Blot com
mAc anti-TRAF2 (Santa Cruz Biotechnology, CA), mAc anti-TRAF3
(Santa Cruz Biotechnology, CA) e mAc anti-CD40 (Santa Cruz
Biotechnology, CA).

Abreviadamente, os resultados mostram gue TRAF2 e TRAF3
co-precipitaram com CD40 apds a estimulacdo por sCD40L. Por
contraste, o tratamento com CHIR-12.12 anulou a formacdo do
complexo de sinalizagdo CD40-TRAF2/3 em células B normais
estimuladas por sCD40L. N&o ocorreram alteracdes da expressdo
de CD40 (dados ndo apresentados).

Sem que se pretenda uma limitacdo a cgualguer teoria, o0s
resultados destas experiéncias, e 0s resultados nos exemplos
acima expostos, indicam gque o anticorpo CHIR-12.12 & um
anticorpo monoclonal antagonista anti-CD40 de dupla accdo que
possul uma combinacdo Unica de atributos. Este anticorpo
monoclonal inteiramente humano bloqueia as vias de sinalizacgédo
por CD40 mediadas por CD40L dirigidas a sobrevivéncia e
proliferacdo de células B; este antagonismo conduz em Ultima
instancia a morte celular. CHIR-12.12 medeia digualmente o
reconhecimento e a ligacdo pelas células efectoras, iniciando
a citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC). Uma
vez estabelecida a 1ligacdo entre CHIR-12.12 e as células
efectoras, sdo libertadas enzimas citoliticas, conduzindo a
apoptose e lise das células B. CHIR-12.12 evidenciou-se como
um anticorpo antitumoral mais potente do que o rituximab nas

comparacdes efectuadas em modelos tumorais pré-clinicos.

Exemplo 2: CHIR-5.9 e CHIR-12.12 Ligam-se a um Epitopo no CD40

que & Diferente do de 15B8

Os anticorpos monoclonais candidatos CHIR-5.9 e CHIR-12.12
competem entre si para a ligacdo ao CD40 mas ndo competem com
15B8, um mAc IgG2z anti-CD40 (ver Publicacdoc Internacional N°

WO 02/28904). Foram concebidos estudos de ligac¢do competitiva
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de anticorpos usando Biacore que utilizam chips biosensores
CM5 com proteina A imobilizada através de acoplamento por
amina, tendo a proteina A imobilizada sido usada para capturar
0os anticorpos anti-CD40, CHIR-12.12 ou 15B8. Observaram-se
curvas normais de assoclacdo/dissociacdo com concentracdes
varidveis de CD40-his (dados n&o apresentados). Para o0s
estudos de competicdo, capturou-se CHIR-12.12 ou 15B8 a

superficie da proteina A. Subsequentemente foi passado um

fluxo do complexo Fab CD40-his/CHIR-5.9 (100 nM CD40:1 uM Fab
de CHIR-5.9), a concentracdes varidveis, sobre a superficie
modificada. No caso de CHIR-12.12, ndo se observou a
associacédo do complexo, © que indica que CHIR-5.9 bloqueia a
ligagdo de CHIR-12.12 ao (CD40-his. Com o anticorpo 15B8,
observou-se a associacdo do complexo Fab de CHIR-5.9, o que
indica que o anticorpo monoclonal CHIR-5.9 ndo blogueia a
ligacdo de 15B8 ao local de ligacdo no CD40. No entanto, a
taxa de deslocamento do complexo aumentou de forma muito
marcada (dados nao apresentados).

Foi igualmente determinado que os anticorpos 15B8 e CHIR-
12.12 n&o competem para a ligacdo ao CD40-his. Esta
experiéncia foi efectuada capturando o anticorpo CHIR-12.12
sobre o chip biosensor com proteina A, bloqueando os locais de
ligacdo residuais da proteina A com hIgG; de controlo,
promovendo a ligacdoc com CD40-his e seguidamente fazendo
passar um fluxc de 15B8 sobre a superficie modificada. O
anticorpo 15B8 ligou-se sob estas condigdes, o que indica que

CHIR-12.12 n&o bloqueia a ligac&o de 15B8 ao CD40.

Exemplo 3: Propriedades de Ligacdo dos mAcs CHIR-12.12 e 5.9

A proteina A fol imobilizada sobre os chips biosensores

CMb através de acoplamento por amina. Os anticorpos

monoclonais humanos anti-CD40, a 1,5 upg/ml, foram capturados &

superficie modificada do biosensor durante 1,5 minutos a 10
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ul/min. Fez-se passar um fluxo de CD40-his recombinante solivel
sobre a superficie do biosensor a diversas concentragdes. O
anticorpo e o antigénio foram diluidos em HEPES 0,01 M, pH
7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, 0,005% Surfactante P20 (HBS-EP).
Foram determinadas as constantes cinéticas e de afinidade
usando o software Bicevaluation com um modelo de
interaccao/ajuste global de 1:1.

Tal como mostra a Tabela 2, abaixo, existe uma diferenca
de 121 wvezes entre a taxa de deslocamento de 5.9 e a de CHIR-
12.12, resultando numa afinidade 24 vezes superior do

anticorpo CHIR-12.12.

Tabela 2. Resumo das propriedades de ligacd&o dos anticorpos

anti-CD40 CHIR-5.9 e CHIR-12.12.

Anticorpo Ka(M-1 seg-1) kd (seg-1) KD (nM)
Anti-CD40,5.9 (12,35%0,64)x10° | (15,0 £ 1,3) x10™° | 12,1540,35
Anti-CD40, (2,4140,13)x10° (1,24 £ 0,06)x10% |0,51% 0,02
CHIR-12.12

Exemplo 4: Caracterizacdoc do Epitopo para os Anticorpos

Monoclonais CHIR-12.12 e CHIR-5.9

Para determinar a localizacdo do epitopo de CD40 que é
reconhecido pelos anticorpos monoclonais CHIR-12.12 e CHIR-
5.9, foram realizadas analises por SDS-PAGE e Western Blot.
Usou-se (D40 purificado (0,5 ug) que fol separado num gel
NUPAGE a 4-12% sob condicdes redutoras e ndo redutoras,
transferido para membranas de PVDF e sondadc com anticorpos
monoclonais a concentracdo de 10 ug/ml. Os blots foram sondados

com IgG anti-humana conjugada com fosfatase alcalina e
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desenvolvidos usando o substrato estabilizado para a fosfatase
alcalina Western Blue® (Promega).

Os resultados indicam gue 0 anticorpo monoclonal anti-CD40
CHIR-12.12 reconhece epitopos tanto na forma reduzida como na
forma ndo reduzida de CD40, sendo que a forma ndo reduzida de
CD40 exibe uma maior intensidade do que a forma reduzida de
CD40 (Tabela 3; Dblots ndo apresentados). O factc de o
reconhecimento ser positive para ambas as formas de CD40
indica que este anticorpo interage com  um epitopo
conformacional do qual uma parte corresponde a uma sequéncia
linear. 0 anticorpo monoclonal CHIR-5.9 reconhece
principalmente a forma ndo reduzida de CD40, sugerindo que
este anticorpo interage com um epitopc principalmente

conformacional (Tabela 3; blots ndo apresentados).

Tabela 3. Identificacdo de dominios.

Dominio 1 Dominio 2 |Dominio 3 |Dominio 4

Mac CHIR.12.12 - + - _
Mac CHIR-5.9 - + — _
Mac 15B8 + - — _

Para mapear a regido antigénica de (D40, os quatro
dominios extracelulares de CD40 foram clonados e expressos em
células de insecto sob a forma de proteinas de fusdo com GST.
A secrecdo dos quatro dominios foi assegurada com um sinal de
secrecdo de GP67. O sobrenadante das células de insecto foi
analisado por SDS-PAGE e Western Blot para identificar o
dominio que continha o epitopo.

0 anticorpo monoclonal CHIR-12.12 reconhece um epitopo no
Dominioc 2 tanto em condicBes redutoras como em condigcdes ndo
redutoras (Tabela 4; blots ndo apresentados). Por contraste, o
anticorpo monoclonal CHIR-5.9 exibe um reconhecimento muito

fraco do Dominic 2 (Tabela 4; blots ndo apresentados). Nenhum
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destes anticorpos reconheceu os Dominios 1, 3 ou 4 nesta

andlise.
Tabela 4. Analise do Dominio 2.
redutoras ndo redutoras
mAc CHIR.12.12 ++ +++
mAc CHIR-5.9 + +

Para definir com maicr precisdoc o epitopo reconhecido pelo
mAcC CHIR-12.12, sintetizaram-se péptidos do Dominio
Extracelular 2 de CD40, que corresponde &  sequéncia
PCGESEFLDTWNRETHCHQHKYCDPNLGLRVQQOKGTSETDTICT (residucs 61-104
da sequéncia apresentada em SEQ ID NO:10 ou SEQ ID NO:12).
Foram geradas membranas SPOTs (Sigma) contendo trinta e cinco
péptidos 10meros com um offset de 1 aminoacido. Foi efectuada
uma analise por Western Blot com mAc CHIR-12.12 e Dbeta-
galactosidase-IgG anti-humena como anticorpo  secundério.
Procedeu-se ao stripping do blot e este fol re-sondado com mAc
CHIR-5.9 para determinar a zregido reconhecida ©por este
anticorpo.

Na andlise de SPOTs, a sondagem com o anticorpo monoclonal
anti-CD40 CHIR-12.12 a 10 pg/ml forneceu reac¢des positivas nos

spots 18 a 22. A regido de sequéncia abrangida por estes

péptidos é apresentada na Tabela 5.

Tabela 5. Resultado da sondagem com o anticorpo meonoclonal

anti-CD40 CHIR-12.12 na analise de SPOTs.

Mancha ntmero Regido de Sequéncia
18 HQHKYCDPNL (residuos 78-87 da SEQ ID NO:10 ou 12)
19 QHKYCDPNLG (residuos 79-88 da SEQ ID NO: 10 ou 12)
20 HKYCDPNLGL (residuos 80-89 da SEQ ID NO0:10 ou 12)
21 KYCDPNLGLR (residuos 81-90 da SEQ ID NO:10 ou 12)
22 YCDPNLGLRV (residuos 82-91 da SEQ ID NO:10 ou 12)
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Estes resultados correspondem a um epitopo linear de:
YCDPNL (residuos 82-87 da sequéncia apresentada em SEQ 1ID
NO:10 ou SEQ ID NO:12). Este epitopo contém Y82, D84 e N8g,
previstos como estando envolvidos na interaccdo CD40-ligando
de CD40.

A andlise de SPOTs com o mAc CHIR-5.9 evidenciou um fraco
reconhecimento dos péptidos representados pelas manchas 20-22
e mostrados na Tabela 6, sugerindo o envolvimento da regido
YCDPNLGL (residuos 82-89 da sequéncia apresentada em SEQ ID
NO:10 ou SEQ ID NO:12) na sua ligacdo ao CD40. Deve notar-se
que o©0s mAcs CHIR-12.12 e CHIR-5.9 competem entre si para a

ligacdo ao CD40 na andlise de BIACORE.

Tabela 6. Resultados da sondagem com o anticorpo monoclonal

anti-CD40 CHIR-5.9 na anadlise de SPOTs.

