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“POLIPEPTIDEO, CORPO DE LIGACAO, ANTICORPO, ACIDO
NUCLEICO, CELULA, CULTURA DE CELULA, METODO PARA
PRODUZIR UM ANTICORPO, COMPOSICAO FARMACEUTICA, USO
DE UM POLIPEPTIDEO, UM CORPO DE LIGACAO, UM ANTICORPO,
UM ACIDO NUCLEICO E/OU UMA CELULA, E, METODOS PARA
MUNIR UM INDIVIDUO COM UM ANTICORPO E PARA
SELECIONAR UM ANTICORPO ANTAGONISTA DE CD40 ANTI-
HUMANO”

A invengdo diz respeito a anticorpos humanos, humanizados e
monoclonais com imunogenicidade diminuida, usos e métodos de producdo
destes. A invengdo, em particular diz respeito a anticorpos monoclonais CD40
anti-humano antagonisticos.

A molécula CD40 € uma glicoproteina de membrana tipo I de
50 kDa e é expressada nas células B, monoécitos/macréfagos, células
dendriticas (DCs) e células endoteliais ativadas.'® Sob certas condicdes, a
CD40 também pode ser encontrada em fibroblastos, células epiteliais e
queratinécitos.” O ligando de CD40 (CD40L, CD154), uma glicoproteina de
membrana integral do tipo II de 32 kDa, ¢ transitoriamente expressada em
células CD4" T ativadas e uma populagéo pequena de células CD8" Células T
ativadas.® ° Além disso, o CD40L foi observado em diversos outros tipos de
células apos a ativagdo, incluindo mastécitos, baséfilos, células B, eosindfilos,
DCs e plaquetas.'® !

Os estudos em modelos murinos demonstraram claramente o
envolvimento da interacdo de CD40L-CD40 na patofisiologia de varias
doengas autoimunes (para uma revisdo, ver a referéncia'?). Evidéncia de
camundongo transgénico CD40L, que contraiu a doenga do intestino
inflamatdrio letal, forneceu a primeira evidéncia de interagdes de CD40-
CD40L também deve desempenhar um papel na patogénese das doengas do

intestino inflamatério.”> Um anticorpo monoclonal CD40L anti-camundongo
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(Mab) evita eficazmente a inflamagdo da mucosa e produgdo de interferon-y
por CD4" Células T lamina propria em colite induzida por TNBS." Em um
modelo doenga do intestino inflamatério no camundongo com uma
Imunodeficiéncia Combinada Grave (SCID) mostrou que o tratamento com
anti-CD40L do dia de reconstituigdo de célula T evitou completamente o
aparecimento quimico e histologico de colite experimental.”” Além disso, a
administra¢do de anti-CD40L a partir de 5 semanas apds a reconstituigdo de
célula T ainda pode evitar a progressdo da doenga e os animais tratados
apresentaram melhora nos sintomas da doenga e na histologia em comparagao
com animais de controle.'® Além disso, a reconstitui¢io de camundongos com
SCID com Células T de camundongos de nocaute CD40L, ainda demonstrou
o papel essencial de células T que expressam CD40L no desenvolvimento da
doenga e produgdo de interleucina-12.'

A interagdo de CD40-CD40L pode ser antagonizada com
anticorpos monoclonais (Mabs) contra CD40L ou CD40, A expressdo de
CD40L em plaquetas ativadas resultou em eventos trombo-embdlicos durante
o tratamento de seres humanos com CD40L Mabs anti-humanos de IgG; em
niveis de dosagem mais altos e finalizagdo do desenvolvimento destes
Mabs."”, ' A antagonizagio de CD40 portanto parece um método mais
atrativo. A atividade antagonistica ndo estimuladora de Mab 5D12 (CD40
anti-humano) foi demonstrada em varios estudos in vitro usando-se tipos de

20. 2 ¢ atividade de antagonista de

células que carregam CD40 diferentes
5D12 quimérico (ch5D12) foram validados in vivo usando-se varios modelos
de doenga de primata nio humano.” * O ch5DI2 é um anticorpo IgG4
humano molecularmente projetado contendo os dominios varidveis murinos
das cadeias pesadas e leves de 5D12 e foi construido para reduzir o potencial
de imunogenicidade e para intensificar a vida média in vivo do 5D12 Mab
murino quando usado em seres humanos.

Pacientes com doenga de Crohn sofrem de um distirbio
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inflamatorio debilitante do trato gastrointestinal cuja etiologia e a patogénese
precisa permanecem indefiniveis.”®® * A doenca é caracterizada por um
influxo na mucosa doente de células T inativadas, células B e macr(')fagos,30’
31 A produgio local de mediadores soluveis de inflamagio e dano tecidos
envolvidos.? # As células CD4" T de mucosas e macréfagos e citocinas, tais
como o fator e necrose de tumor (TNF)-o e IL-12 foram mostradas
desempenhar um papel central na iniciagdo de um arco inflamatério na
doenca de Crohn.”?, *® As células T de mucosa inflamada apresentam uma

28, 2 .
% 2 ¢ secretam quantidades aumentadas de

capacidade proliferativa mais alta,
IFN-y e IL-2. Os niveis aumentados de transcriges de mRNA de citocina
associado com célula T foram observados em bidpsias de mucosas de
pacientes com doenga de Crohn.>® Um papel dominante de CD40L nas células
de CD4" T foi sugerido em nossos estudos na expressdo de CD40/CD40L em
lesdes da doenga de Crohn.” CD40L pode mediar uma ativagio forte de
células que carregam CD40, predominantemente células B e macr6fagos,
desta maneira, resultando na produgdo aumentada de TNF-a e IL-12 em
lesdes. Usando-se imuno-histoquimiéa, 0 manchamento aumentado com
5D12 foi observado em todas as amostras de dreas de doenga de pacientes
com doenca de Crohn em comparagdo com dreas ndo doentes. Os
manchamento duplo para CD40 e CD20 (células B) ou CD68 (macrofagos)
indicou que nas sec¢des de pacientes com doenga de Crohn, as células CD40"
foram principalmente as células B nos foliculos linféides e macréfagos na
lamina propria. As células T de propria Lamina da mucosa inflamada de
pacientes com a doenga de Crohn induziram os mondcitos a produzirem
quantidades significantes de IL-12 e TNF-a apds 48 horas de co-cultura. A
adi¢do de 5D12 resultou na produgdo de [L-12 e TNF-a reduzida; os niveis de
producdo foram reduzidos aos niveis observados usando-se as células T de
propria lamina de controle tanto na auséncia quanto na presenga de IFN-y.”

E um objetivo da invengdo fornecer moléculas alternativas que
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compartilham pelo menos o tipo de seguranga e/ou eficacia de 5D12 in vivo,
ndo necessariamente a quantidade da dita seguranga e/ou eficacia. O anticorpo
5D12, ou pelo menos os seus dominios variaveis, tem uma base de murino. A
presente invengdo fornece variantes dos dominios variadveis de cadeia pesada
e leve de 5D12. Para este fim, a inven¢do fornece um polipeptideo que

compreende uma seqiiéncia de aminoacido da formula (I)
1 1 21 31
| 1 I |
- GFSX,)S RYSVY WX:RQP PGKGX; EWX4GM MWGGG STDYS

41 51 61
| | |

TSLKS RLTIS KDTSK SQVXsL KMNSL RTDDT AMYYC

71
|
VRTDG DY

em que:

X, €G,A V,L,LLP,F,M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,Rou
H;

X,éG,A V,LLLP,FM,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,Rou
H;

X;6G,A,V,L,LP,F,M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,R ou
H;

X4é6G,A, V,L,LP,F M,W,C,N,Q,S,T,Y,D,E,K,R ou
He

Xs¢é€G,A, V,L,LP,F,M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,Rou
H.

O dito polipeptideo compreende identidade de seqii€ncia
extensiva com o dominio variavel de cadeia pesada do anticorpo 5D12,

entretanto, o polipeptideo é menos imunogénico em um individuo humano
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administrado como tal ou no contexto de anticorpo que compreende o dito
polipeptideo. Nas posi¢gdes indicadas X; a X5 diversos aminodcidos podem
estar presentes como indicado. Uma molécula de ligagdo que compreende um
polipeptideo da inveng@o tem boas propriedades de ligagdo de CD40, Foi
observado que a produgdo do anticorpo em uma célula varia, algumas vezes,
com o tipo de aminoacido nas posi¢Ges indicadas. Isto sera detalhado, em
outra parte, neste, abaixo.

A invengdo ainda fornece um polipeptideo de acordo com a

inven¢do compreendendo uma seqiiéncia de aminoacido.
1 11 21 31

I I E |
QVKLQ ESGPG LVKPS ETLSI TCTVS GFSXiS RYSVY WXe2RQP

41 51 61 71

| | | i
PGKGX; EWXGM MWGGG STDYS TSLKS RLTIS KDTSK

81 91 101 111
| l | I
SQVXsL KMNSL RTDDT AMYYC VRTDG DYWGQ GTTVT VSS.

O polipeptideo mencionado acima, essencialmente estende-se
sobre o dominio variavel da cadeia pesada do anticorpo 5D12 de murino. A
seqiiéncia de aminoacido é alterada em diversas posi¢des em diversas
posi¢gdes com respeito a seqiiéncia de murino. O polipeptideo alterado une
boas propriedades de ligagdo, enquanto a0 mesmo tempo ¢ bem tolerado por
humanos providos com o polipeptideo. Nas posi¢des indicadas varios
aminoacidos podem ser inseridos sem reduzir e/ou alterar dramaticamente
pelo menos as propriedades imunologicas do polipeptideo quando comparado
com o polipeptideo murino original. E preferido que um polipeptideo da
invencdo compreenda um G, A, V,L,P, F, M, W, C,N,Q, S, T, Y, D, E, K,

R ou H na posi¢do X; Desta maneira, pelo menos as propriedades de
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produgdo do polipeptideo em uma célula de mamifero ndo séo reduzidas e/ou
alteradas dramaticamente quando comparadas com o polipeptideo murino ou
quimérico original. Em uma forma de realizagdo particularmente preferida

X1€¢6€G,A, V,L,P,FouM;

X,6G,A, V,L,LP, FouM,;

X3¢G, A, V,L,LP,F, M;

X4€6G, A, V,L,LP,F,M; e

Xsé¢G, A, V,LLLP,FFM,W,C,N,Q,S, TouY.

Estes polipeptideos sdo melhor adaptados para a produgéo de
nivel alto em uma célula de mamifero. Particularmente, no contexto de um
anticorpo.

A inveng¢do ainda fornece um polipeptideo de acordo com a
invenc¢do, em que:

X;€¢G,A V,LouM;

X,6G,A, V,L,IouM;

X;¢G,A, V,L,LLP,F, M;

X4€G, A, V,L,IouM;e

Xs¢éP,F,W,N,Q,S, TouY.

Estes polipeptideos sdo melhor adaptados a produgdo de
anticorpo de nivel alto enquanto, ao mesmo tempo apresenta boas
propriedades de tolerdncia em um ser humano. A invengdo ainda fornece um
polipeptideo da formula (I) em que X; é L; X, € I; X5 é P; X, é M e/ou X5 € S.
Este polipeptideo é particularmente preferido por causa de suas excelentes
propriedades de produgdo no contexto de um anticorpo que imita a ligagdo e
as propriedades farmacoldgicas de anticorpo ch5D12 visto que as
propriedades imunoldgicas sdo melhoradas em seres humanos quando
comparadas com o anticorpo murino ou chSDI12 e em que pelo menos a
produgdo do polipeptideo ndo é dramaticamente reduzida quando comparada

com a contraparte de murino ou quimérica.
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A invengdo ainda fornece um polipeptideo da formula (I) em
que X; é; X, é V; X3 éP; Xy é€ M elou Xs € S. Este polipeptideo €
particularmente preferido por causa de suas excelentes propriedades de
producdo no contexto de um anticorpo que imita a ligagdo e as propriedades
farmacologicas de anticorpo ch5D12 visto que as propriedades imunoldgicas
sdo melhoradas em seres humanos quando comparado com o anticorpo
murino ou ch5D12 e em que pelo menos a produgdo do polipeptideo ndo €
dramaticamente reduzida quando comparada com a contraparte de murino ou
quimérica.

Um anticorpo que desvia-se pelo menos em uma posi¢do X, a
X5 quando comparado com o 5SD12 quimérico nas posi¢des correspondentes,
tem propriedades imunologicas melhores do que o anticorpo 5SD12 quimérico
em seres humanos. Em uma forma de realizagdo preferida de tais anticorpos a
invengdo preferivelmente fornece um polipeptideo de acordo com a invengdo,
emque: X;€leX,8V; X éleXé; XjéleX,éouX,éLeX,eVv.
Os polipeptideos sédo particularmente preferidos em combinagdo com um X; €
P; X4 é M; e X5 € F ou S; Em uma forma de realizagdo a invengdo fornece um
polipeptideo de acordo com a invengédo, em que: X; é L; X, é V; X5 € L; X4 €
L e X5 é F. A produgdo de anticorpos compreendendo o dito polipeptideo ¢
muito boa, enquanto fornece-se simultaneamente propriedades imunologicas
melhoradas em seres humanos em comparagdo com ch5D12. A invengdo
ainda fornece um polipeptideo que compreende seqiiéncia de aminoécido
GFSX;S RYSVY WX,R, em que: X; é Le X, é;0uX,éle X, éV.Este
polipeptideo compreende um CDR1 modificado de um fragmento variavel de
cadeia pesada 5D12. Este CDR1 compreende pelo menos um aminodcido
diferente quando comparada ao CDRI1 do fragmento varidvel de cadeia
pesada de anticorpo 5D12. Esta mudan¢a de aminoacido leva tanto a
propriedades imunoldgicas melhoradas de anticorpo 5D12 ou ch5D12

modificado em que a modificagdo compreende pelo menos uma substitui¢do
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da seqiiéncia correspondente do dito polipeptideo em 5D12 ou ch5DI2 com
um polipeptideo da invengdo, visto que, a0 mesmo tempo, permite a boa
produgdo do anticorpo em uma célula de mamifero.