Mancha Regido de Sequéncia

numero
20 HKYCDPNLGL (ressiducs 80-89 da SEQ ID NO:10 ou SEQ ID NO:12)
21 KYCDPNLGLR (residuos 81-90 da SEQ ID NO:10 ou SEQ ID NO:12)
22 YCDPNLGLRV (residuos 82-91 da SEQ ID NO:10 ou SEQ ID NO:12)

Os epitopos lineares identificados pelas anadlises de SPOTs
encontram-se no médulo Bl de CD40. A sequéncia do médulo Bl de
CD40 é:

HKYCDPNLGLRVQQKGTSETDTIC (residuos 80-103 da SEQ ID NO:10
ou da SEQ ID NO:12).

No interior do epitopo linear identificado para CHIR-12.12
encontra-se C83. Sabe-se que este residuo de cisteina forma
uma ligacdo dissulfito com C103. E provavel que o epitopo
conformacional do mAc CHIR-12.12 contenha esta ligacédo
dissulfito (C83-C103) e/ou os amincacidos circundantes que se

encontram conformacionalmente perto de C103.
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Exemplo 5: Testes em Modelos de Doengas Autoimunes e

Inflamatérias

Modelo de Lupus Eritematoso Sistémico (LES).

O anticorpo CHIR-12.12 ¢é testado num modelo humano de
lipus eritematoso sistémico (LES) em que as células
mononucleares do sangue periférico (CMSPs) de pacientes com
LES sdo enxertadas em ratinhos SCID. Ver, por exemplo, o©
modelo descrito em Duchosal et al. (1990) J. Exp. Med.
172:985-8.

Apbés a transferéncia de CMSPs de pacientes com LES para
ratinhos SCID, ¢é determinado se o tratamento com CHIR-12.12
influencia ou ndo a resposta dos linfécitos T ao auto-
antigénio, a producdo de auto-anticorpos e as manifestacdes da
doenca, tal como a glomerulonefrite. O primeiro conjunto de
estudos testou CHIR-12.12 como &agente tuUnico, seguindo-se o

teste do efeito em combinacido com outros agentes como o CTLA4-

Ig.

Modelo de esclerose multipla.

O modelo experimental de encefalite autoimmune (EAE) no
macaco titi constitui um modelo para a esclerose multipla
humana. Ver, por exemplo, o modelo descrito em Raine et al.
(199S8) Ann. Neurol. 46:144-60 e Hart et al. (2004) Lancet
Neurol. 3:588-97. O anticorpo CHIR-1.2.12 liga-se ao CD40 do

macaco titi e é testado quanto & sua eficdcia neste modelo.

Inflamacdo e aterosclerose.

O anticorpo CHIR-12.12 & testado in vitro quanto a
capacidade para inibir os efeitos, induzidos por CD40L, de
producdo de enzimas de degradacdo da matriz, expressdo de
factores tecidulares e de <citocinas proinflamatérias e

regulacdo positiva de moléculas de adesdo. Os estudos
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subsequentes testam a capacidade do anticorpo CHIR-12.12 para
manifestar actividades anti-inflamatérias in vivo usando
ratinhos transgénicos que expressam a molécula de CD40 humano.
Ver, por exemplo, o modelo descrito em Yasui (2002) Int.

Immunol. 14:319-29.

Transplante.

O anticorpo CHIR-12.12 é testado guanto a sua capacidade
para evitar a rejeicdo de um transplante em modelos de
primatas ndo-humanos. Trataram-se com anticorpo CHIR-12.12
macacos cinomolgos receptores de um aloenxerto renal para
demonstrar o seu efeito sobre a aceitacdo do enxerto, com ou
sem farmacos imunossupressores adicicnais como a ciclosporing,
FK506, rapamicina, corticosterdéides, CTLA4-Ig, anticorpo anti-
Estimulador dos Linfdcitos B e semelhantes. Ver o modelo

descrito em Wee et al. (1992) Transplantation 53:501-7.

Doenga de Alzheimer.

O anticorpo CHIR-12.12 é primeiramente testado in vitro
quanto a sua capacidade para bloquear a activacdo microglial.
Os estudos de eficdcia in vivo com CHIR-12.12 s&o efectuados
em ratinhos duplamente transgénicos que expressam CD40 humano
e sobreexpressam péptido beta-amildide. Ver, por exemplo, ©

modelo descrito em Tan et al. (2002) Nat. Neurcsci. 5:1288-93.

Exemplo 6: Estudos Clinicos com CHIR-5.9 e CHIR-12.12

Objectivos Clinicos

O objectivo global & o de proporcionar uma terapéutica
eficaz para a artrite reumatdide (AR) através do
direccionamento contra estas células cancerosas de um
anticorpo IgGl anti-Cbh40. O sinal para esta doenca é

determinado na fase II, se bem que algumas medidas de
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actividade possam ser obtidas na fase I. Inicialmente o agente

¢ estudado como agente Unico, mas serd combinado com outros

agentes terapéuticos & medida que prossegue o desenvolvimento.

Fase I

Fase

Avaliac&o da seguranca e da farmacocinética - escalamento
da dose em individuos com AR.

Escolha de doses baseada na seguranca, tolerabilidade e
alteracdo nos marcadores séricos de CD40. Em geral ¢é
procurada uma MTD, mas podera ser adequado reunir outras
indicacdes de eficacia (depleccdo em células CD40+, etc.)
para o estabelecimento da dose.

Consideracdo do uso de mais do que uma dose, Jja due
poderd ser necessario proceder a algum estabelecimento de
dose na fase II. A dosagem ©para o0s pacientes ¢é
estabelecida semanalmente através de amostragem
farmacocinética em tempo real (Pk). Inicialmente, um
ciclo de 4 semanas corresponde a dosagem maxima
permitida. A Pk poderd ser altamente varidvel, dependendo
estado da doenca, da densidade de CD40, etc.

Este(s) ensaio(s) é(sdo) aberto(s) a individuos com AR.

A decis&o de descontinuar ou continuar os estudos baseia-
se na seguranca, na dose e nas indicacdes preliminares de

actividade terapéutica.

A actividade do farmaco, determinada através da taxa de

resposta, é determinada na Fase II.

Identificar a(s) dose(s) para a Fase II.

II

Serdo iniciados diversos ensaios c¢linicos em individuos

com AR. Mais do que uma dose, e mais do que um regime podera

ser testado num ambiente randomizado de fase II.

114



Serd eleita como alvo uma populacido de pacientes com AR que
nao respondeu a terapéutica-padrao actual (falhas da
terapéutica com férmacos anti-inflamatdrios ndo esterdides
(AINEs) e farmacos anti-reumdticos modificadores da doenca
(ARMDs; p.ex., ouro e penicilamina) ).

V A decisdo de descontinuar ou continuar os estudos baseia-

se na prova do conceito terapéuticc na Fase II

V Determinar se o marcador substituto pode ser usado como
indicacédo precoce da eficédcia clinica.

vV Identificar as doses para a Fase III.

Fase II1

A fase III dependera da altura em que o sinal for
detectado na fase II, e das terapéuticas competidoras que sé&o
consideradas como padrdoc de referéncia. Se o sinal surgir numa
fase da doenca para a qual ndo exista terapéutica de
referéncia, entdo poderéd delinear-se um ensaio-pivd de um sb
braco e bem controlado. Se existirem agentes competidores que
s&o considerados como terapéuticas de referéncia, entdo seréo

reazlizados estudos comparativos.

Exemplo 7: Formulacdo Farmacéutica Liquida para os Anticorpos

Antagonistas Anti-CD40

O objectivo deste estudo fol o de investigar os efeitos do
pH da soclucdo sobre a estabilidade do anticorpo antagonista
anti-CD40 CHIR-12.12, —recorrendo a métodos Dbiofisicos e
bioquimicos para seleccionar o ambiente de solugdo éptimo para
este anticorpo. 0s resultados da Calorimetria Diferencial de
Varrimento (DSC) mostraram gue a estabilidade de conformacéo
de CHIR-12.12 & oéptima em formulagdes com um pH de 5,5-6,5.
Com base numa andlise combinando SDS-PAGE, HPLC de exclusédo

molecular (SEC-HPLC) e HPLC de troca catidnica (CEX-HPLC),
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determinou-se que a estabilidade fisico-quimica de CHIR-12.12
¢ Optima a um pH de cerca de 5,0-5,5. Tendo em vista estes
resultados, uma formulacdo farmacéutica liquida recomendada
compreendendo este anticorpo correspondera a uma formulacio
contendo CHIR-12.12 a cerca de 20 mg/ml formulado em cerca de
10 mM de succinato de sddio, cerca de 150 mM de cloreto de

sédio e possuindo um pH de cerca de 5,5.

Materials e Métodos

O anticorpo CHIR-12.12 usado nos estudos de formulagdo é
um anticorpo monoclonal humano produzido através de um
processo de cultura de células CHO. Este mAc ftem um peso
molecular de 150 kDa e consiste em duas cadeias leves e duas
cadeias pesadas ligadas entre si por ligacdes dissulfito. O
anticorpc dirige-se contra o receptor de superficie celular
CD40 presente em células que expressam CD40, incluindo céluleas
B normais e malignas, com o fim de tratar diversos cancros e
doencas autoimunes/inflamatdrias.

A substéncia farmacoldgica anti-CD40 usada neste estudo
foi um lote de anti-CD40 (CHIR-12.12) purificado derivado de
células CHO. A composigdo da substancia farmacoldgica foi de
9,7 mg/ml de anticorpo CHIR-12.12 em 10 mM de citrato de
sédio, 150 mM de cloreto de sédio a pH 6,5. A amostra de
controlo neste estudo correspondeu a substdncia farmacolégica
recebida, seguida de congelamento a < - 60°C, descongelada a
TA e testada juntamente com amostras de teste da estabilidade
a pontos de tempo pré-determinados. As amostras para teste da
estabilidade foram ©preparadas por didlise da substéncia
farmacolégica contra solucdes a diferentes pH e a concentracéo
de CHIR-12.12 em cada amostra fol determinada por UV 280, tal

como apresentado na Tabela 7.
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Tabela 7. Formulagdes de CHIR-12.12,

Concentracdo de CHIR-12.12 (mg/ml)

Composicédo do Tamp&o rH

10 mM citrato de sédio, 4,5 9,0

150 mM cloreto de sbédio

10 mM succinato de sdédio, | 5,0 9,3

150 mM cloreto de sdédio

10 mM succinato de sdédio, | 5,5 9,2

150 mM cloreto de sdédio

10 mM citrato de sédio, 6,0 9,7

150 mM cloreto de sdédio

10 mM citrato de sédio, 6,5 9,4

150 mM cloreto de sdédio

10 mM fosfato de sédio, 7,0 9,4

150 mM cloreto de sdédio

10 mM fosfato de sdédio, 7,5 9,5

150 mM cloreto de sédio

10 mM glicina, 9,0 9,5

150 mM cloreto de sédio

A estabilidade fisico-gquimica do anticorpo CHIR-12.12 nas
diversas formulacdes foil ensaiada usando os protocolos que se

seguern.

Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC)
A estabilidade conformacional das diferentes amostras de
formulacdo foli monitorizada wusando um VP-DSC MicroCal com

aquecimento entre 15°C e 90°C a 1°C/min.

SDS—-PAGE

A fragmentacdo e agregacdo foram estimadas usando um gel
de Tris-Glicina a 4-20% sob condigcbes ndo redutoras e
redutoras. A proteina foi detectada por coloracdo com azul de

Coomassie.
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Cromatografia de Exclusdo Molecular (SEC-HPLC)

A fragmentacdo e agregacdoc da proteina foram igualmente
medidas por um aparelho de HPLC Water Alliance com uma coluna
Tosohaas TSK-GEL 3000SWXL, 100 mM de fosfato de sédio, pH 7,0

como fase mével a uma taxa de fluxo de 0,7 ml/min.

Cromatografia de Troca Catidénica (CEX-HPLC)

A degradac&o relacionada com a alteracdo de carga foi
medida usando um sistema de HPLC Waters 600s com uma coluna
Dionex Propac WCX-10, com HEPES 50 mM, pH 7,3 como fase mével
A e HEPES 50 mM contendo NaCl 500 mM, pH 7,3 como fase mdvel

B, a uma taxa de fluxo de 0,5 ml/min.

Resultados e Discusséo

Estudo da estabilidade conformacional.

O desdobramento térmico de CHIR-12.12 revelou pelo menos
duas transicdes térmicas, provavelmente representando a fuséo
por desdobramento dos dominios Fab e Fc, respectivamente. A
temperaturas superiores, a proteina provavelmente sofreu
agregacdo, resultando na perda de sinal de DSC. Para fins de
avaliacdo da formulacdo, a temperatura de transicldo térmica
mais baixa foi definida como correspondendo a temperatura de
fusdo, Tm, neste estudo. A Figura 5 mostra a temperatura de
fusdo térmica como funcdo dos pHs da formulagdo. As
formulactes a ©pH 5,5-6,5 forneceram anti-CD40 com uma
estabilidade conformacional superior, tal como demonstrado

pelas temperaturas de fusdo térmica mais elevadas.

Andlise por SDS-PAGE.
As amostras da formulacdo de CHIR-12.12 a pH 4,5-9,0 foram
incubadas a 40°C durante 2 meses e foram submetidas a analise

por SDS-PAGE (dados ndo apresentados). Sob condigdes néo
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redutoras, foram observadas espécies com pesos moleculares
(PM) de 23 kDa e 27 kDa nas formulacdes com pH acima de 5,5,
tendo-se observado espécies com PM de 51 kDa em todas as
formulacBes, mas aparecendo menos a pH 5,0-5,5. Surgiu uma
espécie com PM de 100 kDa a pH 7,5 ¢ a pH 9,0.

Sob condig¢des redutoras, CHIR-12.12 foi reduzido a cadeias
pesadas e cadeias leves livres com PMs de 50 kDa e de 24 kbDa,
respectivamente. A espécie de 100 kDa ©pareceu nido ser
completamente redutivel e aumentou com o aumento do pH da
solucdo, sugerindo a possivel ocorréncia de uma associacédo
covalente ndo-dissulfito nas moléculas. Uma vez gue surgiram
outras espécies com identidades desconhecidas na andlise por
SDS-PAGE, a comparacdo da estabilidade de cada formulacdo é
baseada na pureza remanescente de CHIR-12.12. As formulacdes a
pH 5,0-6,0 proporcionaram um meio mais estavel para CHIR-
12.12. Foram detectados poucos agregados por SDS-PAGE (dados

ndo apresentados).

Andlise por SEC-HPLC.

A analise por SEC-HPLC detectou o CHIR-12.12 intacto como
a espécie do pico principal, uma espécie de agregacdo como
espécie de um pico dianteiro separada da espécie do pico
principal, uma espécie de grande fragmento como um pico de
“ombro” precedendo a espécie do pico principal, e foram
detectadas espécies de pequenos fragmentos apds a espécie do
pico principal. Apds incubacdo a 5°C e a 25°C durante 3 meses,
foram detectadas quantidades negligiveis de fragmentos e de
agregados de proteinas (< 1,0%) nas formulacBes acima e a
espécie CHIR-12.12 do pico principal permaneceu com uma pureza
superior a 99% (dados ndo apresentados). No entanto,
desenvolveram-se gradualmente fragmentos de proteinas durante
a armazenagem a 40°C, e mais fragmentos se formaram a pH 4,5 e

a pH 6,5-9,0, tal como mostra a Tabela 8. Apds incubacdo das
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formulacdes de CHIR-12.,12 a 40°C durante 3 meses, foram
detectadcs cerca de 2-3% de agregados a pH 7,5 € a pH 9,0,
enquanto que nas formulacdes a outros pH se detectaram menos
de 1% de agregados (dados ndo apresentados). Os resultados de
SEC-HPLC indicam que CHIR-12.12 é mais estével a pH de cerca
de 5,0-6,0.

Tabela 8. Resultados de SEC-HPLC das amostras de estabilidade

de CHIR-12.12 sob condig¢des de armazenagem em tempo real e

aceleradas.
Amostra % Pico principal % Fragmentos
£=0 40°C | 40°C | 40°cC £=0 40°C | 40°C | 40°C
1m 2m 3m Im 2m 3m

Controlo| 99,4 | 99,2 | 99,9 | 99,5 | <1,0 | <1,0 | <1,0 [<1,0
pH 4,5 99,4 | 93,2 | 86,0 | 81,3 | <1,0 | 6,4 | 13,2 | 18,1
pH 5,0 99,8 | 98,7 | 91,3 | 89,2 | <1,0 | <1,0 | 7,8 | 10,2
pH 5,5 99,8 | 98,9 | 91,4 | 90,6 | <1,0 | <L,0 | 7,6 8,8
pH 6,0 99,6 | 97,7 | 90,4 | 87,3 | <1,0 | 1,9 8,2 | 11,7
pH 6,5 99,3 | 93,4 | 89,0 | 86,9 | <1,0 | 5,6 9,9 | 12,4
pH 7,0 99,2 | 93,9 | 87,4 | 85,1 | <1,0 | 5,5 | 11,1 | 13,5
pH 7,5 99,1 | 92,8 | 84,4 | 81,9 | <1,0| 6,4 | 12,9 | 16,2

pH 9,0 99,3 | 82,4 | 61,6 | 50,6 | <1,0 | 15,4 | 36,2 | 47,6

Andlise por CEX-HPLC.

A andlise por CEX-HPLC detectou o CHIR-12.12 intactoc como
formando & espécie do pico principal; as variantes acidicas
eluiram mais cedo do que a espécie do pico principal e a&s
variantes de adic&o C-terminal de lisina eluiram apds a
espécie do pico principal. A tabela 9 mostra a dependéncia que
as percentagens da espécie remanescente de CHIR-12.12 do pico
principal e das variantes acidicas manifestam relativamente ao
pH da solucdo. A amostra de controlo continha j& um elevado

grau de espécies acidicas (~33%), provavelmente devido a
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processos de fermentagdo e purificacdo ocorridos em fases
precoces. A susceptibilidade de CHIR-12.12 a solucbes de pH
mais elevado é evidenciada por dois factos. Em primeiro lugar,
a amostra da formulacdo inicial a pH 9,0 (t=0) gerou a partida
mais 12% de espécies acidicas do que o controlo. Em segundo
lugar, a percentagem de espécies acidicas registou um aumento
acentuado com o aumento de pH. A degradacdo relacionada com a
mudanga de carga ¢é provavelmente devida a desamidacgdo. Os
dados acima indicam que este tipo de degradacdo de CHIR-12.12

foi minimizada no intervalo de pH de cerca de 5,0-5,5.

Tabela 9. Percentagem de 4&rea de pico, em CEX-HPLC,
correspondente a CHIR-12.12 em formulacBes de diferentes pH

sob condi¢Bes de armazenagem em tempo real e aceleradas.

o)

Amostra % pico principal % variantes acidicas

t=0 5°C | 25°C|40°c|40°C|t=0 5°C [ 25°C|40°cC|40°C
3m |3m |1m (2 m 3m |3m |1m |2 m

Controlo |49,2149,8149,8(49,2|50,3[32,0(33,7(33,7[32,0]33,6

pH 4,5 48,5149,7143,7(139,7|30,0(32,5|32,6|38,0(44,2]|56,4

pH 5,0 49,6149,81(48,3(40,6(131,4|132,7131,8|35,01(44,3(57,1
pH 5,5 50,7]150,3(48,1(40,0|30,2|32,6|31,8]|37,8|48,9(63,3
pH 6,0 50,2149,9147,9(37,4123,9133,1133,06|38,5(54,9(72,7
pH 6,5 49,4 149,9142,3(29,7(14,6(33,3(33,6(47,7|65,2|84,6
pH 7,0 49,7149,9 21,9 - - 34,4 36,4 |064,4|- -

pH 7,5 49,3148,3112,7|- - 35,5140,1(79,2 |- -

pH 9,0 41,3131,8] - - - 44,7159,9 - - -
Conclusao

O pH tem um efeito significativo sobre as estabilidades
conformacional e fisico-quimica de CHIR-12.12. A degradac¢do
relacionada com a mudanca de carga foil determinada como sendo
a principal via de degradacdo de CHIR-12.12Z, tendo esta sido
minimizada a pH 5,0-5,5. Com base nos dados globais de
estabilidade, uma formulacdo farmacéutica liquida recomendada
compreendendo este anticorpo serd uma formulacédo compreendendo

CHIR-12.12 a cerca de 20 mg/ml formulado em cerca de 10 mM de
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succinate de sé6dio, cerca de 150 mM de cloreto de sédio e
possuindo um pH de cerca de 5,5.

Os peritos no campo técnico a que pertencem estas
invencBes reconhecerZdo a possibilidade de efectuar muitas
modificacdes e de c¢riar outras formas de realizacdo das
invenc¢gdes aqui apresentadas, tomando comc base 0s ensinamentos
apresentados nesta descricdo e nas Figuras associadas. Assim,
deve depreender-se que as invenc¢8es ndo devem ser limitadas as
formas de realizacdo especificas que foram apresentadas, e que
as modificacdes e outras formas de realizacido possiveis sdo
entendidas como pertencendec ao Aambito das reivindicacdes
anexas ¢ das formas de realizacldo agui expostas. Se bem que
nesta exposicdc se tenham utilizado alguns termos especificos,
estes foram usados apenas num sentido genérico e descritivo e

ndo com fins limitativos.
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Met Ala Leu Pro Ala Gln Leu Leu Gly lLeu Leu Met Leu Txp Val Ser
1 5 10 15

Gly Ser Ser Gly Asp Ile Val Met Thr Glo Ser Pxo Leu Sex Leu Thr

20 28 10
Val Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arxg Ser Ser Gin Ser
s 40 45

Leu Lew TYr Ser Asn Gly Tyr Asn Tyr Leu Asp Trp Tyr Lew G8ln Lys
: 50 55 60

BPro Gly Gln Ser Pro Gla Val Leu Ile Ser Leu Gly Sey Asn Arg Ala
§5 70 5 8aQ

Ser Gly val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

85 30 3
Thr Lew Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly val Tyr tyr
1840 108 110
Cys Met Gln Ala Arg Gln Thy Pro Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys
118 120 1235
val Asp Ile Arg Arg Thr Val Ala Als Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro
130 13% . 140

Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr ala Ser Val Val Cys Len
145 150 158 150
Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lya val Gin Trp Lys Val Asp

oo

185 170 175
Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser ¢ln Glu Sexr Val thr Glu Gln Asp
180 185’ 180
ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Sexr Thr Leu Yhr Leu Sex Lys
19% 200 205
ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu val Thx His Gln
210 218 220
Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
228 330 235 -

<210> 3
<211> 2016
<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> Sequéncia codificante para a cadeia pesada do anticorpo

anti-CD40 humano CHIR 12.12 (com introns)