A invengdo ainda fornece um dominio varidvel de cadeia
pesada que compreende um polipeptideo da féormula (I). O dito dominio
variavel compreende preferivelmente de 90 a 130, mais preferivelmente de
100 a 120, mais preferivelmente de 105 a 115, mais preferivelmente 113
aminoécidos. O polipeptideo pode ser gerado sinteticamente ou por uma
célula. Preferivelmente, o dito dominio variavel de cadeia pesada € produzido
por uma célula. Em estado natural, existem pelo menos cinco tipos de cadeia
pesada: v, d, a, u e €, em que cada tipo define uma classe de imunoglobulinas.
Um polipeptideo da invengdo pode ser usado como um corpo de ligagdo
diretamente ou pode ser incorporado e, um anticorpo. Quando incorporado em
um anticorpo, o polipeptideo € preferivelmente combinado com uma parte
constante de uma cadeia pesada de anticorpo. Para este fim, a inveng¢do ainda
fornece uma cadeia pesada de anticorpo que compreende um polipeptideo da
férmula (I). a técnica conhece muitos derivados e analogos de anticorpos de
dominio variavel. Entretanto, correntemente muitas partes, derivados e/ou
analogos diferentes de anticorpos estdo em uso.

Os exemplos ndo limitantes de tais partes, derivados e/ou
analogos sdo, fragmentos Fv de cadeia simples, monocorpos, VHH,
fragmentos Fab, proteinas de ligagdo artificiais, tais como, por exemplo,
avimeros e outros. Um denominador comum de tais corpos de ligagdo
especifica é a presenga de um dominio variavel de cadeia pesada. Desta
maneira, a invengdo ainda fornece um corpo de ligagdo que compreende um
polipeptideo da féormula (I).

Um corpo de ligagdo preferido da invengdo € um anticorpo,
assim como um anticorpo compreende uma estrutura de ocorréncia natural.

Portanto, a invengdo em uma forma de realizacdo preferida fornece um
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anticorpo que compreende um polipeptideo de acordo com a invengéo.

Um corpo de ligagdo de acordo com a invengdo ¢€
preferivelmente um corpo de ligagdo que é bem tolerado em um animal. A
tolerdncia de um animal a um polipeptideo € governada por muitos aspectos
diferentes. A imunidade, se esta mediada por célula T, mediada por célula B
ou outro for uma das variaveis que sdo abrangidas em tolerancia do animal a
um polipeptideo. Como mencionado acima, o anticorpo 5D12 tem uma base
de murino. O polipeptideo da féormula (I) tem um imunogenicidade reduzida
em seres humanos. Isto, portanto, é referido algumas vezes como uma
variante desimunizada do dominio variavel de cadeia pesada de 5D12. Desta
maneira, em um aspecto, a inven¢do fornece um anticorpo que compreende
uma especificidade de epitopo de um anticorpo de 5D12, em que a cadeia
pesada do dito anticorpo € um polipeptideo da formula (I). Desimunizado
como usado neste € definido como menos imunogénico em um animal do que
o anticorpo original. Um polipeptideo da férmula (I) € desimunizado quando
comparado com a cadeia pesada em 5D12 através da‘remog:ﬁo de epitopos de
célula T humanos conhecidos. Os epitopos de célula T sdo seqiiéncias de
aminoacido dentro das proteinas com a capacidade de ligar-se as moléculas de
classe II de MHC. Pela remog¢do dos epitopos de célula T, o anticorpo €
menos imunogénico. Preferivelmente um dominio variavel da invengdo ainda
¢ humanizado, tal como, por exemplo, incluido. Usando-se técnicas de
inclusdo, os residuos exteriores que sdo facilmente encontrados pelo sistema
imune sdo seletivamente substituidos por residuos humanos para fornecer
uma molécula hibrida que compreende uma superficie incluida fracamente
imunogénica ou substancialmente ndo-imunogénica. Um animal como usado
na invengdo € preferivelmente um mamifero, mais preferivelmente um
primata, mais preferivelmente um ser humano.

Um anticorpo de acordo com a invengdo preferivelmente

compreende uma regido constante de um anticorpo humano. De acordo com
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diferengas em seus dominios constantes de cadeia pesada, os anticorpos sdo
agrupados em cinco classes ou isotipos: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE. Estas
classes ou isotipos compreendem pelo menos uma das ditas cadeias pesadas
que ¢ denominada com uma letra grega correspondente. Em uma forma de
realizagdo preferida a invencdo fornece um anticorpo de acordo com a
inven¢do em que a dita regido constante € selecionada do grupo de regides
constantes IgG, IgA, IgM, IgD e IgE, mais preferivelmente a dita regido
constante compreende uma regido constante de IgG, mais preferivelmente
uma regido constante de IgG, preferivelmente uma regido constante mutada
de IgG,, mais preferivelmente a dita regifio constante € uma regido constante
de IgG,. Além disso, a dita regido constante de IgGy € preferivelmente um
regidio constante de IgG4 humana. Preferivelmente, o anticorpo IgGs da
inven¢do compreende as regiGes constantes da seqii€éncia de aminodcido de
cadeia leve e pesada de aminoacido como descrito na figura 18.
Preferivelmente, o anticorpo IgG, anticorpo da invengdo compreende a
seqiiéncia de aminoacido de cadeia pesada e leve como descrito na figura 18.
Alguma variagio na regido constante de IgG,4 ocorre em estado natural e/ou €
deixada sem mudar as propriedades imunologicas do anticorpo resultante.
Tipicamente entre cerca de 1 e 5 substituigdes de aminoacido s@o permitidas
na regido constante. Um anticorpo com uma regido de IgG,4 constante ou uma
regido constante mutada de IgG; tem pelo menos a maioria das propriedades
farmacoldgicas de um anticorpo mas nfo liga-se completamente e, desta
maneira, desta maneira no induzird a depleg¢do da célula, suas ligagdes in
vivo. Preferivelmente, a dita regido constante ¢ uma regido constante de um
anticorpo humano.

Em uma forma de realizagdo a invengdo fornece um &cido
nucleico que codifica um polipeptideo de acordo com a invengdo, e/ou um
corpo de ligagdo de acordo com a invengéo e/ou um anticorpo de acordo com

a invenc¢do. Um 4cido nucleico como usado na invengdo € tipicamente, mas
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ndo exclusivamente um 4cido ribonucleico (RNA) ou um 4&cido
desoxirribonucleico (DNA). Os acidos nucleicos alternativos estdo
disponiveis para uma pessoa habilitada na técnica, tal como, por exemplo,
acidos nucleicos de peptideo (PNA). Um 4cido nucleico de acordo com a
invengdo €, por exemplo, compreendido em uma célula. Quando o dito acido
nucleico é expressado na dita célula, a dita célula produz um polipeptideo
e/ou um corpo de ligagdo e/ou um anticorpo de acordo com a invengao.
Portanto, a inven¢do em uma forma de realizagdo fornece uma célula que
compreende um polipeptideo de acordo com a invengdo, um corpo de ligagdo
de acordo com a invengdo, um anticorpo de acordo com a invengdo e/ou um
acido nucleico de acordo com a invengdo. A dita célula é preferivelmente uma
célula animal, mais preferivelmente uma célula de mamifero, mais
preferivelmente uma célula de primata, mais preferivelmente uma célula
humana. Para os propdsitos da invengdo, uma célula adequada € qualquer
célula capaz de compreender e, preferivelmente, de produzir um polipeptideo
de acordo com a inveng¢do, um corpo de ligagdo de acordo com a invengdo,
um anticorpo de acordo com a inven¢do e/ou um acido nucleico de acordo
com a inveng3o.

A inven¢do ainda fornece uma célula que compreende um
anticorpo de acordo com a invengdo. Preferivelmente, a dita célula produz o
dito anticorpo. Em uma forma de realizagdo preferida, a dita célula € uma
célula de hibridoma, uma célula de ovario de hamster chinés (CHO), uma
célula de NSO ou uma célula PERC6™. Em uma forma de realizagdo
particularmente preferida, a dita célula é uma célula de CHO. Ainda ¢
fornecida uma cultura celular que compreende uma célula de acordo com a
inven¢do. Varias instituicdes e companhias desenvolveram linhagens
celulares para a produgdo em grande escala de anticorpos, por exemplo, para
o uso clinico. Os exemplos ndo limitantes de tais linhagens celulares sdo

células de CHO, células de NSO ou células PER.C6™. Estas células também
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sdo usadas para outros propdsitos, tais como a produgdo de proteinas. As
linhagens celulares desenvolvidas para a produgdo em escala industrial de
proteinas e anticorpos ainda sd3o referidas neste como linhagens celulares
industriais. Desta maneira em uma forma de realiza¢do preferida, a invengio
fornece o uso de uma linhagem celular desenvolvida para a produgdo em
grande escala de proteina e/ou anticorpo para a produgdo de um anticorpo da
invencao.

A invencdo ainda fornece um método para produzir um
anticorpo que compreende cultivar uma célula da invengéo e colher o dito
anticorpo da dita cultura. Preferivelmente, a dita célula € cultivada em um
meio isento de soro. Preferivelmente, a dita célula ¢ adaptada para o
desenvolvimento de suspensdo. Ainda é fornecido um anticorpo obtenivel por
um método para produzir um anticorpo de acordo com a invengdo. O
anticorpo € preferivelmente purificado a partir do meio da cultura.
Preferivelmente, o dito anticorpo € purificado por afinidade.

Uma célula da invengéo €, por exemplo, uma linhagem celular
de hibridoma, uma célula CHO, uma célula de NSO ou um outro tipo celular
conhecido por sua adequabilidade para a produgdo de anticorpo para os
propositos clinicos. Em uma forma de realizagdo particularmente preferida, a
dita célula é uma célula humana. Preferivelmente, uma célula que ¢é
transformada por uma regido E1 de adenovirus ou um equivalente funcional
desta. Um exemplo preferido de uma tal linhagem celular € a linhagem celular
PER.C6™ ou equivalente desta. Em uma forma de realizaco particularmente
preferida a dita célula é uma célula CHO ou uma variante desta.
Preferivelmente uma variante que faz uso de um sistema de vetor de
glutamina sintetase (GS) para a expressdo de um anticorpo.

Foi observado que alguns aminoacidos nas posi¢Ges
mencionadas X; a X5 sdo menos adaptados para a producdo de nivel alto de

um anticorpo que compreende um polipeptideo da formula (I) em um
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anticorpo que produz célula. Em uma forma de realizagdo preferida um
polipeptideo da féormula (I) no dito anticorpo compreende X; a X5 em que:
X1€G,A V,L,LLP,FM,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,Rou
H. Em uma forma de realiza¢do particularmente preferida X, é G, A, V, L, I,
P,FouM; X, é¢ G, A, V,L,LP,FouM; X;éG,A, V,L, L P, F, M; X, € G,
A V,LLLP,FFM;eXs¢G,A, V,L,LP,F, M, W,C,N, Q, S, T ou Y. Mais
preferivelmente, o dito anticorpo compreende um polipeptideo da férmula I
emque X; €G, A, V,L,TouM; X, € G, A, V,L,TouM; X3¢ G, A, V,L, I,
P,F,M; X4éG,A, V,L,TouM; eX5éP,F, W,N, Q, S, T ou Y. Mais
preferivelmente X; é L; X2 é I; X3 é P; X4 é M; e/ou X5 é S. Particularmente
preferidos €é quando X; éI1e X, € V; X ;éle X, € X éLeX,é; X,éL e
X8L; X;6VeX,8; X6 VeX,6V; X éLeXéL;X;é6VeX,€L;0u
X; € L e X; € V. Estes ultimos polipeptideos s@o particularmente preferidos
em combinacdo com um X3 é P; X, é M; e X5 é F ou S, preferivelmente S; Em
uma forma de realizagdo a invengédo fornece um polipeptideo de acordo com a
invengdo, em que: X; é L; X, é V; X5éL; X4¢é L e X5 éF. A produgdo de
anticorpos compreendendo o dito é boa, enquanto fornece-se propriedades
imunoloégicas melhoradas em seres humanos em comparagdo com ch5D12.
Em uma outra forma de realizagdo preferida a invengdo
fornece um polipeptideo de acordo com a invencgéo em que pelo menos um de

Xy, X5, X3, X4 ou Xs € 0 mesmo como um aminoacido na posi¢do

correspondente em uma seqiiéncia que é mostrada pela invengdo produzir

especificamente bons niveis de expressdo e em que ainda pelo menos um de
X, Xy, X3, X4 ou X5 é 0 mesmo como um aminoacido na posi¢do
correspondente em uma seqiiéncia de 5D12 de aminoacido. Uma vantagem de
um polipeptideo de acordo com a invengdo em que pelo menos um de X, Xy,
X3, X4 ou X5 € 0 mesmo como um aminoacido na posigdo correspondente em
uma seqiiéncia de 5D12 de aminoécido, € que um corpo de ligagdo de acordo

com a invengdo que compreende um tal polipeptideo mostra um nivel de
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expressido melhor do que um polipeptideo de acordo com a invengdo em que
num de X;, X,, X3, X4 ou X5 sdo os mesmos como um aminoacido na posi¢ado
correspondente em uma seqiiéncia de 5D12 de aminoécido. Sem ligar-se por
teoria, o dito melhor nivel de expressdo ¢ acreditado ocorrer devido ao fato
que um aminoacido na posigéo de X, X,, X3, X4 e/ou X5 contribui com uma
montagem apropriada de um corpo de ligagdo de acordo com a invengdo
quando o dito aminodcido ¢ o mesmo como um aminoidcido na posigdo
correspondente em uma seqii€éncia de 5D12 de aminoéacido.