<400> 3
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akggagtitg
gtgeagtegg
- tgtgcageot
ggrasagagge
gacteogtga
caaatgaaca
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<210> 4
<211> 469
<212> PRT
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<223> Cadeia pesada do anticorpo anti-CD40 humano CHIR 12.12.
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<210> 5
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<212> PRT

<213> Seqguéncia Artificial
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<223> Cadeia pesada da variante do anticorpo anti-CD40 humano
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15%

Tyr FPhe

Sexr @iy

Ser Leu

Thr Tyr
220

Lys Arg
235
Cys Pro

Pro Lys
Cya val
Trp Tyy
100
Glu Glu
315
Leu His
Asn Lys
Gly Gln

8lu Met

80’

Tyr Pro
185

Asn Asn
Phe Leu
Asn Val

Thr Gin
460

Ile Lew Arg Gly
13

Gly val val

36

Cly Phe Thr

45

Gly Lys Gly
Arg Tyr Hig
Asn Ser Lysg

Asp
Gly
12%
Ser
Thr
PIo
val
Ser
20%
ile
Val
Ala
Bro
Val
285
val
Gin
Gin
Ala
Pro
3¢5
Thy

Ser

Ty

Phe
445

Lys

The
1l
Pro
The
Ser
Glu
Hia

180
Sex

Cys
Glu
Pro
Lys
270
val

hsp

Asp

Leu
350
Arg

Lys
Asp
Lys
Ser
430
Sex

Sexr

85
ala

Asp
e
Gly
Pro
178
Thr
val
Asn
Pro
Glu
25%
Asp
Asp
Gly
Asn
338
Pro
Giu
ABN
ile
Thx
415
Lys

Cys

Leu

Gin
Phe
Leu
Ala
80
ile
V;tl
Tyx
Gly
Gly
160
val
Phe
val .
Val
Lys
240
len
The
val
Val
Sar
320
Lew
Ala
Pro
Gln
Ala
400
Thx
Lieu

Ser

Ser



<210>

6

<211> 239
<212> PRT

<213> Seqguéncia Artificial

<220>

<223> Cadeia leve do anticorpo

<400> 6

Met
Gly
val
Lau
Bro
65

Saey

Thr

Leu
Pro
145
Leu
Asn
Ser

Ala

Gly
235

Ala

sex

val
50
Gly

Gly»

Leu
Mat
Glu
130
Ser

hsn

Ala

Asp
210
leu

<210> 7

Leu
Sar
Leay
35

Hig
Gin
Val
Lya
Gin
115
Ile
Asp
Asn
Leau
Asp
188
Tyx

Sex

<211> 474

<212> PRT

Leu
Gly
20

Gly
Sarx
P
Pro
Ile
100
val
Lys
Glu
Phe
Gln
180
Ser

Glu

Ser

Ala Gln
5
Ala Ile

Glﬁ Bro
Asp Qly

Pro Arg
70

Asp Arg
8%
Ser Arg

™y Gln

Arg Thy

Gin Lew
50
Tyr Pro
165
gexr Gly

Thr Tyr
Lys His

Pro Val
230

Leu
val
Ala
Asn
85

Leu
rhe
Val
Phe
Yal
13%
Liysa
Arg
Asn
Sexr
Lys

215
Thr

<213> Sequéncia Artificial

Leu
Mat
Sexr
40

Thy
Ley
Ser

Glu

Pro.

120
Ala

Ser
Glu
Ser
Leu
2o
val

Lys

anti-CD40 humano CHIR 5.9.

Gly
Thy

25
Ile

Ile
Gly
Ala
108
His
Ala
Gly
Ala
ln

185
Ser

Ser

131

Leu
10

Glin
Sar

Len

Say
3¢
Glu
Thy
o L]
Thy
Lys
170
Glu
Ser
Ala

Phe

Lex
Proe
Cys
Asn
Lys
75

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
155
Val

Serx

Thr

cys

Agn.

235

Mot Lew

Pro Leu
Arg Ser

45
Trp Len

80
fhe Phe

Ma Gly
val Gly

Gly Gin
128

¥al Phe

i4¢

Ser Val

Gln Trp
¥al The

Leu Thr
205

Glu val

2320

Arg Gly

Trp

Say Ser

30
Sex

Sin
Arg
™hy
Vval
110
Gly
Ile
Val
Lys
Glu
1390
Leu

Thr

Glu

Val
15

Gln
Gln

Arg
Rsp
2%

Tyr
T™hr
phe
Cys
val
178
Glo
Sex
His

Cys

Ser
Arg
Leu

Fhe

Fro
Leu
igQ
Asp
Asp
Lys

Gin



<220>

<223> Cadeia pesada do anticorpo anti-CD40 humanc CHIR 5.9

<400> 7

Met Gly Ser Thr Ala Ile Leu Ala Leu Leu Dew Ala Val Lew Gln Gly
vil Cys Ala Gl Vsl Gln %eu val Gln égx Cly Ala Glu val EiaALys
pro ‘Gly Glu :2: Leu Lys Ile Ser (2335‘ Lys Gly Ser Gly ':;j?rr Ser Phe
Thr Ser ;;r Trp Ile Gly Txp ;gl Arg Gln Met Pro éiy Lys Gly Leu
Glu ;2p Met Gly Iie Ile gir Pro Gly Asp Ser g:p The Arg Tyr Ser
gia Ser Phe @ln Gly ggn Val Thr Ile Ser ;ga Asp Lys 8Sar lle g:x
thr Ala Tyr Leu gia Trp Ser Ser Leu 2§s Ala Ser Asp Thy iia Met
1o 145 ) 110

Tyr Tyr Cys Ada Arg Gly Thr Ala Ala Gly Arg Asp 7yr Tyr Tyr Tyr

132



115

TYr Gly Met

Alz
143
Ser
fhe
aly
Len

. Tyr
225

Pro

Lys
Yal

Tyx
308
Glu
His
Lys
Glin
Metb
18%
Pro
At
Leu

Val

Gln
4865

130
Ser

The
Pro
Val
Sox
210
Ile
Val
Ala
Pro
Val
280
val
Gin

Glin

Pro
370
Thr

Sex

TyE

Fhe
450
Lys

<210> 8
<211> 474

Thr
Ser
Slu
His

185
Ser

Cys
Glu
Pro
Lys
275
val
ABP
TyE
Azp
Leu

355
Arg

Lys
Asp
Lys
Ser
435

Ser

Ser

<212> PRT

App Val Trp Gly

Lys
Gly
Pro
180
Thy
Val
Asn
Pro
Glu
260
ABp
ASp
Gly
Asn

Trp
346
PTro
Glu
ABD
tle
Thr
4320
Lys
Cys

Lew

aly
Gly
165
val
Phe
Val
val
Lys
245
Leu
Thr
val
val
Ser
325
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
405
Thr

Ley

Ber

Pro
150
Thr
Thy
Pro
Thr
Asnh
230
Ber
Leu
Lgu
Sex
Glu
310
Asn
Pro
Gin
val
350
val
Pro
Thr
Val

ﬂeu
§7G

138
Ssr

Ala
Val
Ala
Val

218
HRis

Cya
Gly
Met
His

295
Val

™yr
Gly
Ile
Val
378
Ser
Glu
Pro
Val
Mat

438
Ser

<213> Sequéncia Artificial

120
Gln

Val
Ala
Sex
val
200
Pro
Lys
Asap
Gly
Ile
280
&lu
His
Arg
Lys

Glu
360
Tyx

Leu
Trp
val
Asp

440
Hisg

Gly Thr Thr Val

Phe

Leu

Txp
185
Ley

Ser

P

Lye.

rro
265
Ser

Asp

vail
Gla
345
Liys
hy
Thx
Glu
Tt
425
Lys

Giu

o
Gly
176
AR
Gln
Sex
Sex
Thx

250
Ser

Arg
PFro

Ala

Val

330

Thr
Leu
Cys
Ser

418
Asp

Ser

Ala

Pro Gly Lys

133

Leuy
155
Cya
Bey
Ser

Ber

Asn
235
His

Val

Thr
Giu
Lys
315
Ser
Lys
Iie
Pro
Leu
335
Asn

Ser

Leu

140

Ala
Lau
Gly
Say
Leu
220
The
Thr
Phe
Pro
val
340
Thy
Val
Cys
Ser
Pro
380
Val
Gly
A&Q
ITp

Hig
160

125
The

Pro
val
Ala
aly
205
Gly
Lya
Cys
Lew
Glu
28S
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
k-3
sSer
Lys
Gln
Gly

@ln
445

Val Ser Ser

Ala
Lys
Ley

150
T

Val
Bre
Phe
270
val
Phe
Pro
Thr
Val

154
Ala

Arg
Gly
Pro
éer
430
Ein

Sex

Asp
175
The

Tyr
Glo
hap
Pro
258
Fro
Thr
Asn
Axg

Val
33s

Lys
160
Tyr

Sex
Sex
Thy
Lys
240
Cys
Pro
Cys
Trp ,
Slu

A20
Leu

Ser Agn

Lya
Glu
Phe
Glu
415
Phe

Gly

Gly
Glu

Tyr
400
Asn
Phe

Asn

Asn His Tyr Thr



<220>
<223> Cadeia pesada da variante do anticorpo anti-CD40 humano

CHIR 5.9.
<400> 8

Meé Gly Ser Thr Ala Ile Leu Ala Leu Leu Leu Ala Val Leu Gln Gly
vil Cys Ala g;u vil Gln Leu val Glo ;:r Gly Ala Glu val i;s Lys
Pro Gly G;u Ser Leu Lys Ile ser éis Lys Gly Ser Gly i;r Ser Phe
Thr Ser ;Yf Trp Ile Gly Trp 321 Arg Gln Met Pro ;iy ﬁyﬁ 6ly Leu
Glu ggp Met G-‘-Y Ile Ile g‘vr Pro Gly Asp Ser f\gp Thr Arg Tyr Ser

134



85

70

Pro Ser Phe Glu Gly Gla Val Thr Ile Sex

Thr Ala
Tye Tyx

Tyr Gly
139

Ala Ser

145

Ser Thr

Phe Pre
Gly Val

Leu Sexr
210

™yr Ile
225

Arg Val
Pro Ala
Lys PBro

Val Yal
298¢
Tyr Val
5305
Glu Cln

His Gln
Lys Ala

Gln Pro
3G

Met Thy

3185

Pro Sex

Asn Tyx
Leu Tyr
Val Phe

480

Gln Lys
465

<210> 9
<211> 612
<212> DNA

Tyr
<ys
115
Meft
Thyr
Ser
Glu
Hig
198
Ser
Cys
Glu
Yo
Lys
275
Val

ASp

Asp
Leu
iss
Lys
Asp
Lys
Ser
435

Sex

Ser

lau
1ne
Ala
Amp
Liys
Gly
Pro
1890
The
val
Asn
Pro
Glu
280
Asp
Rsp
Gly
Aan
Trp
340
Pro
Glu
Asn
Ile
Thy
426
Lvs

Cys
Leu

a5
Gln

Axg
Vai
Gly
Gly
16%
val
Fhe
val
Yali
Lys
245
feu
Thr
Val
Val
Bey

328
Lieu

Fro
Gin
Ala
408
thy
Ley

Sex

Serx

Trp
aly
Trp
Bro

150
TThr

Ser
Thr
aly
135
Ser

Ala

Thr val

Pro Ala

Thr
Agh
230
Sex
leau
Leu
Ser
Glu
310
Thy
Asn
Proé
Gln
val
180
Val

Pro

Val

Leu
470

Val
218
His

Cysa
Sy
Meat
His

29%
val

Gly
Ile
Val
375
ger
Glu
Pro
Val
Mot

455
Ser

Ser
hla
120
Gin
val
Ala
Ser
val
200
Pro
Lys
Asp
Gly
Ile
280
Glu

Hig

Lya
Glu
380
Len
TR
val
Asp

440
His

Leu
105
Aln
Gly
Phe
Leu

Trp
185
f.eu
Ser
Pro
Ly
Pre
285
Ser
ASp
Asn
val
Glu
348
Lys
Thr
Thr
Glu
Ley
428
Lys

3lu

¢
Lys

Gly
‘thr
Pro
Gly
17¢
Agn
Gin
Sex
sar
The

50
Ser

Arg
Pro
Ala

Val
130

Lau
Cys
Ser
410
Aap

Sax

Ala

Pro Gly Lys

135

75

Rla hAsp Lys Ser Ile

95

Ala Ser Asp Thr Ala

ilic0

Arg Asp Tyr Tyr Ty

138

Thr Val Thr Val

Leyw
1588
Cys
Sgx
Sar
Sex
Azn
;35
His
val
Thr
Glu
Lys
318
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
338
Asn
Sex

Arg

Leu

140
Ala

Leu

Gly

Sey
Leu
220
The
Thy
fhe
Pro
Val
3c0
Thr
val
Cys
Sex
Pro
180
Val
Gly
Asp
Trp

Hias
360

Leu
Glu
285
Lys
Lys
Leu
Lys
Lys
388
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

445
Asn

Ser
Lys
Ley
190
Lau
The
val
Proe
Phe
230
val
Bhe
Pre
Thr
Val

35¢
Ala

Arg
Gly
Pro
Sex

410
Gin

Ser
Sex
Asp

178
Thr

Tyr
Gln
Asp
Prao
258
Pro
hr
Asn
Arg

Val
33%
Ser
Lys
Glu
Phig
Glu
315
Phe

Gly

80
ser

Mat
Tyr
Ser
Lys
¥4
TyY
Sex
Her
The
Lys
240
cys
Pro
Cys
Trp
Glu
320
Liey
Asn
Gly
Glu

Tyx
400
Asn
Phe

Asn

#iis Tyr Thy



<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)...(61l2)

<221> caract mista
<222> (0) ... (0)
<223> Sequéncia codificante para a 1isoforma curta do CD40

humano

<400> 9

136



atg
Met

got
Ala

ata
Ile

agt
Ser

agc
Sex
65

&8a
Lys

toa
Sar

agt
Sar

43
Fhe

coe
Bro
145

tgt
Cys

gat
Asp

Lol o4
Leu

<210> 10

gre
Val

gte
Val

aad

Asn

gae

Asp
50

gaa

Blu

rae
Tyr

gaa
Glu

gag.

Giun

a99
Gly
130

rgo
Cys

cac
Hip

o
Pro

tat
Tyr

egt
Arg

cat
Hig

agt
Seyx
35

tge
Cys

tte
Pha

rge
Cys

aca
Thr

geo
Ala
115

gty
val

oca
Pro

act
Pro

cat
His

cas
Gla
18%

<211> 203

<212> PRT

<213> Homo sapiens

oty
Leu

cca
Pra
20

say
Sln

ALK
Thr

ota
Leu

qac
Asp

gac
Asp

100

kgt
Cya

aag
Lys

gre
val

tgg

oat
His
180

aag
Lys

oot
Pro

gaa
Glu

2 (e
s

gag
Glu

gac
Aap

Lodalnd
Pro
85

a40c

|ag
Gln

cag
Gln

gge
Gly

aca
Thr
168

ent

Leu

ggt
Gly

ety
Leu

cga
PXo

rgt
Cys

o4 o o1
*he

ace
The
70

A/L
Asn

ate
ile

age
Sex

att
Ile

rec
the
15¢

agg

g9
Arg

ggo
Gly

cag tge gte
Gin Cys val

L]
Pro

tot
Sar

ach
Thr
55

tgg
Trp

cta
Lan

Lge
Cys

tgt
Cye

get
Ala
i3is
tre
Fhe

teo
Sexr
gat
Rsp

caa
Gln

agt
Thr

tty
Leu
a0

gaa
Glu

aac
AsSh

989
Gly

ace
Thr

gto
Val
120

2CR

tee
Ser

cca
Pro

cet
Pro

gaa
Glu
00

goa
Ala
25

ge
Cys

acy
Thr

aga
Arg

ctt
Leu

gt

Cys
108

oty
Leau

98q
Gly

aat
Asn

qga
Qly

gtt
Val
185

goo
Ala

cte
Leu
1

tge
Cys

cag
Gln

gaa
Glu

gag
Glu

£gg
Arg
20

gaa
GQlu

cac
Hig

gLt
val

grg
val

teg
Ser
1M

Lge
Cys

aac
Asn

137

tag
Trp

aga
Arg

et}
Pru

tge
Cys

aca
Ihr
5

qgbo
Yal

gaa
Glu

egac

teg
Ser

rea
Ser
158

get
Ala

eat
His

caa
Gln

gae
Gly

gas
Giu

gga
Gly

oht
Leu
&0

cae
Hie

cag
Gln

ggc
&Ly

ke
Ser

gat
asp
140

Lot
Ser

gag
Glu

ook
Pro

taa
L ]

tgc by oty ace
Cys lew leu Thr

aaa
Lys

tag
Gin
45

cot
Pro

tge
Cys

cag
Gln

tag
Trp

b
Cys
1238

aee
Thr

get

Ala

age
Ser

ctt
Leu

cag
Gin
38

aaa
Lys

tge
Cys

cag
Kia

aagy
Lys

cac
His
1310

teg
Sew

atge
1le

o o
Phe

cet
Pro

ggt
Gly
180

15

tac

Tyr

cty
Lew

ggk
Gly

cag
&in

gg<
Gly
95

tgt
Cys

elale)
Pro

tge
Cys

gaa
Glu

ggt
Gly
i7%

qct
Ala

wta
Lew

gty
val

gaa
Glu

cace
Hig
8a

ace
Thr

acy
Thy

RS

Gly

gag

Glun

aaa
Lys
160

gt
Gly

agt
Gly

48

86

144

192

240

288

336

g4

432

480

S8

8§78

612



<400>

1

10

5

Ala Val Hig Pro Giu PFro Pro

20

Ile Asn Ser Gln Cys Cys Ser

Ser
Ber
&5

Lys
Ser
ser
phe
Pro
145
Cys
Asp

e

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<221>
<222>

k1

Asp Cys Thr
58
Glu Phe Leu

Tyx Cys Asp

Glu Thr Asp
100

Glu Ala Cys
115

Gly val
130 .
Cys Pro Val

Lys

His Pro Trp

Pro His His
180

Tyr Gln Lys
19%

11
834
DNA

Glu Pha Thr
55

Asp Thr Trp

i)
Fro Rsn Leu
8%
Thr Ile Cys

Glu Ser Cys

Gln 1ie Ala
i3s
Gly Phe Phe
150
Thr Arg Ser
165
ey Arg Asp

Gly Gly Gln

Homo sapiens

CDS

(1)...(834)

caract mista

(0) .. (0)

™z Ala Cys Arg Glu Lys 6

25

3

Met Val Arg Leu Pro Lew Gln Cys Val Leu Trp Gly Cys lLeu Leu Thr

15

in Tyr Leuw
a

Leu Cys Gln Pro Gly Gln Lys Leu Val

490

45

Gly Thr Glu Cys lLeou Pro Cys

£0

Asn Arg Glu Thr His Cys His
75

Gly Leuw Arg Val ¢lmn Gln Lys

Thr Cys Glu Glu Gly Trp His

val
120

105

110

Leu His Axg Sgr Cys Ser

1235

Thy Gly val Ser Asp Thr Ile

149

ger Asn Val Ser Ser Ala Phe

pro Gly Ser Ala Glu Ser Pro

Gly Glu

Gln Hia
ag

Gly Thr

25

Cys Thr -

Pro Gly
cys Glu
Glu Lys

L&Q

Gly Gly
178

Pro Val Cys His Pro Leu Gly Ala Gly

Glu
200

18%
Ala Asn Gln

138

130



<223> Sequéncia codificante para a isoforma longa do CD40
humano

<400> 11

atg gttt cgt ctg oot oty wag tgc ghte oto tgg gqge tge ttg otg acc 48
Met Val Arg Leu Pro Leu Gln Cys Val Leu Trp Gly Cys Leu Lew Thr
b 5 i0 1%

got gte cab ¢ea gaa cca cog act gea tge aga gaa aaa cag tac cta  §6
2la Val Him Pro Glu Pro Pro Thr Ala Cys Arg Glu Lys Gla Tyr Leu
120 25 30

ata aac agt cag tge rot tot ttg tge cag coa gga cag aaa okg gtg 144
Ile Asn Ser Gin Cys Cys Ser Leu Cys Gln Pro Gly Gln Lys Lew Val
as 40 48

agt gac tge aca gag tto act gaa acg gaa tge ctt oot bge ggt gaz 192
Ser asp Cys Thr Glu Phe Thr Glu Thr Glu Cys Leu Pro Cys Gly Glu
50 58 &0

age gaa tte cta gac acc tgg aac aga gag aca cac tge cac cag cac 240
ser Glu Phe Leu hsp Thr Trp Asn Avg Glu The His Cys His Gln His
65 i ¢ 75 80

gaa Cac Luo gac oog aac oba 939 bt ¢ug 9te cag cag aag ggo ace 288
Lys Tyr Lys Asp Pro Asn Leu Gly Leu Arg Val Gln Gln Lys Gly Thr
as a0 95

toa gad aca gat aco atc tge ace tght gaa gaa ggo tgg cac tgt acg 338
sSer Glw Thy Asp Thy Xle Cys Thr Cys Glu Glu Gly Trp His Cys Thr
100 1405 : 140

agt gag gec tgt gag age tgt gbte oty cac cge tea tge bog ece gge . 384
Ser Glu Ala Cys Glu Ser Cys Val Leu His Arg Ser Cys Ser Pro Gly

139



2 4=
Phe

el
Fra
143

tgt
Lys

goa
ala

aga
Arg

cte
Lew

aag
Lys
228

gat
Asp

gga
Gly

gtg
val

933
aly
130

Lgc
Cys

cac
Hisg

‘gge

Gly

geo
Ala

teg
Leu
219
ace
Ala

2l sk o
Leu

tgo
Cys

cag
Gln

<210> 12

118

gtc
Val

cca
Pro

cek
Pro

aca
Thr

ctg
Law
198

gtg
Fal

eoe
Pro

get
Pro

caa
Gln

gag
Glu
275

<211> 277

<212> PRT

ﬂﬂg‘
Lys

gLc
val

tgg

aac
Agn
180

gty
val

otg
Leu

cag
Hig

gg¢
Gly

cag
3ln

gge
aly

aca
Thy
188

aayg

Lys

gtg
val

gre
val

Lol o]
Pro

toe
Sax

248

ccg
Pro
260

aga

Arg

qtc
val

cag
Gin

<213> Homo sapiens

<400> 12

att

gt

1le Ala

i
Bha
150

age
Ser

ackt

135

tie
Fhe

tgt
Tys

gat

Thy Asp

atc
Ile

ol
Phe

289
Lys
230

aac
Asnh

ace
Thy

tga
3

o
Bro

ate
Ile
218

cag
Gln

act

aca
Thr

tee
Sax

gay
Glu

gtk
Yal

ate
Ile
200

aaa
Lys

gaa
g

gok

ggg gtk tect gak

Gly

aat
Asn

ace
The

gte
val
188

ate
Ile

aag
Lys

[alalx]
Pro

got

The Ala Ala

cag gag gat
Glo Glu Asp

268

val

gtg
Val

ana
Lys
170

tgt:
Cys

o 2]
Pha

gty
Val

cag
Gin

gea
Pro
2580

gg¢
Gly

140

Say Asp
148

tca tet
Ber Ser
158

éac ety
Asp Leu

ggt e
gly Pro

g8 ate
My lle

goo asg
Ala Lys
220

gag ate
Gluw Iie
235

gty cag
Val Gln

238 gag
Lys Glu

328

soe
The

get
Ala

gre
val

cag
Gln

ety
L
205

aag
Lys

aat
Asn

gag
clu

agt

sex

ate tge gag

Ile

e
phe

gty
Val

gat
Asp
190

tre
¥he

oca
Pro

btk
Phe

act
The

oge
Arg
270

Cys

gaa
Glu

van
Sin
18

ogy
Arg

gee
Als

ace
Thy

coo
Pro

tta
Len
255

atc
e

Glu

488
Lys
180

cag
Gin

oty
Lau

gie
Iie

aat
Asn

gac
Asp
240

cat’

Hig

tca
Ser

433

480

528

576 .