Um anticorpo que compreende um polipeptideo da férmula (I)
mostra atividade antagonistica ndo estimuladora. Como a interagéo de CD40L
a CD40 esta envolvida na patofisiologia de varios distirbios inflamatorios,
tais como doengas autoimunes e rejei¢do a enxerto, um polipeptideo de
acordo com a invengdo é, portanto, particularmente adaptado para melhorar
um sintoma de um disturbio inflamatério. Em uma forma de realizagdo um
anticorpo compreende um corpo de ligagdo da invengdo. Em uma forma de
realizagdo preferida, o dito o dito anticorpo é um anticorpo monoclonal. A
tecnologia de anticorpo monoclonal permite a produgdo de grandes
quantidades de anticorpos essencialmente puros, desta maneira, obtendo-se
produtos prognosticaveis. Portanto, a invengdo em uma forma de realiza¢do
fornece um anticorpo monoclonal CD40 anti-humano antagonistico que
compreende um polipeptideo de acordo com a invengdo. Um corpo de ligagdo
de acordo com a invencdo é todo aquele mais adequado para aquele proposito
visto que este estd em uma forma de realizagdo desimunizada em comparagio
com um 5D12 de camundongo e/ou um 5D12 quimérico. Portanto, um corpo
de ligacdo da invengdo tem uma imunogenicidade reduzida e uma vida média
intensificada em seres humanos em comparagdo com um 5DI12 de
camundongo e/ou um 5D12 quimérico. Como um resultado deste, um corpo
de ligagdo da invengdo tem um potencial farmacéutico sustentavel contra

vérios distirbios inflamatoérios. Desta maneira, em uma forma de realizagdo
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preferida a inveng¢do fornece um anticorpo monoclonal CD40 anti-humano
antagonistico desimunizado de acordo com a invengdo.

Como referido previamente, a presente invencdo fornece
moléculas semelhantes a 5D12 que compreende alteragdes de aminodcido
com respeito a seqiiéncia de aminoéacido 5SD12, em que as alteragdes estdo,
pelo menos, no dominio variavel de cadeia pesada e, preferivelmente, também
no dominio variavel de cadeia leve. Neste contexto, a invencdo ainda fornece
um corpo de ligagdo de acordo com a invengdo que compreende uma

seqiiéncia de aminoacido da férmula (II)
1 11 ) 21 31
I I I P
XsLGX7Xs ASISC RSSQS LXgNSN GNTYL HWYLQ RPGQS

41 51 61 71
I I - |
PRLLI YKVSN RFSGY PDRFS GSGSG TDFTL KISRV EAEDXyo

- 81 91
| !
GVYX1,C SQSTH VPWT
em que:

Xs€G, A V,LLLP,F, M, W,C,N,Q,S, T, Y,D,E,K,R ou

H;

X,éG,A V,L,LLLP,F,M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,R ou
H;

XséG,A, V,LLLP,F, M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,R ou
H;

XeéG,AV,L,LLP,FM,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,R ou
H;

X10€G, A V,LLLP,FF M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E, K,R ou
H;e

XnéGA V,LLLP,FEM,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,Rou
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H.

O dito corpo de ligagdo é preferivelmente um anticorpo
monoclonal CD40 anti-humano antagonistico de acordo com a invengdo. Em
uma forma de realizagio preferida um X selecionado de X, X7, X3, Xo, Xig

5 ou Xj; é selecionado de um grupo parecido com um aminoacido em uma
posi¢do correspondente em uma seqiiéncia 5D12 de aminoécido e/ou parecido
com um aminodcido em uma posi¢do correspondente em uma seqiiéncia que €
mostrada pela invengdo para a produgdo de bons niveis de expressdo, como
mostrado no exemplo 2. Portanto, um corpo de ligagdo de acordo com a

10  invengdo preferivelmente compreende uma seqiiéncia de aminodcido da
féormula (II) em que:

Xs€N,Q,S, T,Y, WouC;

X;éD,E,N,Q,S, T, Y, WouC;

XséN,Q,S, T,Y,G, A, V,L,LP,F,M, Wou C;

15 X9€G,A, V,L,LP,F, M;

X0€G A, V,L,LP,F,M; e

X1éN,Q,S, T,Y,G,A, V,L,LP,F,M, WouC.

Em uma outra forma de realizagdo, a invengdo fornece um
anticorpo monoclonal CD40 anti-humano antagonistico de acordo com a

20  invengdo que compreende um polipeptideo da féormula (II) da invengdo que

compreende uma seqiiéncia de aminoacido como segue.
1 n 21 31
| I l b :
ELQLT QSPLS LPVXL GX/XsAS ISCRS SQSLXe NSNGN TYLHW

4 51 6l 7
i | | 1’
YLQRP GQSPR LLIYK VSNRF SGVPD RFSGS GSGTD FTLKI

81 91 101 111
| B _ | |
SRVEA EDX; oGV ¥X1:CSQ STHVP WTFGG GTKLE IKR.
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Em uma forma de realizagdo preferida a inveng¢do fornece um
polipeptideo da férmula (II) da invengdo em que Xs € T ou S, X7 € D ou Q, Xy
éQouP,Xoé VouA,X10é VouL e Xll éF ouY.Mais preferivelmente
emque: Xg € T, X; €6 Q, Xg éP, Xo € A, Xj0é Ve X €Y. Os anticorpos
semelhantes a 5D12 compreendem um polipeptideo da formula (I) e
polipeptideo preferido da férmula (II) combina bons niveis de expressdo em
um que produz célula com boas propriedades de toleradncia e propriedades
farmacodinamicas em um ser humano.

Um anticorpo do antagonista CD40 anti-humano da invengéo
preferivelmente compreende uma seqiiéncia de aminoacido do dominio
variavel da cadeia pesada da formula (I) e uma cadeia leve variavel a
seqiiéncia de aminoacido de dominio da formula (II). Um tal anticorpo tem
como caracteristicas. E claro, que é possivel gerar variantes de um tal
anticorpo original pela modificagéo de um ou mais aminoécidos neste. Muitas
das tais variantes agirdo mais ou menos similar quando comparada com a dita
original. Tais variantes sdo também incluidas no escopo da invengdo. Existem
muitas vias para modificar um anticorpo da invengdo. Um exemplo néo
limitante de uma tal modificagdo € um anticorpo que compreende um piro-
glutamato em vez de um glutamato. Outros exemplos ndo limitantes de tais
modifica¢des sdo um inser¢do, anulagfo, inversdo e/ou substituigdo de um ou
mais aminoacidos quando comparada com o dito anticorpo original. A
presente inven¢do fornece meios e métodos para gerar uma tal variante. Esta
também fornece testes para determinar como caracteristicas de uma dita
variante. Em uma forma de realizagdo preferida a invengdo fornece uma
variante de um anticorpo original da invengdo, a dita variante que compreende
um inser¢do, anulacfo, inversdo e/ou substitui¢do de entre cerca de 1 a 10
aminoacidos quando comparada a seqiiéncia de aminoacido do dito anticorpo
original. Preferivelmente a dita inser¢do, anulagdo, inversdo e/ou substitui¢do

nio compreende os aminoacidos na posi¢do X e posi¢do X, da cadeia pesada
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de dominio variavel da formula (I) do anticorpo original.

Em uma forma de realizagdo preferida a invengdo fornece um
método para selecionar um anticorpo antagonista de CD40 anti- humano que
compreende gerar uma primeira linhagem de célula que produza um anticorpo
antagonista de CD40 anti-humano original e determinar a quantidade do
anticorpo original que € produzido pela dita primeira linhagem de célula, o
dito anticorpo original que compreende a seqiiéncia de aminoacido do

dominio variavel da cadeia pesada
1 11 21 31

I | ! | ,
QVKLQ ESGPG LVKPS ETLSI TCTVS GFSXiS RYSVY WX:RQP
41 51 61 71

I ! I |
PGKGP EWMGM MWGGG STDYS TSLKS RLTIS KDTSK

81 91 101 111
| ! b |
SQVSL KMNSL RTDDT AMYYC VRTDG DYWGQ GTTVT VSS

em que X; e X; sdo em forma de par selecionados a partir do grupo que
consistede X;=1eX;, =V; X;=LeX,=[X;=VeX;,=V;X;=LeX,=
LiouX;=LeX;,=YV,
o dito método adicional que compreende gerar pelo menos uma outra
linhagem de célula que produza uma variante do dito anticorpo original em
que a dita variante de anticorpo € um anticorpo original modificado que
compreende um inser¢do, anulagdo, inversdo, e/ou substitui¢do de entre cerca
de 1 a 5 aminoacidos quando comparada com o dito anticorpo original, em
que a dita modificagdo ndo consiste de uma modificagdo dos aminoacidos nas
posi¢des identificadas por X; e X,, e determinar a quantidade da variante de
anticorpo que € produzida dito por pelo menos uma outra linhagem de célula,

o dito método adicional que compreende a selegdo de uma variante de
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anticorpo que foi produzida em uma quantidade que foi pelo menos 50% da
quantidade de anticorpo original. Preferivelmente o dito anticorpo original

compreende a seqiiéncia de aminoacido de cadeia leve
1 11 21 31

! l I |
QVKLQ ESGPG LVKPS ETLSI TCTVS GFSX:S RYSVY WX:RQE

41 51 61 71
I | ! |
PCGKGP EWMGM MWGGG STDYS TSLKS RLTIS KDTSK

81 0 101 111
I ! | |
SQVSL KMNSL RTDDT AMYYC VRTDG DYWGQ GTTVT VS8

A dita inser¢do, anulagio, inversdo, e/ou substitui¢do de entre
cerca de 1 a 5 aminoacidos podem ser em qualquer parte do anticorpo ndo
sendo ou envolvendo os aminoacidos nas posi¢des X; e X,. Preferivelmente, a
dita inser¢do, anula¢do, inversdo, e/ou substituigdo de entre cerca de 1 a 5
aminoacidos esta na dita seqiiéncia de aminoacido de cadeia pesada ou na dita
seqiiéncia de aminoacido de cadeia leve quando comparada a seqiiéncia de
aminoacido de cadeia correspondente no dito anticorpo original.
Preferivelmente a dita inserc¢do, anulagdo, inversdo, e/ou substitui¢do de entre
cerca de 1 a 5 aminoacidos esta na dita seqiiéncia de aminoacido de cadeia
pesada quando comparada com a dita seqiiéncia de cadeia pesada do dito
anticorpo original. Preferivelmente o dito método adicional compreende gerar
uma linhagem de célula produtora de anticorpo que produza o dito anticorpo
selecionado. Este produtor de linhagem celular pode ser ainda dito linhagem
celular, ou ainda uma outra linhagem celular que produza o dito anticorpo
selecionado. Preferivelmente o dito método adicional compreende a coleta do
dito anticorpo selecionado. A invengdo ainda fornece um anticorpo
antagonista de CD40 anti-humano isolado e/ou recombinante obtenivel por

um método de acordo com a invengdo. Em uma forma de realizagdo preferida
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o dito anticorpo antagonista de CD40 anti-humano compreende uma

modificac¢do da seqiiéncia de aminoacido de cadeia pesada
1 11 21 31

; I | 1
QVKLQ ESGPG LVKPS ETLSI TCTVS GFSX1S RYSVY WX2RQP

41 51 61 71
I 1 | |
PGKGP EWMGM MWGGG STDYS TSLKS RLTIS KDTSK

81 91 101 111
B ! l ]
SQVSL KMNSL RTDDT AMYYC VRTDG DYWGQ GTTVT VSS
em que X, e X, sdo em forma de par selecionados a partir do grupo que
consistede X;=1e X, =V; X;=LeX;=; X;=VeX;,=V;X;=LeX,=
LiouX;=LeX,=V,
a dita modificagdo que compreende uma inser¢do, anulagdo, inversdo, e/ou
substitui¢do de entre cerca de 1 a 5 aminoacidos quando comparada com a
dita seqiiéncia de aminoacido de cadeia pesada e em que a dita modificagdo
ndo consiste de uma modificagcdo dos aminoacidos nas posi¢des identificadas
por X, e X,.
Em uma forma de realizagdo a inven¢do fornece um
composi¢do farmacéutica que compreende um polipeptideo de acordo com a
inven¢do, um corpo de ligagdo de acordo com a invengdo, um anticorpo de
acordo com a inveng¢do, um acido nucleico de acordo com a invengdo e/ou
umé célula de acordo com a invengdo. Também, a invengdo fornece um
polipeptideo de acordo com a invengdo, um corpo de ligagdo de acordo com a
inven¢do, um anticorpo de acordo com a inveng¢do, um 4cido nucleico de
acordo com a invengdo e/ou uma célula de acordo com a invengdo para o uso
como um medicamento. Preferivelmente um medicamento para melhorar um

sintoma de um distirbio autoimune e/ou um distirbio inflamatério e/ou para
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reduzir rejeigdo a enxerto e/ou para o tratamento de canceres positivos em
CD40, Em uma forma de realizagdo preferida o dito distirbio autoimune e/ou
um inflamatério € selecionado do grupo da doenga do intestino inflamatdrio,
artrite reumatdide, lupo eritematoso sistémico, esclerose multipla, psoriase,
penfigodides bolhosas e dermatite atopica.

Como um polipeptideo de acordo com a invengdo ¢€

- particularmente apropriado para melhorar um sintoma de um distlrbio

inflamatério desde que estas propriedades antagonistas CD40 néo
estimuladoras, um polipeptideo de acordo com a invengdo é adequado para
melhorar um sintoma de diversos disturbios. Um distirbio inflamatério como
usado na invengdo € definido como qualquer doenga que envolve um
componente inflamatorio. Para o interesse da invengdo, um distirbio
inflamatdrio especialmente inclui um distirbio autoimune e/ou rejei¢do a
enxerto. O papel central da Interagdo CD40-CD40L na iniciagdo,
amplifica¢do e prolongac¢do das respostas imunes feitas em um polipeptideo
da invengdo especialmente adequado para modulagdo imune em um distiarbio
autoimune.

Nesta informaggo abaixo é fornecida em CD40 e CD40L a fim
de ilustrar o papel de CD40 e este ligando em disturbio inflamatdrios. A
molécula CD40 € 50 kDa tipo I da glicoproteina de membrana e € expressada
em células B, monécitos/macréfagos, e células dendriticas (DCs)*>* Além
disso, sob condigdes patologicas CD40 pode ser observada em células
endoteliais (ECs), fibroblastos, células epiteliais e queratindcitos®” O ligando
CD40 (gp39, TBAM, TRAP, CD4OL, CD154), um 32 kDa tipo II de
glicoproteina de membrana integral, é transitoriamente expressada em CD4+
células T ativadas e uma populagio pequena de CD8" células T2, ativadas.
Além disso, CD40L foi observado em outros diversos tipos de células depois
a ativa¢do, incluindo mastdcitos, basoéfilos, células B, eosindfilos, DCs ¢

plaquetas™®*.
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A obrigagdo de CD40 e por CD40L disparam um nimero de
eventos biologicos nas células B incluindo proliferagdo, expressdo de
marcadores de ativagdo, produgdo de imunoglobulina (Ig), mudanga de

56,57
", Entretanto, como

isotipo, adesdo homotipica e resgate de apoptose
descrito acima, a distribui¢do da molécula CD40 ndo é restrita as células B
como foi originalmente presumida. Recentemente os mondcitos humanos
isolados expressam niveis baixos da molécula CD40, que pode ser super-
regulada pela cultura na presenca de IFN-y"*7%. A ligagio CD40 de
mondcito/macréfago induz a secregdo de grandes quantidades de mediadores
pro-inflamatérios tal como IL-1, TNF-oo e IL-12, que induz respostas

M L e e . . _4
inflamatérias e atividade tumoricida*” "

, e resgatando-os da apoptose®. A
ligagdo CD40 também causa DCs para intensificar sua diferenciagdo e
ativagdo, para intensificar expressdo de moléculas co-estimuladoras tal como
CD86, CD80 e CD58, para aumentar a produgéo de citocina, e para inibir
apoptose ™. Além disso, quando expressada sob condigdes inflamatérias, a
sinaliza¢do CD40 pode induzir a expressdo da molécula de adesdo intercelular
1 (ICAM-1), molécula de adesdo da célula vascular 1 (VCAM-1) e Selectina
E em ECs™. Estes resultados sugerem que a sinalizagdo através de CD40
durante as Interagdes EC de célula T pode ser uma etapa importante na
regulagdo da ativagdo EC e recrutamento de leucécito nos tecidos ndo
linfoides. Estudos in vivo tem indicado a importancia das interagdes CD40-

CDA40L na geragio das respostas imunes humorais®>®'

, ha iniciagdo e ativagdo
de células T especificas do antigeno®, na ativagdo temporal de macréfagos®,
tdo bem quanto nas respostas imunes mediadas pela célula protetora através
da Ativagdo de macrofago mediado pela célula T contra infecgdes de parasitas
intracelulares tal como Pneumocystis, CryptosporidiA, e Leishmania® .

Um papel especifico para CD40 e este ligando é demonstrado
em modelos murinos de doeng¢a autoimune. Estudos de modelo de animal tem

claramente indicado o envolvimento da interagdo CD40L-CD40 na
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patofisiologia de varias doengas autoimunes. Nestes estudos, usando
camundongos que sofre de doengas autoimune espontaneas ou experimental,
interferindo com as interagdes CD40L-CD40 que tem claros efeitos benéficos.
Um Mab por CD40L murino foi mostrado para evitar ou reduzir os sintomas
das doengas em artrites induzidas por colageno, encefalomielite alérgica
experimental (EAE; um modelo de animal para MS), em camundongos com
lupus (SWR x NZB)F1 e em camundongos diabéticos ndo obesos (NOD) que
espontaneamente desenvolvem o Diabete autoimune dependente da célula T.
As evidéncias indicam que as interagdes CD40-CD40L também executam um
papel na patogénese das doengas do intestino inflamatério, que inclui doenga
de Crohn e colite ulcerativa. Os camundongos transgénicos CD40L com
numeros de copias de transgene altos foram mostrados para adquirir a doenga
letal do intestino inflamatério marcada pela infiltragdo de células CD40" e
células T CD40" nos tecidos doentes’’. O Mab anti-CD40L efetivamente
previne a inflamagdo mucosal e produgdo de IFN-y pela prépria célula T
CD4" de lamina em animais com colite que foi induzido pelo 4cido 2,4,6-
trinitrobenzeno sulfénico*’. Mais recentemente uma comparagdo direta foi
feita entre o tratamento anti-TNFa e interferéncia da via CD40-CD40L
usando um Mab anti-CD40L em um camundongo SCID experimental do
modelo da doeng¢a do intestino inflamatério. Neste modelo, células
CD4+CD45RB™ singenéicas sdo injetadas nos camundongos SCID que
subseqiientemente desenvolvem diarréia ou fezes moles e mostram perda de
peso progressiva partindo de 3 a 5 semanas depois da Reconstitui¢do da célula
T, como sintomas da doenga experimental do intestino inflamatério. O
tratamento com anti-TNF-o ou anti-CD40L a partir do dia da reconstitui¢do
da célula T completamente preventiva clinicamente e de aparéncia histoldgica
da doenga experimental do intestino inflamatério. Além disso, a
administragdo anti-CD40L a partir da semana 5 depois da reconstitui¢do da

célula T ainda pode evitar a progressio da doenga e animais tratados
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mostrando o melhoramento nos sintomas da doenga e histologia comparada
aos animais de controle (observagdes ndo publicadas).

O trabalho recente tem também demonstrado que a
interferéncia com o caminhno CD40-CD40L ¢ fortemente imunosupressivo
em modelos transplantados. O tratamento combinado com linfécitos pequenos
alogenéicos ou linfécitos pequenos esgotado de célula T mais um anticorpo
para o camundongo CD40L permitindo uma ilha pancredtica indefinida da
sobrevivéncia de enxerto em 37 fora dos 40 recipientes que diferenciavam em
local maior e menor de histocompatibilidade®. A partir destes experimentos
foi concluido que a interferéncia efetiva da interagdo CD40L-CD40 mais
provavelmente resultou na preven¢do da indugdo de moléculas co-
estimuladoras nos pequenos linfécitos latentes pela célula T hospedeira
alorreativa. Em outro estudo recente, foi demonstrado que a administracio de
um Mab para o camundongo CD40L no periodo de transplante prolongou
notavelmente a sobrevivéncia de enxertos cardiacos murinos distintamente
totais tanto em hospedeiros simples quanto sensibilizados. Entretanto, quando
a terapia anti-CD40L foi atrasada até o pds-operatorio do dia 5, anti-CD40L
falharam em prolongar a sobrevivéncia do enxerto. Neste estudo, foi
concluido que a terapia anti-CD40L inibiu a alorrejeicdo de um enxerto
primariamente por interferir com ajuda da célula T por fungdes efetoras.
Ainda foi mostrado que interferindo com vias CD80/CD86-CD28 e CD40-
CDA40L simultaneamente abortam eficazmente a expansdo clonal em célula T
in vitro e in vivo, promovem a sobrevivéncia de longo periodo de enxertos de
pele alogenéicos totais, e inibem o desenvolvimento da rejei¢do vascular
cronico de aloenxertos cardiacos vascularizados primariamente. Além disso,
interferindo com uma via CD40-CD40L, opcionalmente em combinagdo com
interferéncia com uma via CD80/CD86-CD28, evitam a alorrejei¢do renal de
um enxerto em um modelo de aloenxerto renal de macaco reso®’®" Para

informacdo adicional nos efeitos de SD12 no distirbio inflamatério, ver no
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exemplo as referéncias 71 a 81,

A esclerose multipla é uma doenga autoimune do sistema
nervoso central (cerebrospinal). Neste distirbio, a substancia branca das
fibras nervosas adjacentes tornando-se endurecidas. O termo esclerose
multipla (MS) literalmente significa "muitas cicatrizes". As areas endurecidas
do tecido nervoso sdo denominadas placas. Os sintomas, severidade, e curso
da esclerose multipla sdo altamente variaveis, dependendo parcialmente nos
locais das placas e a extensdo da deterioragdo da substincia branca. A
deterioragdo da substincia branca no sistema nervoso reduz os impulsos
nervosos conduzindo a descoordenagio do sistema nervoso.

Encefalomielite autoimune experimental (EAE) no sagiii
comum (Callithrix jacchus) é um modelo pré-clinico 1til da esclerose multipla
(revisado em 86, 87, 102, 104). As lesGes da substancia branca do sistema
nervoso central (CNS) que desenvolvem em varias versdes como
caracteristicas imunoldgicas, radiologicas, patomorfoldgicas da parte deste
modelo EAE com MS °>?*1%" Visto que, o modelo EAE de sagiii pode formar
uma ponte na ampla fenda imunoldgica entre humanos e roedores que
impedem a selegdo dos tratamentos promissores no tubo de desenvolvimento
do medicamento em um estagio pré-clinico’® '

Os sagiiis imunizados com rhMOG, uma proteina A
recombinante que representa o fragmento extracelular do MOG humano
(aminoécidos 1 a 125) desenvolvem EAE em 100% dos casos, que € devido a
presenga do elemento de susceptibilidade de classe II MHC monomorfico
Caja-DRB*W1201 no repertério de cada macaco®>**¥*1% Um aspecto 1til
particularmente deste modelo pelo desenvolvimento da terapia € que as lesdes
desenvolvem na matéria branca do cérebro que pode ser visualizado e
caracterizado tentativamente com técnicas de visualizagdo de ressondncia
magnética relevante clinicamente®>'®. A anélise longitudinal das lesdes da

substancia branca do cérebro com visualizagdo da ressondncia magnética
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(MRI) mostrou um aumento progressivo do volume e atividade inflamatodria
persistente na maioria das lesdes. Além disso, a caracterizagdo da patologia
CNS com MRI e critério histolégico previamente descrito'® revelou que a
maioria das lesdes s30 em um estgio ativo precocimente'®.

O modelo EAE induzido por thMOG foi usado para testar se
as moléculas co-estimuladoras de alvejamento de anticorpo do antigeno
presente nas células (APC) e células T que s@o um tratamento potencial para
MS. A interagdo de CD40 com este ligando CD154 executa um importante
papel em vdrios processos imunopatogénicos que operam em EAE, incluindo
a ativagdo da célula B, ativagdo da célula presente no antigeno (APC),
iniciacdo das respostas da célula T especifica por antigeno e indugdo de
fungdes efetoras de macrofago . Um estudo realizado em 1996
confirmou que os camundongos tratados com um anticorpo contra CD154 so
protegidos contra EAE®. Entretanto, um processo clinico em pacientes MS
com anticorpo contra CD154 foi interrompido devido aos efeitos colaterais
ndo esperados que ndo foram observados nos experimentos de animais'’.

O anticorpo monoclonal de camundongo (Mab) 5D12
(mu5SDI2) foi fortalecido contra o CD40 humano. O anticorpo 5D12 parece
um inibidor potente da ativagdo mediada por CD40—CD40L em diversos tipos
de células e, de modo diferente a maioria dos outros Mabs anti-CD40, nio
mostram atividade estimuladora CD40 *“**** Tanto o mu5D12 anticorpo
humano anti-CD40 de camundongo quanto a versdo quimérica deste
anticorpo, ch5D12, apresentou efeitos supressivos fortes no desenvolvimento
de lesdes da substincia branca CNS e deficiéncia neurologica no modelo EAE
de sagiii e mostrou nos efeitos colaterais marcados 224 Os mesmos estudos
mostraram que o Mab anti-CD40 intravenosamente injetado nos Sagiiis
comuns afetados por EAE podem ganhar acesso as lesdes da substincia
branca do cérebro onde as moléculas CD40 s3o proeminentemente

expressadas em macrofagos infiltrados e microglia” ativada, como foi
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observado precoce em MS®. Este tem aumentado a questio se o chSDI2
também tem um efeito terapéutico em lesdes ja existentes.

‘t Hart et al monitorava o desenvolvimento da lesdo do cérebro
em 7 macacos imunizados com rhMOG pela visualizagdo da ressonancia
magnética em série (MRI) em intervalos de 2 semanas’®. Os resultados deste
estudo demonstrou a supressdo da inflamagéo da lesdo em todos os 3 macacos
tratados com ch5DI2 enquanto o aumento da leséo foi diminuida em 2 dos 3
macacos tratados com ch5D12.