624

&§72

720

768

8l

834



Met Val

Ala Val

Ile Asn
35
Ber Asp
50
Glu

Tyr
Giu

Ser
§%
Lys

Ser

Ser Glu
115

Phe

130
pro Cys Pro
148
Cys Him Pro

Ala Gly Thr

Arg Ala Len
195
Leu Leu Val
20
Lys Ala Pro
228
asp Leu Pro

Gly Cys Gin

val Gla Glu
278

Arg Leu
His Pro
20
Ser Gln
Cys Thr
phe Leu
Cys Asp
Thy Asp
100
ala Cys

gly val Lys

Pro Leu
)
Glu Pro

Cys Cys
Glu Phe

Agp Thr
10

Fro Asn

as

Thr Ile

Glu Sar

Gin Ile

Val Gly the
158
Trp Thr Ser
155
Asn Lya Thr
iad
val val 1le

Leu Val Phe

His Pro Lys
339
Gly Ser Asn
245 |
Pra Val Thy
260
Axrg Gln

Gln Cys Val Leu Trp Gly

Pro
Sex
Ths
55

Trp
heu
Cys
Cys
Ala

135
Phe

Cys
Asp
Pro
Ile
b |

Gla
Thr

Gin

Thr aAla
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REIVINDICACOES

1. Um anticorpc monoclonal anti-CD40 humano gque tem a
capacidade de se ligar especificamente a um antigénio CD40
humano expressc a superficie de uma célula humana que expressa
CD40, caracterizado por o referido anticorpo moncclonal ser
isento de actividade agonista significativa quando se liga ao
antigénio CD40 expresso a superficie da referida célula,
para uso num método de tratamento de um individuo humano para
uma doenca inflamatdéria ou uma doenca autoimune, o método
compreendendo a administrac&o ao referido individuo de uma
quantidade eficaz do anticorpo monoclonal humano anti-CD40,
sendo o referido anticorpo monoclonal anti-CD40  humano
seleccionado a partir do grupoc gue consiste em:

a) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo com a
capacidade de se ligar ao anticorpo monoclonal CHIR-5.9, que é
obtido a partir da linha celular de hibridoma depositada na
ATCC como Depdsito Patenteado N° PTA-5542, ou aoc anticorpo
monoclonal CHIR-12.12, que ¢ obtido a partir da linha celular
de hibridoma depositada na ATCC como Depdsito Patenteado N°
PTA-5543;

b) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-87 da sequéncia do C€D40 humano
apresentada na SEQ ID NO:10 ou SEQ ID NO:12;

c) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende o0s residuos 82-89 da sequéncia do CD40 humano
apresentada na SEQ ID NO:10 ou SEQ ID NO:12; e

d) um anticorpo monoclonal que compete com o anticorpo
monoclonal CHIR-5.9, que é obtido a partir da linha celular de
hibridoma depositada na ATCC como Depdsito Patenteado N° PTA-
5542, ou com o anticorpo monoclonal CHIR-12.12, que & obtido a

partir da linha celular de hibridoma depositada na ATCC como



Depdsito Patenteado N° PTA-5543, num ensaio de ligacéo
competitiva.

e) um anticorpo monoclonal gue corresponde a um fragmento
de ligacdo ao antigénio de um anticorpo monoclonal segundo
qualguer um dos itens precedentes a)-d), sendo que o referido
fragmento retém a capacidade de se ligar especificamente ao
referido antigénio CD40 humano.

2. 0O uso de uma quantidade eficaz de um anticorpo
monoclonal anti-CD40 humano que tem a capacidade de se ligar
especificamente a um antigénio CD40 humano expresso a
superficie de uma célula humana que expressa CD40 no fabrico
de um medicamento para o tratamento de um individuo humano
para uma doenca inflamatdria ou auto-imune, caracterizado por
o referido anticorpo monoclonal ser 1isento de actividade
agonista significativa, quando se liga ao antigénio CD40
expresso a superficie da referida célula, sendo o referido
anticorpo monoclonal anti-CD40 seleccionado a partir do grupo
que consiste em:

a) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo com a
capacidade de se ligar ao anticorpo monoclonal CHIR-5.9, que ¢
obtido a partir da linha celular de hibridoma depositada na
ATCC como Depdsito Patenteado N° PTA-5542, ou ao anticorpo
monoclonal CHIR-12.12, que & obtido a partir da linha celular
de hibridoma depositada na ATCC como Depdsito Patenteado N°
PTA-5543;

b) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende o©s residuos 82-87 da sequéncia do CD40 humano
apresentada na SEQ ID NO:10 ou SEQ ID NO:12;

¢) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-89 da sequéncia do CD40 humano
apresentada na SEQ ID NO:10 ou SEQ ID NO:12; e

d) um anticorpo monoclonal que compete com © anticorpo

monoclonal CHIR-5.9, que é obtido a partir da linha celular de



hibridoma depositada na ATCC como Depdsito Patenteado N° PTA-
5542, ou com 0 anticorpo monoclonal CHIR-12.12, que & obtido a
partir da linha celular de hibridoma depositada na ATCC como
Depdsito Patenteado N° PTA-5543, num ensaio de 1ligacédo
competitiva; e

e) um anticorpo monoclonal gue corresponde a um fragmento
de ligacdoc ao antigénio de um anticorpo monoclonal segundo
qualguer um dos itens precedentes a)-d), sendo que o referido
fragmento retém a capacidade de se ligar especificamente ao
referido antigénio CD40 humano.

3. 0 anticorpo monoclonal, de acordo com a Reivindicacéo
N°.1 ou o wuso de acordo <com a Reivindicacdo N°.Z,
caracterizado por a referida doenca inflamatdéria ou doencga
autoimune ser seleccionada a partir do grupo que consiste em
lipus eritematoso sistémico (LES), 1lupus discdide, 1lupus
nefritico, sarcoidose, artrite Jjuvenil, artrite reumatdide,
artrite psoriatica, sindroma de Reiter, espondilite
anquilosante, artrite gotosa, rejeicdo do transplante de um
orgdo ou tecido, doenca de enxerto versus hospedeiro,
esclerose multipla, sindroma de  hiper-IgE, poliarterite
nodosa, cirrose Dbiliar priméria, doenca inflamatdria do
intestino, doenca de Crohn, doenca <celiaca (enteropatia
sensivel ao gliten), hepatite autoimune, anemia perniciosa,
anemia hemolitica autoimune, psoriase, escleroderma, miastenia
gravis, plrpura trombocitopénica autoimune, tiroidite
autoimune, doenca de Graves, tiroidite de Hashimoto, doenca
por complexos imunes, sindroma de disfuncdo imune e fadiga
crénica (CFIDS), polimiosite e dermatomiosite,
crioglobulinémia, trombdlise, cardiomiopatia, pénfigo, fibrose
pulmonar intersticial, sarcoidose, diabetes mellitus Tipo I e
Tipo II, hipersensibilidade retardada dos tipos 1, 2, 3 e 4,
alergias ou distGrbios alérgicos, asma, sindroma de Churg-

Strauss (granulomatose alérgica), dermatite atdpica, dermatite



alérgica e de irritacdo por contacto, urticéria, alergias
mediadas por IgE, aterosclerose, vasculite, miopatias
inflamatdérias idiopaticas, doenca hemolitica, doenca de
Alzheimer e polineuropatia inflamatoéria desmielinizante
crbébnica.

4. Um anticorpo monoclonal anti-CD40 humano que tem a
capacidade de se ligar especificamente a um antigénio CD40
humano expressc a superficie de uma célula humana que expressa
CD40, caracterizado por ¢ referido anticorpo monocclonal ser
isento de actividade agonista significativa quando se liga ao
antigénio CD40 expresso a superficie da referida célula,
para uso num método de tratamento de um individuo humano
contra a rejeicdo de um transplante, o método compreendendo a
administracdo ao referido individuo de uma gquantidade eficaz
do anticorpo monoclonal humano anti-CD40,
sendo o referido anticorpo monoclonal anti-CD40 seleccionado a
partir do grupo que consiste em:

a) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo com a
capacidade de se ligar ao anticorpo monoclonal CHIR-5.9, que é
obtido a partir da linha celular de hibridoma depositada na
ATCC como Depdsito Patenteado N° PTA-5542, ou ao anticorpo
monoclonal CHIR-12.12, que & obtido a partir da linha celular
de hibridoma depositada na ATCC como Depdsito Patenteado N°
PTA-5543;

b) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-87 da sequéncia do CD40 humano
apresentada na SEQ ID NO:10 ou SEQ ID NO:12;

c) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-89 da sequéncia do CD40 humano
apresentada na SEQ ID NO:10 ou SEQ ID NO:12; e

d) um anticorpo monoclonal que compete com o anticorpo
monoclonal CHIR-5.9, que é obtido a partir da linha celular de

hibridoma depositada na ATCC como Depdsito Patenteado N° PTA-



5542, ou com o anticorpo monoclonal CHIR-12,12, gue € obtido a
partir da linha celular de hibridoma depositada na ATCC como
Depdsito Patenteado N° PTA-5543, num ensaio de ligacéo
competitiva, e

e) um anticorpo monoclonal gue corresponde a um fragmento
de ligagdo ao antigénio de um anticorpo monoclonal segundo
qualcguer um dos itens precedentes a)-d), sendo que o referido
fragmento retém a capacidade de se ligar especificamente ao
referido antigénio CD40 humano.