A prevengdo do compromisso CD40 com este ligando CD154
em células T ativadas precocemente no processo da doenga tem um impacto
significante na expressdo de EAE clinica e neuropatoldgica em roedores
88899194100 o modelos de primatas ndo humanos 2 CD40
proeminentemente expressado dentro das lesdes da substancia branca CNS de
pacientes MS tdo bem quanto roedores afetados por EAE 8 ¢ primatas ndo
humanos *°. Que o CD40 carrega o APC dentro de CNS, tal como macréfago
infiltrado tdo bem quanto células glia perivasculares e parenquimal e
contribuem significantemente a patogénese de EAE que g]foi elegantemente
mostrada no osso de tutano dos camundongos quiméricos *>

Os resultados de 't Hart et al, Laman et al, e Boon et al. 767,81
indicam que o anticorpo bloqueado de CD40 é um tratamento potencialmente
efetivo de MS. Importantemente, o ch5SD12 Mab ndo tem efeitos colaterais
aparentes no modelo EAE de sagiii ou em outras espécies de primatas %0
efeito clinico benéfico do anticorpo antiCD40 foi demonstrado em
experimentos controlados por placebo em dois modelos EAE em sagiiis, isto €
induzido com mielina humana ™ ou thMOG %" Além disso, ‘t Hart et al tem
mostrado um efeito inibidor do tratamento do anticorpo anti-CD40 em lesdes
j4 existentes '°.

A psoriase é uma doenga inflamatodria da pele que aflige 1 a

2% da populagdo. Nesta doenga, a células T e queratinécitos nas lesdes sdo
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marcadores de ativagdo ativados e expressados e as moléculas co-
estimuladoras. Isto € através de algumas moléculas co-estimuladoras
expressadas em queratindcitos e células T que interagem com cada uma outra
e que estas interagdes contribuem para a atividade da doeng¢a 18110 Uma tal
série de moléculas podem ser CD40, que é expressada em queratindcitos
ativados, e CD154 (o ligando CD40), que é transitoriamente expressado em
CD4+ células T ativadas. A ligagdo CD40-CD 154 entre células T e
queratindcitos pode ser liberada a partir destes mediadores inflamatdrios
celulares que sdo vistos em abundancia em lesdes psoriaticas. As interagdes
CD40, CD154, e CD40-CD154 foram recentemente revisadas''

Os queratindcitos de cultura também expressam CDA40; a
expressdo ¢ itensificada pelo tratamento IFN. A ligagdo do CD40 altamente
expressado em queratindcitos tratados por IFN-gama (referido como CD40++
queratindcitos por todo este papel) com resultados de CD154 em super-
regulagdo de ICAM e produgéo aumentada de citocinas -1

Até agora, apenas um relato apareceu implicar esta ligagdo na
patogénese de psoriase113 * Os tipos de células que expressam CD40 em lesGes
psoriaticas ndo foram identificadas no tltimo estudo e sua incidéncia e
condi¢do lesional ndo foi descrita. A presenga de CD154+ células T em lesdes
psoriaticas nfo foi estudado. Deste modo, este permanece néo conhecido se o
CD154 atua como um dos sinais para a produgdo por queratindcitos de
quimiocinas e complemento, que sdo observadas em abundéincia em lesdes
psoriaticas'"”. |

Pasch et al recentemente demonstrou a presenga e localizagdo
de células CD40+ e CD154+ pela imuno-histoquimica na pele lesional ou ndo
lesional a partir de dez pacientes com psoriase''®. A positividade aumentada
pelo CD40 foi observado na quantidade dos queratindcitos, € alta expressdo
de CD40 foi mostrado em quase todas as células CDla+ Langerhans em

epiderme normal, lesional, € ndo lesional. Além disso, a alta expressdo de
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CD40 esta presente em quase todas as células CD83+ em lesdes psoriaticas;

116 .
1", Também, uma

estas foram raramente vistas na pele ndo lesional e norma
pequena propor¢do de células T mostrou a expressio CD154, em mais
pacientes em justaposigdo as células CD40+. Estes resultados aumentam a
possibilidade que CD154+ células T possam ligar com queratindcitos CD40+,
células Langerhans, e células dendriticas CD83+, e liberar mediadores a partir
destes na lesdo. Além disso, estes demonstram que a ligagdo CD40 induz a
liberagdo de quimiocinas (IL-8, RANTES, e MCP-1)""%. Na mesma
publicagdo, Pasch et al. mostrou que a liberagdo relatada por CD40 de
quimiocinas IL-8, MCP-1 e a uma menor extensdo de RANTES foi inibida
pelo anticorpo antagonistico anti-CD40 5D12 116 Estes dados sugerem que o
antagonista anti-CD40 mAb 5D12 pode pelo menos em parte ter um efeito na
inflamagdo vista em lesdes psoriaticas.

US2003/0165499 divulga um efeito anti-psoridtico mensuravel
de 5D12 e outros anticorpos anti-CD40 antagonisticos em um camundongo
SCID no sistema de modelo de transplante xenogenéico que é usado como um
modelo para tratamento de psoriase, mostrando que os anticorpos anti-CD40
antagonisticos podem ser usados para o tratamento de psoriase.

Um efeito terapéutico de 5D12 neste sistema in vivo foi
demonstrado.

Em uma forma de realizac¢do particularmente preferida o dito
distarbio autoimune e/ou inflamatério compreende a doenga do intestino
inflamatério. Em uma outra forma de realiza¢do preferida um uso da invengéo
é fornecida em que a dita doenga do intestino inflamatério compreende colite
ulcerativa (UC) ou doenga de Crohn (CD).

Como ilustrado acima, um polipeptideo de acordo com a
invengdo € apropriado para o tratamento de diversos distirbios inflamatdrios,
incluindo distarbios autoimunes e rejeigdo a enxerto. Portanto, a invengdo em

uma forma de realizagio fornece um método para melhorar um sintoma de um
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distirbio autoimune e/ou um inflamatdrio e/ou para reduzir rejei¢do a enxerto.
Ainda em uma forma de realizagdo a invengdo fornece o uso de um
polipeptideo de acordo com a inveng¢édo, um corpo de ligagdo de acordo com a
invengdo, um anticorpo de acordo com a invengdo, um acido nucleico de
acordo com a inven¢do e/ou uma célula de acordo com a inven¢@o para a
fabricacdo de um medicamento para melhorar um sintoma de um distirbio
autoimune e/ou um inflamatorio e/ou para reduzir rejeicdo a enxerto. Para
melhorar um sintoma como usado na invengdo € definido como melhora pelo
menos de um sintoma de um distirbio pelo menos parcialmente. A invengéo ¢é
de interesse especifico para distirbios autoimunes e/ou inflamatorios para os
quais, no presente, ndo existe nenhum tratamento eficiente. Exemplos destes
distarbios sdo artrite reumatoide, lupo eritematoso sistémico, esclerose
multipla, psoriase, doenga do intestino inflamatério, penfigéides bolhosos e
dermatite atépica. Um polipeptideo de acordo com a invengéo, opcionalmente
compreende em um corpo de ligagdo ou uma célula da invengdo e/ou
codificado por um &cido nucleico da invengdo, ¢ especialmente apropriado
para melhorar um sintoma de um disturbio autoimune e/ou inflamatoério como
as propriedades definidas de um polipeptideo de acordo com a invengdo
permitindo interferir com uma via CD40-CD40L em uma maneira especifica.
Além disso, visto que um corpo de ligagdo de acordo com a invengdo €
preferivelmente desimunizado, um corpo de ligagdo de acordo com a
inven¢do esta presente por um periodo sustentado de tempo e deste modo
mostra esta atividade antagonizante em um paciente por um periodo de tempo
consideravel. Portanto, a inven¢do em uma forma de realizagdo fornece um
uso de um polipeptideo de acordo com a invengdo, um corpo de liga¢do de
acordo com a invengdo, um anticorpo de acordo com a invengdo, um acido
nucleico de acordo com a inveng¢do e/ou uma célula de acordo com a invengao
para a fabricagdo de um medicamento para melhorar um sintoma de um

distirbio autoimune e/ou um disturbio inflamatério e/ou para reduzir rejei¢ao
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a enxerto, em que o dito distarbio autoimune e/ou inflamatério é selecionado
do grupo de artrite reumatdide, lupo eritematoso sistémico, esclerose multipla,
psoriase, doenga do intestino inflamatério, penfigoides bolhosos e dermatite
atopica.

Breve descricio dos desenhos

A Figura 1, a concentragdo do soro ch5D12 depois da
administragdo simples no dia 0 nos quatro niveis de dosagem como indicado
pelo simbolos. Os valores sdo dados como pl de soro ch5DI2/mL e foram
determinados pelo ensaio imunossorvente ligado por enzima como detalhado
na referéncia 27.

A Figura 2. Mudangas na contagem do indice de atividade da
doenca de Crohn (CDAI) durante o periodo de 28 dias depois da infusdo
ch5DI2. A 4rea dividida indica o periodo que os niveis ch5DI2 excedem a
concentragdo 10 pg/mL (Vér também Figura 1) que foi observada ser um nivel
de soro antagonizante funcional em primatas>*?’. No grupo 0,3 mg/kg, os
niveis de soro nunca excederam o nivel 10 pg/mL.

A Figura 3, Contagem da atividade da doenga histologica no
dia 0 e dia 28. A contagem da atividade maxima ¢ 16 e a contagem da
atividade foi realizada de acordo com a referéncia’® As amostras a partir do
ileo (diamantes) de nove pacientes e amostras a partir do célon (quadrados) de
11 pacientes foram obtidos no dia 0 e dia 28 e os resultados estdo presentes
por nivel da dosagem de chSDI2 [(um) 0,3 mg/kg; (b), 1,0 mg/kg; (c), 3,0
mg/kg e (d), 10,0 mg/kg].

A Figura 4. A biopsia do célon do paciente 012 (3,0 mg/kg) e
a bidpsia do ileo do paciente 011 (3,0 mg/kg) sdo mostradas como exemplos
para a redugdo das respostas inflamatérias. As amostras foram manchadas
com anticorpos que reconhecem todos os linfécitos T (CD3), células B
(CD19), macrofagos (CD68) e células CD40(+) antes (a, ¢) e no dia 28 depois

da administrag¢do ch5DI2 (b, d). HE, hematoxilina-eosina.
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A Figura 5. O DNA consensual e a seqii€éncia de aminoacido
deduzida do 5D12 VH murino e regido VL.

A Figura 6. A comparag¢do do aminoécido da regido de murino
V com regides V embutidas e desimunizadas de SD12.

A Figura 7. O alinhamento de 12 variantes de aminoacidos
testados (QSE, K13A, E16Q, T17S, 129L, 137V, P45L, M48L, STS60NSA,
T68S, S7T9F, e T108S) de 5D12 VII desimunizado comparado com seqiiéncia
de murino precursora (chSD12) e a sequiéncia desimunizada total (DISD12).

A Figura 8. A andlise de FACS usando células JY. O
sobrenadante celular PER.C6 das variantes expressadas transitorias (QSE,
K13A, E16Q, T17S, 129L, 137V, P45L, M48L, STS60NSA, T68S, S79F, e
T108S) de 5D12 foi coletado depois 48 horas. Como o controle também o
sobrenadante foi coletado das células transfectadas com ch5D12 ou DISD12
junto com o sobrenadante de células trasnfectadas de imitagdo (nenhum
plasmideo). A ligagdo de anticorpos expressados foi testado por FACS usando
células JY junto com anticorpo secundério rotulado por FITC anti-humano
(1/100 diluido). Como o controle FACS as células JY foram incubadas com
apenas o anticorpo rotulado FITC secundario.

A Figura 9. O alinhamento das variantes V-L-I adicionais em
posi¢des 29 e 37 (291-37V, 29V-371, 291-37L, 29V-37V, 29L-37L, 29V-37L,
291.-37V) de 5D12 VII desimunizado comparado com a seqiiéncia quimérica
precursora (ch5D12), a seqiiéncia totalmente desimunizada (DISD12; 291-371)
e PG102 (29L-37I).

A Figura 10. A distribuigdo da produtividade do anticorpo pela
linhagem celular GS-CHO que produz o anticorpo PG102 e culturas de placa
de 24 reservatorios 'enormes'. Diversas linhagens celulares séo plotadas no
eixo X, as faixas de concentragdo do anticorpo séo plotadas no eixo Y (faixas
de concentragdo de anticorpo sdo distribuidas em grupos de partida

ascendentes a 0 a 25 ug/ml).
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A Figura 11. Os perfis de desenvolvimento e acumulag@o do
para a linhagem celular A) L107 (DC1; painel superior), B) L25 (DC2; meio
do painel) e C) M95 (DC3; painel inferior) em cultura de frasco de agitacdo
por batelada alimentada com CDACF.

A Figura 12. A comparagdo da ligagdo de PG102 (vermelho) e
ch5DI2 (PG100) (azul) a 10 pg/mL pelo CD40 imobilizado em 3 niveis
diferentes.

A Figura 13, a inibi¢do da ligagdo de CD40 mAb pelas células
JY que expressam CD40 humano pelo anti-idiotipo mAb 173-36-1, Os Mabs
anti-CD40 foram submetidos a ensaio em uma concentragdo de 1 pg/ml. Os
dados indicam que * s.e. médio de 4 determinagGes separadas para cada
anticorpo.

A Figura 14. ELISA CD40-Fc. A ligagdo relatada pela
concentragdo de ch5DI2 (PG100) e PG102 por CD40 humano-Fc. As placas
foram cobertas durante a noite com 250 ng/ml de CD40 humano-Fc. O
controle de isotipo mAb, chFUN-1, é direto contra CD86 humano. O dados
indicam que * s.e. médio (todos n=3).

A Figura 15. A quantificagdo FACS da ligagdo anti-CD40
mAb por células JY. Os chSDI2 (PG100) e PGI102 apresentaram
concentra¢cdes de ligagdo metade-méaxima comparavel. O anti-CD86 mAb,
chFUN-1, também mostrou ligacdo por células JY nestes experimentos
devido a superficie da expressdo de CD86 humano por esta linhagem celular.
Os dados indicam que as determinagdes duplicaram para cada anticorpo.

A Figura 16. A inibi¢do da ligagdo de ch5DI2 (PG100)-PE e
PG102-PE por células JY pelo anticorpos chSDI2 (PG100) e PG102 n3o
rotulados. Os ch5DI2 (PG100) (A) e PG102 (B) rotulados foram incubados a
1 pg/ml na presenga de concentragdo aumentada de anticorpo ndo rotulado de
competicdo, ligagdo de anticorpo rotulado como determinado pelo meio de

intensidade de fluorescéncia (MFI) pela citometria de fluxo. O MFI maximo
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para a ligagdo ch5DI12 (PGI00)PE e PGIO02PE foi 369 unidades de
fluorescéncia (A) e 305 unidades de fluorescéncia (B), respectivamente. Os
dados indicam que + s.e. médio de 4 experimentos separados.

A Figura 17. A inibi¢do de IL-8 liberado pelas células THP-1
depois da co-cultura com células Jurkat. As células THP-1, pulsadas com
IFN-gama, sdo co-cultivadas com células Jurkat na presenga de concentragdes
aumentadas de ch5D12 (PG100) ou PG102. A liberagdo IL-8 a partir de
células THP-1, induzidas pela ligagdo de células Jurkat a células THP-1 por
intermédio de CD40-CD40L, foi medido por ELISA. Os dados indicam os
resultados a partir de um experimento simples.

A Figura 18. O acido nucleico e a seqiiéncia de aminoacido de
um cadeia IgG,; PG102 peéada e leve.

Exemplos
Exemplo 1
Materiais e métodos

Dezoito pacientes adultos (18 a 60 anos de idade) com um

- diagndstico clinico de doenga de Crohn confirmada pela evidéncia

radiologica, endoscopia ou histologica, e com uma contagem de indice da
atividade da doenca de Crohn (CDAI) de pelo menos 220 mais ndo mais do
que 450 (contadas em 7 dias antes de estudar a administragdo do
medicamento) foram selecionados para inclusdo no estudo. Os pacientes
foram deixados para ter os seguintes tratamentos antes e durante o estudo; o
tratamento de mesalamina por 8 ou mais semanas com a remanescente
dosagem estavel por 4 semanas antes da avaliagdo; um méximo de 30 mg de
corticoesterdides por dia (ou 9 mg de budesonida por dia) por 8 ou mais
semanas, com a remanescente dosagem estavel a 2 semanas antes da
avaliagdo; mercaptopurina ou azatioprina por 4 ou mais meses com uma
remanescente dosagem estavel por 8 semanas antes da avaliagdo. Os pacientes

ndo devem ter recebido o tratamento com ciclosporina A ou metotrexato
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dentro de 3 meses antes da avalia¢do ndo foram estes deixados ter exposi¢do
antes do tratamento com Mabs. A idade média de todos os pacientes
registrados foi de 35,8 anos dos quais sete foram machos e 11 foram fémeas.
Todos os pacientes foram da etnia caucasiana. Nenhuma diferenca aparente
entre os pacientes nos grupos diferentes em inclusdo foram observados
(Tabela 1), com a excecdo que nos grupos de trés dosagens inferiores a
maioria dos pacientes foram fémeas, enquanto o maior grupo de dosagem
(10,0 mg/kg) consistiu de apenas pacientes machos. Aqui ndo foi notado
diferengas entre os quatro grupos com respeito a um eletrocardiograma de
linhagem de base (ECG), sinais vitais, exames fisicos, sinais de historico da
doenga de Crohn e sintomas, e valores de laboratério de linhagem de base.
Aqui ndo tiveram diferengas significantes que diz respeito as caracteristicas
da linhagem de base entre os quatro grupos de dosagem. O grupo de dosagem
mais alto entretanto também mostrou a contagem CDAI mais alta em
linhagem de base. Este estudo foi aprovado pelo Medical Ethical Boards da
University Hospitals Leuven, BelgiA, Leiden University Medical Center,
Paises Baixos, Medizinische Klinik, Kiel, Alemanha, e Hadassah Medical
Center, Jerusalém, Israel. Todos os pacientes ddo permissdo para o estudo.
Projeto do estudo e protocolo de tratamento

O ch5D12 é um anticorpo IgG4 humano projetado
molecularmente contendo os dominios varidveis das cadeias pesadas e leves
de versdo precursora Mab 5D12. Este Mab foi mostrado por ligar as células
de carregamento CD40 e por antagonizar ativagdo mediada por CD40 de
varias células®®?’. O ch5D12 foi administrado em um rétulo aberto, dose
simples, teste de multi-centro, estudo dos niveis de quatro doses. Aqui foram
cinco pacientes em cada grupo de tratamento exceto pelo grupo de dosagem
final em que apenas trés pacientes foram registrados. A administrag@o simples
em niveis de dosagem de 0,3, 1,0, 3,0, e 10,0 mg/kg de ch5D12 foi feito

intravenosamente. Depois o recrutamento completo em um grupo de
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dosagem, o recrutamento no proximo grupo apenas foi comegado quando a
seguranca foi estabelecida no nivel de fluxo de dosagem. A atividade clinica
da doenga foi avaliada em cada uma visita semanalmente pelo primeiro
periodo do dia 28 e uma ultima visita subseqiiente no dia 56. Dois pacientes
(3,0 mg/kg grupo de dosagem) retiraram-se do estudo depois do dia 28
determinado mais estes dados sdo incluidos na avaliagdo. Os pacientes foram
deixados estaveis na mesma dosagem de sua medicagdo corrente durante o
curso do estudo. Nenhuma medica¢do ndo permitida de acompanhamento foi
usada durante o estudo. As respostas ao tratamento chSD12 foi definido como
uma diminui¢do em CDALI de > 100 pontos e remissdo da doenga clinica foi
definido como um CDAI de < 150 (contagem total) e uma diminuicdo de
CDAI de pelo menos 100. Todos os pacientes que sofreram de uma
endoscopia na avaliagdo e no dia 28 (n = 11) foram analisados por uma
diminui¢do em seu indice de contagem da severidade do indice endoscdpio da
doenga de Crohn (CDEIS). As bidpsias foram retiradas destes pactientes 11
antes e no dia 28 depois da administra¢do ch5D12 por histopatologia e imuno-
histoquimica. A seguranga nas avalia¢des incluem exames fisicos, sinais
vitais, ECG, e dados de laboratério (quimico, hematologia e andlise da urina)
incluindo, anti-dsDNA, pANCA, e avaliagdes de anticorpo anti-quimeérico
humano (HACA). O HACA foi determinado pelo ensaio imunossorvente
ligado por enzima (ELISA) como explicado na referéncia. (27).
Farmacocinéticos

As concentra¢des do soro de ch5DI2 foram determinadas por
ELISA como previamente descrito’’. Para determinar o revestimento de
CD40 pelo ch5DI2 injetado, o sangue foi coletado em tubos de heparina e
diluidos em duas partes em PBS. As células mononucleares sanguineas
periféricas (PBMC) foram isoladas pela centrifugacdo gradiente
(Lymphoprep, Nycomed, Roskilde, Denmark) e 500 000 células foram
manchadas com ch5DI2 rotulado por FITC e anti-CD20 rotulado por PerCP
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(Becton-Dickinson, Mountain View, CA, USA) e incubados em gelo por 30
minutos. Como um controle de fundamento pela ligagdo SD12-FITC, um tubo
separado de PBMC foi manchado apenas com anticorpo anti-CD20 rotulado
por PerCP. Os anticorpos ndo ligados foram lavados até o fim, e as células
foram analisadas usando um citometro de fluxo (FACSort; Becton-
Dickinson). A aquisi¢cdo de eventos foi conduzido pela barreira e adquirindo
as células que expressam CD20 por um total de 5000 eventos. Se diversas
células que expressam CD20 for inferior por uma série de amostra, o cuidado
para retirar e adquirir 0 mesmo numero de eventos tanto na preparacdo
manchada quanto na preparag@o ndo manchada.
Histologia e imuno-histoquimica

As bidpsias mucosais a partir do ileo e do colon obtidas
durante a ileocolonoscopia antes do tratamento no dia 0 e no dia 28 com
uma pinga padrdo que foi fixada em formalina a 6% para analise de rotina.
As amostras adicionais foram imediatamente congeladas por ruptura no
composto da temperatura de corte 6tima Tissue-Tek (Miles Laboratories
Inc, Naperville, IL, USA) em isopentano esfriado por nitrogénio liquido.
As amostras foram armazenadas a -80°C até o uso adicional. As amostras
fixadas de formalina foram rotineiramente processadas por parafina. As
se¢Oes de espessura de cinco micrémetro foram preparados e manchados
com hematoxilina e eosina. As se¢Oes foram analisadas usando um
microscopio Leitz Wetzlar (Wetzler, Alemanha). Um total de quatro
secOes semi-seriais para cada amostra foram analisadas. As amostras
congeladas foram usadas para andlise imuno-histoquimica, que foi
realizada usando um painel de Mabs para avaliar a presenga de sub-séries
diferentes dos linfécitos e mondcitos/macrofagos. O painel foi
completado com Mabs direto contra CD40 e CD40L. O manchamento
imuno-histoquimico foi realizado em segGes cryostat, secadas durante a

noite em temperatura ambiente, e fixada na acetona absoluta por 10
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minutos. Os dispositivos re-hidratados foram incubados por 30 minutos
com os seguintes Mabs; CD3 (clone: UCHTI1, 1/10 diluigdo) (Dako,
Glostrup, Denmark), CD4 (clone: MT310, 1/10 diluig¢do) (Dako), CD8
(clone: 144B, 1/20 diluigdo) (Dako), CD19 (clone: HD37, 1/30 diluigdo)
(Dako), CD40 (clone: 5D12, 1/100 dilui¢do) (PanGenetics, Amsterdam,
Paises Baixos), CD68 (clone: KO, 1/50 dilui¢do) (Dako), CD154 (clone:
M90, 1/10 diluicéo) (Serotec, Oxford, UK). O Mab secunddrio foi uma
imunoglobulina anti-camundongo rotulada por biotina (1/400 diluigéo;
Dako) aplicada por 30 minutos. Para peroxidase enddgena de bloqueio
eficiente, as se¢des foram também incubadas em solugdo de metanol
contendo 0,3% (v/v) H,O, por 20 minutos. Depois trés lavagens com PBS,
o complexo rotulado por peroxidades de avidina/biotina (Dako) foi
adicionado. Entre as incubagdes, as se¢Oes foram lavadas em solugédo
salina tamponada por fosfato ao pH 7 por 15 minutos. O produto da
reacgdo foi visualizado pela incubagdo da se¢do por 10 minutos em 0,05 m
de tampdo de acetato ao pH 4,9, contendo 0,05% de 3-amino-9-etil-
carbazol (Janssen, Beerse, Belgium) e 0,01% de H,0O,, resultando em um
local imunorreativo vermelho claro. Subseqiientemente, os dispositivos
foram fracamente contra-manchados com hematoxilina de Harris,
enxaguada com 4gua destilada e uma combinagdo coberta foi aplicada
com glicerol. Os controles, que foram negativos, consistiram de uma
omissdo de um anticorpo primdario e secundario, o uso de cromogénio
sozinho, e o uso de IgG de camundongo pontuados por isotipo irrelevante
(vimentina; Dako).