5. 0 uso de uma quantidade eficaz de um anticorpo
monoclonal anti-CD40 humano que tem a capacidade de se ligar
especificamente a um antigénio CD40 humano expresso &
superficie de uma célula humana que expressa CD40 no fabrico
de um medicamento para o tratamento de um individuo humano
contra a rejeicdo de um transplante, caracterizado por o
referido anticorpo monoclonal ser isento de actividade
agonista significativa, quando se liga ao antigénio CD40
expresso a superficie da referida célula, sendo o referido
anticorpo monoclonzl anti-CD40 seleccionado a partir do grupo
que consiste em:

a) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo com a
capacidade de se ligar ao anticorpo monoclonal CHIR-5.9, que é
obtido a partir da linha celular de hibridoma depositada na
ATCC como Depdsito Patenteado N° PTA-5542, ou ao anticorpo
monoclonal CHIR-12.12, que & obtido a partir da linha celular
de hibridoma depositada na ATCC como Depdsito Patenteado N°
PTA-5543;

b) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-87 da sequéncia do CD40 humano
apresentada na SEQ ID NO:10 ou SEQ ID NO:12;

c) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-89 da sequéncia do CD40 humano

apresentada na SEQ ID NO:10 ou SEQ ID NO:1Z; e



d) um anticorpo monoclonal que compete com o anticorpo
monoclonal CHIR-5.9, que é obtido a partir da linha celular de
hibridoma depositada na ATCC como Depdsito Patenteado N° PTA-
5542, ou com o anticorpo monoclonal CHIR-12.12, que & obtido a
partir da linha celular de hibridoma depositada na ATCC como
Depbdsito Patenteado N° PTA-5543, num ensaio de ligac&o
competitiva, e

e) um anticorpo monoclonal gue corresponde a um fragmento
de ligacdo ao antigénio de um anticorpo monoclonal segundo
qualguer um dos itens precedentes a)-d), sendo que o referido
fragmento retém a capacidade de se ligar especificamente ao
referido antigénio CD40 humano.

6. O anticorpo monoclonal, de acordo com a Reivindicacéo
N°.4, ou o wuso, de acordo com & Reivindicacdo N°.5,
caracterizado por o referido tratamento compreender ainda a
administracdo de um agente imunosupressor num excipiente
farmaceuticamente aceitével.

7. O anticorpo monoclonal, ou o uso, de acordo com a
Reivindicacdo N°.6, caracterizado por o agente imunosupressor
ser seleccionado a partir do grupo que consiste em
ciclosporina, FK506, rapamicina, corticosterdides, CTLAR4A-Ig e
anticorpo anti-Estimulador dos Linfécitos B.

8. Um anticorpo monoclonal anti-CD40 humano que tem a
capacidade de se ligar especificamente a um antigénio CD40
humano expressc a superficie de uma célula humana que expressa
CD40, caracterizado por ¢ referido anticorpo monocclonal ser
isento de actividade agonista significativa quando se liga ao
antigénio CD40 expresso a superficie da referida célula,
para uso num método de tratamento de um individuo humano para
a artrite reumatdide, o método compreendendo a administracéo
ao referido individuo de uma quantidade eficaz do anticorpo

monoclonal humano anti-CDA40,



sendo o referido anticorpo monoclonal anti-CD40 seleccionado a
partir do grupo que consiste em:

a) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo com a
capacidade de se ligar ao anticorpo monoclonal CHIR-5.9, que é
obtido a partir da linha celular de hibridoma depositada na
ATCC como Depdsito Patenteado N° PTA-5542, ou ao anticorpo
monoclonal CHIR-12.12, que € obtido a partir da linha celular
de hibridoma depositada na ATCC como Depdsito Patenteado N°
PTA-5543;

b) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende o©s residuos 82-87 da sequéncia do CD40 humano
apresentada na SEQ ID NO:10 ou SEQ ID NO:12;

c) um anticorpoc monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-89 da sequéncia do CD40 humano
apresentada na SEQ ID NO:10 ou SEQ ID NO:12; e

d) um anticorpo monoclonal que compete com o anticorpo
monoclonal CHIR-5.9, que é obtido a partir da linha celular de
hibridoma depositada na ATCC como Depdsito Patenteado N° PTA-
5542, ou com o anticorpo monoclonal CHIR-12.12, que & obtido a
partir da linha celular de hibridoma depositada na ATCC como
Depbdsito Patenteado N° PTA-5543, num ensaio de ligac&o
competitiva, e

e) um anticorpo monoclonal gue corresponde a um fragmento
de ligacdoc ao antigénio de um anticorpo monoclonal segundo
qualcguer um dos itens precedentes a)-d), sendo que o referido
fragmento retém a capacidade de se ligar especificamente ao
referido antigénio CD40 humano.

9. O wuso de uma quantidade eficaz de um anticorpo
monoclonal anti-CD40 humano que tem a capacidade de se ligar
especificamente a um antigénio CD40 humano expresso a
superficie de uma célula humana que expressa CD40, no fabrico
de um medicamento para o tratamento de um individuo humano

para a artrite reumatdide, caracterizado por o referido



anticorpo monoclonal ser isento de actividade agonista
significativa, quando se liga &ao antigénio CD40 expresso a
superficie da zreferida célula, sendo o referido anticorpo
monoclonal anti-CD40 seleccionado a partir do grupo que
consiste em:

a) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo com a
capacidade de se ligar ao anticorpo monoclonal CHIR-5.9, que é
obtido a partir da linha celular de hibridoma depositada na
ATCC como Depdsito Patenteado N° PTA-5542, ou ao anticorpo
monoclonal CHIR-12.12, que & obtido a partir da linha celular
de hibridoma depositada na ATCC como Depdsito Patenteado N°
PTA-5543;

b) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-87 da sequéncia do CD40 humano
apresentada na SEQ ID NO:10 ou SEQ ID NO:12;

c) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo que
compreende os residuos 82-89 da sequéncia do CD40 humano
apresentada na SEQ ID NO:10 ou SEQ ID NO:12; e

d) um anticorpo monoclonal que compete com © anticorpo
monoclonal CHIR-5.9, que é obtido a partir da linha celular de
hibridoma depositada na ATCC como Depdsito Patenteado N° PTA-
5542, ou com o anticorpo monoclonal CHIR-12.12, gue € obtido a
partir da linha celular de hibridoma depositada na ATCC como
Depbdsito Patenteado N° PTA-5543, num ensaio de ligacéo
competitiva, e

e) um anticorpo monoclonal gue corresponde a um fragmento
de ligacdo ao antigénio de um anticorpo monoclonal segundo
qualguer um dos itens precedentes a)-d), sendo que ¢ referido
fragmento retém a capacidade de se ligar especificamente ao
referido antigénio CD40 humano.

10. O anticorpo monoclonal, de acordo com a Reivindicacéo
N®.8, ou o wuso, de acordo com & Reivindicagdo N°.9,

caracterizado por o referido tratamento compreender ainda a



administracdo de um agente imunosupressor num excipiente
farmaceuticamente aceitével.

11. O anticorpo monoclonal, ou o uso, de acordo com a
Reivindicacdo N°.10, caracterizado por o agente imunosupressor
ser seleccionado a partir do grupo que consiste em
ciclosporina, FK506, rapamicina, corticosterdides, CTLA4-Ig,
um anticorpo anti-CD20 e anticorpo anti-Estimulador dos
Linfécitos B.

12. O anticorpo monoclonal, o uso, de acordo com qualguer
das Reivindicacdes precedentes, caracterizado por o referido
anticorpo ser um anticorpo monoclonal seleccionado a partir do
grupo gue consiste em:

(1) um anticorpo monoclonal compreendendo um dominio

variavel de cadeia leve contendo os residuos 44-54, 70-76

e 109-117 da SEQ ID NO:2 ou da SEQ ID NO:6;

(ii) um anticorpo monoclonal compreendendo um dominio

variavel de cadeia pesada contendo os residuos 50-54, 69-

84 e 114-121 da SEQ ID NO:4 ou da SEQ ID NO:7;

(iii) um anticorpo monoclonal compreendendo um dominio

variavel de cadeia leve contendo os residuos 46-52, 70-72

e 111-116 da SEQ ID NO:2 ou da SEQ ID NO:6; e

(iv) um anticorpo monoclonal compreendendo um dominio

variavel de cadeia pesada contendc os residuos 45-51, 7Z-

74 e 115-120 da SEQ ID NO:4 ou da SEQ ID NO:7.

13. O anticorpo monoclcnal, ou o0 uso de acordo com a
Reivindicacdo N°.12, caracterizado por o referido anticorpo
monoclonal compreender uma sequéncia de aminodcidos
seleccionada a partir do grupo gue consiste em:

(i) residuos 21-132 da SEQ ID NO:2;

(ii) residuos 21-239 da SEQ ID NO: 2;

(iii) SEQ ID NO: 2;

(iv) residuos 20-139 da SEQ ID NO:4;

(v) residuos 20-469 da SEQ ID NO:4;



(vi) SEQ ID NO:4;

(vii) residuos 20-469 da SEQ ID NO:5;

(viii) SEQ ID NO:5;

(ix) residuos 21-132 da SEQ ID NO:2 e residuos 20-139 da

SEQ ID NO:4;

(x) residuos 21-239 da SEQ ID NO:2 e residuos 20-469 da

SEQ ID NO:4;

(xi) residuos 21-239 da SEQ ID NO:2 e residuos 20-469 da

SEQ ID NO:5;

(x1ii)SEQ ID NO:2 e SEQ ID NO:4; e

(xiii) SEQ ID NO:2 e SEQ ID NO:5.

14. O anticorpo monoclonal, ou uso, de acordo com a
Reivindicacdo N°.12, caracterizado por o referido anticorpo
monoclonal compreender uma sequéncia de aminodcidos
seleccionada a partir do grupoc gue consiste em:

(i) residuos 21-132 da SEQ ID NO:6;

(ii) residuos 21-239 da SEQ ID NO: 6;

(1ii) SEQ ID NO: 6;

(iv) residuos 20-144 da SEQ ID NO:7;

(v) residuos 20-474 da SEQ ID NO:7;

(vi) SEQ ID NO:7;

(vii) residuos 20-474 da SEQ ID NO:8;

(viii) SEQ ID NO:8;

(ix) residuos 21-132 da SEQ ID NO:6 e residuos 20-144 da

SEQ ID NO:7;

(x) residuos 21-239 da SEQ ID NO:6 e residuos 20-474 da

SEQ ID NO:7;

(xi) residuos 21-239 da SEQ ID NO:6 e residuos 20-474 da

SEQ ID NO:8;

(xii)SEQ ID NO:6 e SEQ ID NO:7; e

(xiii) SEQ ID NO:6 e SEQ ID NO:8§.

15. O anticorpo moncclonal, ou o uso, de acordo com

qualguer das Reivindicag¢des precedentes, caracterizado por o

10



referido anticorpo monoclonal se ligar ao referido antigénio
CD40 humano com uma afinidade (Kp) de, pelo mencs, 107¢ M.

16. O anticorpo monoclonal, ou o uso, de acordo com
qualguer das Reivindicacdes precedentes, caracterizado por o
referido anticorpo monoclonal se ligar ao referido antigénio
CD40 humanc com uma afinidade (Kz) de, pelo mencs, 107 M.

17. O anticorpo monoclonal, ou o uso, de acordo com
qualguer uma das reivindicacg¢des precedentes, caracterizado por
o referido anticorpo ser selecionado do grupo que consiste no
anticorpo monoclonal CHIR-5.9, que pode ser obtido a partir da
linha celular de hibridoma depositada na ATCC como Depdsito
Patenteado N° PTA-5542, e o anticorpo monoclonal CHIR-12.12Z,
que pode ser obtido a partir da linha celular de hibridoma
depositada na ATCC como Depdsito Patenteado N° PTA-5543;

18. O anticorpo moncclonal, ou o usco, de acordo com
qualguer uma das reivindicag¢des precedentes, caracterizado por
o referido fragmento ser seleccionado a partir do grupo que
consiste num fragmento Fab, um fragmento F(ab’);, um fragmento
Fv e um fragmento Fv de cadeia tnica.