As se¢Oes de parafina manchadas com hematoxilina e eosina,
foram todas analisadas pelo mesmo patologista (K.G.) ligadas pela origem das
amostras. A atividade da doenca foi avaliada usando uma contagem numérica
histolégica®® de que a atividade méxima corresponde a 16. As secdes

manchadas imuno-histoquimicamente foram também analisadas em uma
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maneira ligada. Para 15 séries de bidpsias, as células manchadas
positivamente foram contadas em campos de forga altos (amplificacdo x40).
Os campos foram escolhidos de acordo com a densidade mais alta de células
estromais. O nimero foi expressado como uma porcentagem do total de
diversas células mononucleares no estroma. Estas contas foram usadas para a
constru¢do de um sistema de contagem pelo qual a intensidade das cé€lulas
manchadas positivamente foi sub-dividida em quatro categorias: —, +/—, + e
++. O valor normal para CD3+, CD4+, CD8+, CD19+ e CD68+ tanto para o
ileo quanto para o colon é +. O valor normal para as células CD40+ e
CD154+ é negativo (-).
Parametros de seguranga imunologicos

Para avaliar qualquér imunossupressdo ndo especifica por
ch5D12, a proliferacdo de células T sanguineas periféricas em resposta ao
mitogénio fitoemaglutinina (PHA) foi avaliado. A estimulagdo de PHA (1
ng/mL) foi realizada em PBMYV isolado como previamente relatado.”! Além
disso, as porcentagens das células CD3+, CD4+, CD8+ e CD20+ circulantes
foram medidas para excluir a deplegdo de células circulantes. Para a
citometria de fluxo, o sangue foi coletado em tempos indicados em tubos de
heparina, de que 100 pL de sangue total em cada tubo testado foi manchado
como os seguintes (todos os Mabs foram adquiridos de Becton-Dickinson):
anti-CD3-FITC, anti-CD19-PE, anti CD45-PerCP, anti-CD45-FITC, anti-
CD4-PE, anti-CD8-PE e anti-CD14-PE. As células mahchadas foram entdo
analisadas em um citdmetro de fluxo FACScan (Becton-Dickinson). Este
protocolo foi conduzido para célculo da razdo de células CD4+ a CD8+ e para
determinar a propor¢do de células B dentro da populagdo linfocitica. As
porcentagens relatadas por CD3 e CD19 foram as porcentagens das células T
e células B dentro da populagdo linfocitica, considerando, as células CD4 e
CD8 que foram relatadas como as porcentagens das células CD3. Apenas

CD14 (populagdo monocitica) é mostrada como uma porcentagem da
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populagdo CD45 total.
Resultados
Farmacocinética

Os meios dos niveis de picos de chSD12 depois uma injegdo
intravenosa simples foram dependendo da dosagem e proporcional a dosagem
(Figura 1). Depois de 24 horas, aproximadamente 50% do ch5DI12
administrado deve ser detectado em soro no maior dos trés grupos de
dosagem. Para o grupo 0,3 mg/kg, apenas 15% esta presente em soro depois
de 24 horas. A partir de estudos de primatas ndo humanos, um t1/23 de 8 a 10
dias foi calculado”” que foi confirmado pelo dado humano corrente. O
revestimento completo de CD40 em células B sanguineas periféricas néo foi
atingido pela infusdo de 0,3 mg/kg como determinado por um ensaio de
competi¢do ex vivo usando ch5D12 rotulado por FITC (ndo mostrado). Para o
grupo 1,0 mg/kg, aproximadamente 1 semana de revestimento de CD40 em
células B circulantes devem ser observadas, enquanto nos dois maiores
grupos de dosagem este periodo aumentou por 2 a 3 semanas. Isto indica que
no grupo de dosagem inferior, o antagonismo de CD40 foi incompleto,
enquanto o antagonismo completo foi atingido no grupo 1,0 mg/kg por 1
semana e ainda mais longo nos maiores grupos de dosagem.
Respostas c(z'nicas

A andlise da evolugdo CDAI indica que 13 dos 18 pacientes
(72%) experimentaram uma resposta favoravel depois da infusdo ch5D12.
Similarmente, quatro dos 18 pacientes (22%) experimentaram uma remissio
durante aquele periodo. Quando avaliado no dia 21, uma resposta favorivel
foi registrada em 10 dos 18 pacientes. Os grupos 2 e 4 mostraram o meio de
diminui¢do maior em CDAI, e nenhuma relagdo clara efeito-dosagem foi
observada (Figura 2; Tabela 2). Uma medigdo repetida pos-hoc anova
mostrou uma diminuigdo significante estatisticamente em CDAI no dia 56 do

periodo de observagdo (P < 0,001). A diferenca entre os grupos ndo foi
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significante estatisticamente. Apenas nos grupos 3 e 4, CDEIS deve ser
avaliado (como a endoscopia foi realizada em apenas trés pacientes no grupo
1 e 2). No grupo 3, dois dos cinco pacientes tem uma diminui¢do em CDEIS,
considerando no grupo 4, dois de trés pacientes tem uma diminui¢do. Os
pacientes remanescentes nestes dois grupos ndo mostraram mudanga (ndo
mostrado).

Mudangas histologicas

Nos pacientes a partir do qual as biopsias foram retiradas (n =
11), um investigador simples realizado na avaliacdo das mudangas na
histopatologia e imuno-histoquimica. As avaliagdes realizadas no material da
bidpsia mostrou uma influéncia clara no tratamento da atividade microscopica
da doenga tdo bem quanto na intensidade do infiltrado da célula mononuclear
da prépria lamina.

A mudanga a partir da linhagem de base por histopatologia no
dia 28 e a contagem da atividade é mostrada na Figura 3. As amostras a partir
do ileo de nove pacientes e as amostras a partir do célon de 11 pacientes no
dia 0 foram disponiveis. No quatro casos, o ileo ndo foi envolvido na
avaliagdo enquanto cinco pacientes tem doenga ileal ativo. O meio da
contagem da histologia no dia 0 por aquele com doenga ativa foi de 4,6 (faixa
de 3 a 7). O meio da contagem da histologia pelos cinco pacientes diminuem
a 1,0 (faixa de 0 a 3) no dia 28. No quatro dos 11 pacientes, o célon ndo foi
envolvido no dia 0 e as amostras colOnicas a partir destes pacientes
permaneceram normais no dia 28. Em sete pacientes o célon foi claramente
envolvidos com um meio de contagem da histologia no dia 0 de 4,5 (faixa de
2 a 12). Esta diminui¢do no dia 28 por um meio de contagem de 1,7 (faixa de
0 a 7). No cinco dos sete pacientes, a contagem no dia 28 foi 0 indicando uma
bidpsia normal ou 1 indicando apenas anomalias arquiteturais. No menor
grupo de dosagem (painel um), a contagem col6nica de um paciente diminuiu,

mas a outra contagem coldOnica neste grupo permaneceu alta e a contagem do
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ileo ainda aumentada. Nos maiores grupos de dosagem (painéis b-d), o ileo ou

colon ou ambos diminuiram na contagem da atividade no dia 28 depois do

tratamento com ch5DI2. Conclusivamente, uma resposta positiva [como

definido na referéncia (41)] foi observado em 81% (9/11) dos pacientes. Além
disso, os sete pacientes com doenga ativa no dia 0 mostrou reducdo da
atividade de neutréfilos ao ponto que os neutrdfilos ndo estdo presentes em
suas biopsias no dia 28.

Para avaliar que as células foram alvejadas pelo tratamento
com ch5D12, uma avalia¢do imuno-histoquimica foi realizada por protocolo
nas bidpsias disponiveis usando marcadores de célula T (CD3, CD4 e CDS) e
célula B (CD19) e um marcador de macrofago (CD68). Os Resultados sdo
listados na Tabela 3, nenhuma reducdo foi observada no dia 28 no menor
grupo de dosagem enquanto em todos os outros grupos a infiltragdo diminuida
foi observada. Nas amostras a partir do ileo em linhagem de base, existe um
aumento do namero de CD3+ célula T em seis de nove casos. No célon, um
aumento no numero de CD3+ célula T estd presente em quatro dos 11
pacientes, todos dos quais também tem a doenga ativa em histologia de rotina.
No dia 28, os nimeros de CD3+ célula T tem normalizado em todos mais um
paciente. Neste paciente (paciente 001; grupo menor de dosagem; 0,3 mg/kg)
existe um aumento persistente CD3+ célula no ileo e colon, em paralelos com
a atividade inflamatoria persistente e histologia de inflamagdo granulomatosa
e de rotina. As células CD4+ e CD8+ seguidas por um precursor similar como
CD3+.

O precursor para a CD19+ células B foi comparado com
aquele observado pela célula T. No dia 0, existe uma elevagdo das células B
em seis dos nove pacientes pelo qual as bidpsias de ileo foram disponiveis e
no quatro dos 11 amostras a partir do célon. No dia 28, a quantidade das
células B tem normalizado em todos os casos exceto por um paciente a partir

do grupo inferior de dosagem.
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Uma diminui¢do similar no dia 28 foi observado pelas células
CD68+ mondcitos/macréfagos. No dia 0, existe um aumento na quantidade de
células CD68+ mondcitos/macrofagos em cinco dos nove pacientes pelo qual
as biopsias de ileo foram disponiveis e no quatro dos 11 amostras a partir do
colon. Mais uma vez a diminui¢do tem normalizado no dia 28, exceto por um
paciente do grupo inferior de dosagem que permanece alto pelas células
CD68+ monocitos/macrofagos na amostra colonica e ainda um aumento na
bidpsia de ileo, que mostra este paciente que ainda tem a doenga ativa no dia
28. |

A Figura 4 mostra exemplos representativos da diminuigdo de
todos os trés maiores tipos de células (Células T, Células B e células
monocitos/macrofagos) em biopsia do ileo do paciente 011 (a contagem da
atividade: 7) e bidpsias colbnicas do paciente 012 (a contagem da atividade:
12) antes da administracdo de ch5D12 e no dia 28 depois da administragdo de
ch5SDI12.
Seguranga

Nos pacientes retirados do estudo porque os eventos adversos
(AEs) com a maioria destes AEs sendo suave para moderar na severidade.
Uma avaliagdo de AEs ocorre em > 5% do numero total de AEs revelando a
pirexia sendo AEs mais comum, artralgia, mialgia e dor de cabega. Artralgia,
ocorre freqiientemente ambos em linhagem de base e durante o periodo de
acompanhamento, diminui¢do na freqiiéncia no curso do periodo de
acompanhamento. Sintomas semelhantes a gripe e erupgdes pruriticas
ocorrem em quatro pacientes, do qual apenas um paciente experimenta um
inicio de erupg¢do moderada curta depois do estudo da administragdo do
medicamento (3,0 mg/kg). Em toda parte, ndo existe uma resposta de
dosagem clara para qualquer AE simples, com a exce¢do possivel da dor de
cabega/enxaqueca.

Existem seis sérios efeitos adversos (SAEs) notado em seis
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pacientes; no eventos ocorrido no grupo 0,3 mg/kg, trés eventos no grupo 1,0
mg/kg grupo, dois eventos no grupo 3,0 mg/kg e um evento no grupo 10,0
mg/kg. Os cinco dos seis SAEs foram considerados possiveis no estudo do
medicamento relatado, um evento ndo foi considerado relatado. Todos mas
um evento foram eventos gastrintestinais (dois sub-ileos ambos em 1,0
mg/kg; duas doenga de Crohn agravadas, pacientes 1,0 e 3,0 mg/kg; € uma
dor abdominal agravada em um paciente 3,0 mg/kg). Dois destes eventos
entretanto, ocorrido em um tal ponto de tempo que uma conexdo casual ao
estudo do medicamento € muito improvavel (um paciente no dia da infusdo e
um outro paciente depois da endoscopia sofrida no dia 29 depois do estudo da
administra¢do do medicamento). Uma das anomalias observadas aparecem
nos estudos dos medicamentos ou doses relatadas.
Parametros de seguranga imunologicos

Como ch5D12 inibe a ativagdo da célula B in vitro, niveis de
imunoglobulina total foram determinados e observados a serem estaveis no
curso do periodo de acompanhamento. Para excluir a possibilidade que
ch5D12 € capaz de esgotar as células B a partir da circulagéo realizamos sub-
séries de andlise de PBMC no curso do estudo. As porcentagens € numeros
absolutos de células positivas CD3, CD4, CD8 e CD14 ndo foram afetadas
pela administragdo de ch5D12. As contas absolutas de CD19+ células B
transitoriamente corrente diminui brevemente depois da administra¢do
ch5D12 e registrou os seus valores originais depois de ch5D12 foi clareado a
partir da circulag@o (ndo mostrado).

Para o estudo se o tratamento com ch5D12 causaria um efeito
supressivo imune geral, o PBMC isolado em vérios pontos de tempo antes e
depois do tratamento foram estimulados pela célula T policlonal ativadora de
PHA. Infelizmente, as células do grupo de dosagem 10,0 mg/kg ndo foram
congeladas apropriadamente e foram portanto incapaz de responder ao PHA,

incluindo as células obtidas antes da administragdo de ch5D12. O indice de
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estimulagdo induzido pela incuba¢do com PHA foi altamente varidvel mas
também ndo tem direcdo de uma diminui¢do depois do tratamento chSD12 ser
detectado (dados ndo mostrados).

Os anticorpos anti-ch5SD12 ndo foram detectados em dois
grupos de dosagem inferiores em toda parte do estudo completo. No grupo 3,0
mg/kg, um paciente foi observado para ter montado uma resposta anti-
ch5D12, apesar do sinal ser muito baixo e deve ser apenas detectado na
amostra nio diluida no dia 28 deste paciente. No maior grupo de dosagem,
um outro paciente tem anticorpos anti-ch5DI2 no dia 28 e dia 56 do estudo.
Este deve ser detectado com uma diluigdo de 1:64. Portanto, apenas dois
pacientes tem uma resposta imune possivel a administragdo ch5DI2.
Discussdo

Neste rétulo aberto, o teste multi-centro, quatro niveis de
dosagem de ch5DI2 foram administrados aos pacientes com moderagdo pela
grave doeng¢a de Crohn. Dezoito pacientes foram registrados, com cinco
pacientes em cada grupo de tratamento exceto pelo grupo de dosagem final
em que apenas trés pacientes foram registrados. O ch5DI2 dos niveis de soro
aumentaram dependendo da dosagem e da longa vida média do soro que foi
observado em macacos cinomolgos®’ e foi confirmado em humanos. Este
estudo mostra a possibilidade da ativacdo celular mediada por CD40
antagonizante usando ch5DI2, na auséncia de maiores efeitos colaterais. A
analise CDAI indica que 72% dos pacientes experimentaram uma resposta
clinica e 22% experimentaram uma remissdo durante o estudo. Estes
resultados sdo promissores; entretanto o projeto de rétulo aberto e a auséncia
de um grupo de controle feito é impossivel definitivamente atribuir as
mudangas observadas a administragdo do estudo do medicamento. Entretanto,
teremos diversos argumentos em favor do efeito anti-inflamatério do ch5DI2.
Primeiro, a diminui¢do observada em pacientes entre CDEIS em dois grupos

maiores de dosagem que suportam a eficécia do tratamento. Secundariamente,
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os resultados das andlises histologicas e imuno-histoquimicas feitas em
bidpsias, mostram que ch5DI2 reduz a atividade inflamatéria no célon ou ileo.
No grupo inferior de dosagem nenhum efeito claro foi observado. Os
pacientes no grupo 10,0 mg/kg tem a menor contagem da atividade
histolégica no dia 0 e a redugd@o na contagem da atividade € portanto limitada
neste grupo. As maiores contagens em linhagem de base foram observadas
nos grupos 1,0 mg/kg e 3,0 mg/kg e nestes pacientes, existe uma redugéo
clara na contagem histologica no dia 28.