19. O anticorpo monoclonal, ou o uso, de acordo com
qualguer das Reivindica¢Bes precedentes, caracterizado por o
referido anticorpo monoclonal ser produzido por uma linha

celular CHO.

Lisboa, 3 de Dezembro de 2010
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FIGURA1A

Cadeia leve de CHIR 12 121

leadaiz
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variavel:
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conatantar
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FIGURA1B
Cadein pesada de CHIR~IR.1E:
1eader; ‘
MEBPELAWVFLVATLRGVOC
varidvel:
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constante:
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regifdo constante albternabiva:
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FIGURA 2A
Sequéncia de DNA da cadeia leve de CHIR-12.12:

Satggegeloceigeteagetootpguecipctastgaletgeptetctggatccagiogapatsiptgatgacicagictcoaciote
cetgacegtoscecotggapageegaccictatotonigoaggiccagioagageeicelgiataghaaiggatasasctatiiggatig
gtacetzeagaapecaggacapiotccacaggiccigatotctitggatictaatogg gectocgpagtecatzacagaticagtzaca
gtegatcaggoacagatittacacigaaanicagragagizgagecigagpatgtigpagitatiact gratgoaagetogacanact
coalteacittcggrecigggaccasagtgatatvagacgaacigiggeipeaccatotgicticatoticeogeatot gatpageagt
tpanatctggaactizocisighatatgrctzatasatanctictatoccagagagicasagtacagtggasgatgeatascgeoctoe
-aategpetascicccaggagagigicacagageaggacagoadgracagracctacagecteageagiascotgacgotgagoas
agcagaciacgagasacecasagictacgectgogasgioaccoacaggpeeigsguisgocogicavaangagoticaacaggy
gagamigtiagd

FIGURA 2B

Sequéncia de DNA da catieia pesada de CHIR-12.12 {incluindo introns):

SatggagiitggetgagoigggtiticctigiigetatitiiagaggigtocagigteaggtgeaghigatagagtotgEagaggrgt

ggiccagecigggageiecotgagacictectgigeageatciggaticacoticagiagetaiggeatgeaciggatecgecaggete
caggeaagegaigeagtgestpgaptistatcatatgaggasaglastagataceatgeagacioogtguaggpecgaticacss
leicengagacasticcasgatescgoiginintgosant paacagectoagaact pag pacacgEstgigtatiactgtpcpagagat
gaggetatagoagoaceliggrocizactactogegccagggascoctggicacegtctocteagoangtaccanggscecatoogt
cticoceotggnpecogetageaagageaccictgggagoacageggeectggpcipootapteangpactactiveengaacegy
tgacgetaicgtygascicaggegeceigaccagegentgoscacciiceeggetatectacagicetesggaciotaciconteag
cageglgptgacegigecctecsgeageliggpeacecagacetacaicigcaacmtpaaicacaageceagoaacaccaaggiag
acaagagagitgeipagagoccagoaciggagenagpatptotpeiggangceaggotcagegcieigectggacgeatecag
gctatgeaptoccagiocapgpoagcaaggoaggeeacpivtgocioticacecggaggeotetgocegueccacivatgoteags

gagagagictctggaittitecccaggelotgggeaggearaggetaggtgccectassccaggooctgracacaasggggoaggt
getgagcicagacsigecasgagorstatecggraggaccoigeenigacetaagocaceocaaaggenaaactoioasetone
teageiegascacctictolecioecagaticeagiasctcocaatoiivivicigeagagoocanaicipipacaanacicacacaige

cepecgtoceaggtaagecageecaggectegeecioeageicraggeggpacagataccctagagtageoigeatecagagac
aggeoceagesgatectgeeacgtocscotenatetottestcageacetganotoctgagpnpacegieagtetiestetioocese
aaazcccadgpacueottcatgatctoceggacceoigagpieacatgegipptoatogacatmagecac gaagaceclgaggtcs
aghteaactpptacptpeacgpoetggagetgeataatgecasgacasagregogppageageagtacascagencgtacegtat

glcageptectoacogiect geaccaggactzgotgaatygeaaggagtacaagtocaaggictecaseasagecetoseagece

coalogagaiancealeloraaagocaargRtergac e g Re f ot eUEIgRovcCal g RACAEAZECLEROILERECA0S
letgeeetgagagizacogolglacoaacciotglecctacagapeagoceogagaaccacaggigtacacect gecoecateoegy
Saggagaigaccasgaaccaggioagenigaccigoetgetonaagpotivtatoscagopacatogoogtgpagiearagancas
lgggeageepgagaacasciacaaguccacgoetteogigetzgacioogroggotoeticiicoteiatagoangcloaco gtggae
aagageagelggeageagggeasegicticicatgoicogtgatgestgugpotet goscancosctacacgoagaagagoctotee
etgtelecggptanatasd’ '
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FIGURA 3A

Cadeia leve de CHIR-5.9:

lesder:
HALLAQLLELIMLWVIGISE

)

varigvel;

AIVNTQPRLSSPYTLENPASISCRISOSLVHSDERT YL NWLQQRPFGOPPRLLIYRFFRELEG
VEDRFEGEGAITDFTLEL RRWBWCHW?QFE‘K’TFGQQMK

constantes:

RIVARPSVFIFPRENEQLESATASYVCLLNNFY PREARVOURVENALOSGHSQESVIRQDEK
DETYSLASTLILSKAD Y RRERVYACRVTHQULSSPVIRAFNRGEC

FIGURA 3B

Cadeia pesada de CHIR-5.9:

leader F
MESTATIALLLAVLIQGVCS
varidvelh

EVQLVOSAARVERPGESLNISCRESCY SFI S YWIGHVROMPORGLEWMBIIYPEDESDTRYESP
SFQGRVT IS ADKEISTAYLOWSSLEASDTANYY CARGTAAGRDY Y Y Y Y GHRVHGQGTTYTVE
s )

cangtante:

ARTKGPSVFPLAPASK S TSOGTAALGCLY R Y FREFVIVIWNGGALTSGVETFPAVLOSEGL
TS LESVVIVPSS LT QLY ICNVRHE PSNTRVDRRVEPKSCORTHTCPPUPARPELLGGPSVE
LFPPREKDTLMISRIP EVICVVVDVIHED P EVR SN VDG VEVENB K TKPREBQYNSTYRVY
SVLIVLHODWLNORBY R CRVENKALPAPIERY I SKARGOPREPOVETLP P S REENTRNQVSL
LRGP PSR AV ENE SO P BN T T P P VLS DO S FPLY SRLTVDRERWOCGNVRBCSY
HHEALHYTORSLALEREK

regido constante alternativa:

ASTEGPESVF PLAPSSKSTSCETAALSCLVEDYFPEPVIVEWNSCALTSGUVRTFPAVLOSSGL
ISLEBVYTVPSSSLETOTY LONVEHE PSNTRVDRKRVEPRSCORTHTCPPCPARBLLAGRSVE
LEPPRPKDILMISRTPREVICVVVIVSHEDP BYR PN VRCVEVENAR TKPREEQYNSTYRYY

- BVLIVLEODWLNCK RYKCEVENR AL PAPTER T SRAKCUPREPGVYTLEPSRERMTRNGUSL
T LVRGFY PEDIAVE R SNGQPERNY T Y P PVLDEDGSP P LY SELT VDR S RWQUGNVFSCSY
MARALHNHNYTQRELBLSPGE
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FIGURA4A

Sequéncia codificante para a isoforma curta do CD40 humano:

1 atggticgie tgectoigea gtgegtecte tgpgectet tgctgacege {gtecateca

61 gaaccaccea ctgoatgoag agaaasacag tacctaataa acagicagty cigtiotttg
121 tgecagecag gacagaaact ggteagtaac treacagagt {oactgasac ggaatgoctt
181 cotigoppty sangogantt colagacace 1ggaacagag agacacacty coaccageas
241 asatactgeg accecaacct agggeticgg gtecageags agggracctc agaaacagac
301 accateigea cotgigaaga aggetggoac tgtacgagle aggeotgtea gagelgigic
361 ctgeaceget catgotogee cggottigee gicaageaga ttgctacagy gatttetgat
421 accatetgeg agoootgone agteggotic fiotocaaty tetcatdige ntoganaaa
481 tgicaccott gracanggtc cocaggateg gotgagages cigetgpiga tceccatoat
341 cticgggate ctgittgeea toctergat gstggtcm afcaanasgg tggecaagaa
601 gecaaccaat aa

FIGURA 4B

isoforma curta codificada do CD40 humano:

1 mvriplqevl wgelltavhp epptacreky ylinsqees] cgpgaklvad cteftetect
61 pogesefldt warethchgh kyedpniglr vqgkgtsetd tictceegwh ctseacesev
121 thsespefy vkaiatgysd Heepopvgl finvssafek chpwtrspgs asspggdphh

181 Irdpvehplg aglygkgeqe ang
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FIGURA4C

Sequéncia codificante para a isoforma longa do CD40 humano:

1 atgghicgte tgoctotgen gigogtoote tggggetgot tyotgacegs tgiceatoca
61 gaaccaccea ctgeatgeag agaasascag laceisates acagicegty etghtotitg
121 tgecagecag gacagaaact gatgagtoa teeacagagt wastgaaac geaatgoest
181 cetigogets aasgogaatt colagacace tggaacagag agacacactg coaccagoac
241 anatactgeg acoccaacct agggoticgy glecagoags AGEECACCIT agaaacagac
301 accatetgea cotgtpaaga aggotggeae tgtacgaglg agpeetatea gagotetglc
‘361 ctgeaccpet caggetegee cggettipgy gicaageaga tpotacage gettictyat
421 accatotgeg agoeotgece agtogeotic totosaaty {gteatetge titcgaaans
481 tgteacectt ggacaagety tgagaccaas gacctggtly (ErAICAERC ARACATARRC
541 azgacigaty tgtetgtop tococaggat eggetgagag coctagtaet gatcoccate
601 atotieggea teotgiite catcotolty stpotggict Htatcaaaaa gatggocaag
661 angocaacca slaagECLOT CORCEOCARE CaggRaccee aggapateaa titccegas
721 gateticctg getecascac tgetgotona gtgeagpapa ctitacatge atgecaaceg
781 gleacccagg aggatageaa agagaglogs ateteagipe aggagagaca giga

FIGURA 4D

isoforma konga caodificada do CD40 humano;

! mvrlplevl wielitavhp sppracrekq ylinsgens] cqpgaklvsd cteftetecl
61 pegesefldt waorethchgh kycdpnigh vagkgtsetd tictcesgwh cfseacescy
121 Tursespgfy vkgiatgvsd tcepopvgf fenvssafek chpwiscetk divvggagin
181 kadvvegpad riratvvipi ifgilfaill viviikkvak kptokaphpk qepqeinfpd
241 dipgsntaap vqetlhgeqp vigedgkesr isvgerq



T, {Cy

83+

70~

69 ~
68 -
67 -
66
65 -
84

62 -
61

6/6

FIGURA 5
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