Embora dois pacientes foram identificados tendo anticorpos
anti-ch5DI2 no estudo corrente, os niveis de anticorpos HACA permanecem
muito baixo e foram apenas detectados em diluigdes muito baixo do soro.
Este permanece a ser estabelecido se as respostas anti-chSDI2 serdo
detectadas nos estudos subseqiientes.

Estes testes representam a primeira administragdo do anti-
CD40 Mab no geral e de ch5D 12 em particular aos humanos. Entretanto, a
evidéncia da atividade biolégica de Mab 5D12 tem sido previamente obtidas
in vivo no modelo experimental autoimune de encefalomielite (EAE) em
macacos sagiii. A administragdo de partida SD12 de 2 a 4 semanas depois da
indu¢io da doenca tem claros efeitos benéficos™. Este prova in vivo de
humanizagdo recombinante iniciada de conceito e ainda desenvolvimento de
5D12. A atividade bioldgica do ch5DI2 foi também avaliada no modelo EAE
de sagiii. No dia 50 depois da imunizagdo de MOG, a incidéncia da doenga no
grupo placebo foi 100% (50% de animais foram mortos por sua gravidade de
EAE), enquanto nenhum sinal de doenga foi observado no grupo chS5DI2
tratado™. Além disso o ch5DI2 tem mostrado atividade funcional em um

Be quando usado como estratégia

modelo de transplante renal de macaco reso

supressiva imune para evitar respostas imunes contra particulas adenovirais e
2 . :

seus produtos®®. Um estudo de reatividade cruzada do tecido em humano e

tecidos cinomolgos mostrou que ch5D12 liga-se a superficie da célula B e DC
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em Orgdos linféides. Nenhuma reatividade cruzada ndo esperada foi
observada em humanos ou tecidos cinomolgos. Uma avaliagdo de seguranca e
tolerabilidade por ch5DI2 foi realizada em macacos cinomolgos, em que a
administracdo semanalmente de ch5D 12 por 4 semanas foi mostrado a ser
seguro e sem qualquer efeitos colaterais em todos os macacos. Neste estudo, a
evidéncia funcional foi obtida que o chSDI2 pode evitar a ativagdo da célula B
e proliferagio”’. Coletivamente estes estudos mostraram que o antagonista
anti-CD40 humano Mab ch5DI2 ndo tem nenhuma reatividade cruzada nio
esperada, € seguro, a reatividade imune 1imitada. em macacos cinomolgos, e
inibe uma doenga inflamatdria cronica de protétipo do sistema nervoso central
em macacos saglii. Visto que, a avaliagdo pré-clinica ainda suportou o
desenvolvimento para o uso em pacientes.

A via co-estimulador CD40-CD154 (CD40L) foi validada em
modelos de animais como um alvo clinico promissor para o tratamento da
doenca autoimune e rejei¢io de transplante.”” Potencialmente a interagdo de
CD40-CD154 pode ser inibida pelo alvejamento CD40 ou CD154. Todos os
estudos prévios tem focado em CD154 antagonizante, que € seletivamente
expressado em célula T ativada e plaquetas®'. Os estudos clinicos humanos
usando um anti-CD154 Mab humano foram parados por causa de eventos
tromboembdlicos” ™. Como este anti-CD154 Mab ¢ construido como um
IgGl humanizado, que ligam-se expressamente bem aos receptores Fc, o anti-
CD154 Mab pode reticular CD154 aos receptores Fc resultando na formagdo
de coagulos sanguineos. Recentemente, o CD40 foi relatado a ser
constitutivamente expressado em plaquetas e observado a ser funcionalmente
importante usando CD154 soluvel como estimulos pela ativagdo de pléquetas.
Estes efeitos estimuladores que resultados na ativa¢do de plaquetas foram
anuladas pela adi¢io de anti-CD154 ou Mabs anti-CD40*. Confirmados
como caracteristicas ndo estimuladoras de chSD12 também em experimentos

com plaquetas humanas, como adi¢do de ch5D12 por plaquetas pré-
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estimuladas usando concentragdo sub-favoravel de ADP ou colageno foi sem
qualquer efeito no estado de ativagdo das plaquetas (M.F. Hoylaerts,
observagdes ndo publicadas, Leuven, Belgium). Além disso, a parte IgG, Fc
da cadeia principal ch5D12 Mab tem reduzido a capacidade por ligar aos
receptores Fc expressados em plaquetas como comparados com uma cadeia
principal IgG;. A discriminagéo adicional entre os dois métodos vem do fato
que as células B alvos por chSD12, mondcitos, macrofagos e DC, enquanto
um anti-CD154 Mab alveja principalmente a célula T ativada, resultando nas
estratégias clinicas diferentes marcadamente. Nenhuma indicagdo de
tromboembolismo em qualquer dos pacientes tratados neste estudo foram
observados.

O efeito de ch5D12 é amplamente baseado na interferéncia
com ativagdo celular mediada por CD40. O disparador CD40 induz a citocina
e a secre¢do de quimiocina por macrofagos e DC, e intensifica a capacidade
apresentada pelo antigeno posteriormente. Como o ch5D12 antagonizam o
receptor CD40 através que a produgio TNF-o é induzida®, esta forca também
antagoniza a secre¢do TNF-a que incontestavelmente € uma citocina
importante na doenga de Crohn*” Entretanto, também um numero de outras
citocinas inflamatérias, tal como IL-8 e IL-12%°, sdo induzida pelo disparo de
CD40 e portanto a forca ch5D12 tem propriedades anti-inflamatérias em
adigdo 4 prevengdo da produgdo TNF-a. Se os efeitos observados dependerem
principalmente de uma ativagdo da célula T reduzida, ou de uma liberagdo
reduzida de citocinas e quimiocinas, espera-se investigac¢do adicional.

Este primeiro estudo em homem com ch5D12 mostram os
beneficios clinicos promissores na auséncia de sérios efeitos colaterais. Os
estudos clinicos adicionais serdo necessarios para estabelecer o papel e 6timo
esquema de dosagem por ch5D12 em manuten¢do de remissdes e na
seguranca de monitoramento de multiplas infusdes. Obviamente, o beneficio

terapéutico pelo CD40 antagonizante sera limitado a doenga de Crohn e pode
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ser potencialmente estendido por um outro qualquer disturbio inflamatério.
Exemplo 2
Material e Métodos
Geragdo de versdo quimérica de 5D12

A partida da célula SD12 da linhagem de hibridoma as regides
varidveis de murino de 5D12 foram clonadas. Resumidamente, a partir das
células lisadas usando RNA de Qiagen total que foi isolado. Pelo RT-PCR
usando os oligos 5' CAG GTS MAR CTS SAG SAG TC W GG 3'e 5' GCA
TGT ACT AGT AAT TTT TVT TGT CCA CYT TGG TGC T 3' para
ampliar a regido VH e usando os oligos 5' CGA TAC GAS MTY CAG CTG
ACC CAG TCT CCA 3' e 5'GAC TCA TCT AGA TAC ACT CAT TCC
TGT TGA AGC TCT TG 3' para ampliar a regido VL de mu5D12. Depois da
andlise de seqiiéncia as seqiiéncias de consenso para as regides V foram
determinadas. Subseqiientemente as regides V foram reclonadas em
pcDNA3002 (Marissen et al, J. of Virol, 2005: 79:4672-4678), junto com as
seqiiéncias gendémicas que codificam o IgG, humano e capa humano para
construir um plasmideo de expressio de imunoglobulina IgG4 quimérico.
Geragdo da versdo desimunizada de 5D12

Em colabora¢do com Biovation usando sua tecnologia de
imunizagdo proprietaria dentro das regides V, os epitopos de célula T
potencial foram identificados. Os epitopos auxiliares de célula T
compreendem a seqiiéncia curta de aminoacidos dentro das proteinas A com a
capacidade por ligar-se as moléculas de classe II MHC. Pela remogéo dos
epitopos da células T nenhum anticorpo pode mais longe disparar a ajuda da
célula T e a imunogenicidade subseqiiente contra este. A identificagdo foi
feita usando o filamento de peptideo. O método de filamento de peptideo ¢
um método com base em computador para predizer a ligagdo de peptideos
(seqiiéncia pequena de aminoéacidos) 18 moléculas diferentes humanas de

classe II MHC com base nas estruturas conhecidas resolvido pela
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cristalografia de raio X. Além disso uma andlise foi feita para buscar as
regides V por uma presenga de peptideos de ligacdo da célula T humana
conhecida a partir de um banco de dados (www.wehil.wehi.edu.au).

Com base na seqiiéncia regido V de murino primério de
aminodcidos, das regides V de superficie humanizada (embutidos) foram
projetados. Dentro estes 8 epitopos de célula T da seqiiéncia VH embutida
potencial e dentro das 4 regides VL embutidas de epitopos de célula T foram
identificados. Os epitopos de célula T identificados foram removidos pela
substituicdo de aminoacido. Com base nesta analise as seqiiéncias de DNA
que codificam o VH desimunizado e regifo VL foram sintetizados e
reclonados no plasmideo da expressdo capa pcDNA3002-hIgGy.

Mutagénese direta ao local

Para restaurar as seqiiéncias de murino dentro da regido VH de
plasmideo de expressio pcDNA3002 desimunizado a mutagénese de
QuickChange direta ao equipamento do local de Stratagem que foi usado de
acordo com o protocolo do fabricante. Na Tabela 4 os oligonucleotideos
usados sdo mostrados. Resumidamente, o plasmideo foi desnaturado seguido
pelo fortalecimento dos iniciadores sentido e anti-sentido contendo a mutaggo
desejada. Circulando-se (30 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C; 600
segundos a 68°C) por 16 vezes usando uma maquina PCR de gradiente
Biometra T das seqiiéncias mutagénicas e foram incorporadas. O plasmideo
de origem nio mutado foi digerido usando Dpnl, que apenas DNA mediado
por cortes. Subseqiientemente a mistura de PCR contendo o plasmideo
mutado foi transformado em células competentes XLI-Blue. As colonias
foram selecionadas e analisadas pelas seqiiéncias de DNA para o plasmideo
correto. Uma segunda série de experimentos focados em gerar variantes
adicionais das posigdes 29 e 37 especialmente pela substituigdo de I para V ou
L estruturalmente relatado. Em uma maneira similar como descrito acima, os

plasmideos foram gerados usando os oliglonucleotideos como mostrado na



10

15

20

25

51

Tabela 6. Duas mutagéneses redondas foram requeridas para criar mutantes
duplos (Tabela 7). Os plasmideos foram usados para transformar as células
competentes XL 1-blue.
Expressdo em PER.C 6™

A expressio de varias versdes de 5DI12 foi feita
transitoriamente em PER.C6™ (Crucell). Resumidamente, o dia antes da
transfecgdo PER.C6™ foram tripsinizados e contados. As células foram
colocadas em DMEM substituido com 10% de FCS em uma densidade de 4 x
10° células por reservatério em uma placa de 24T reservatérios. Neste meio
dia foi recolocado com 0,5 ml do meio fresco. Para cada reservatério 1 pg de
DNA de plasmideo foi diluido em 50 pl de OPTI-MEM I, que foi combinado
com volume igual OPTI-MEM 1 contendo 3 pl de reagente de
LipoFectAMINE 2000 (LF2000) (Invitrogen). A mistura foi incubada por 20
minutos em temperatura ambiente para permitir os complexos do reagente
DNA-LF2000 formarem-se. Subseqiientemente os complexos do reagente
DNA-LF2000 (100 pl) foram diretamente adicionados por cada reservatorio.
as células transfectadas foram incubadas a 37°C em um incubador de CO,.
Depois de 48 horas os sobrenadantes foram analisados para a expressdo do
anticorpo.
ELISA

A quantidade de anticorpo expressado foi medido por um
ELISA sandwich. Resumidamente, as placas de 96 reservatorios EIA/RIA
(Corning 3590) foram revestidas o/n a 4°C com anticorpo anti-IgG humano
policlonal (Jackson 109-005-088) diluido com 1/1000 em PBS (100
ul/reservatério). Depois de bloquear com PBS contendo 0,05% de Tween e
1% de BSA, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS a 0,05% de Tween.
Subseqiientemente como 5D12 quimérico purificado padrdo foi aplicado no
inicio da titulagdo a 400 ng/ml por zero em triplo. As amostras (sobrenadantes

transitorios) também aplicados na titulagdo. Todas as diluigdes foram feitas
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em PBS a 0,05% de Tween. As placas foram incubadas por 1 hora a 37°C.
Depois de lavar 3 vezes 1/5000 diluidos com anticorpo de detecgdo (fosfatase
alcalina de capa anti-humana rotulada (Southern Biotech Associates 2060-
04)) que foi aplicada por cada reservatorio. As placas foram incubadas por 1
hora a 37°C. Depois da remog¢do das placas de incubagdo foram lavadas 5
vezes. O manchamento foi feito com o substrato PNP (Sigma N-2765) (1 mg
de PNP/ml de tampdo de substrato - 100 mM de Tris/HCI, 100 mM de NaCl,
5 mM de MgCl,.6H,0O pH 9,5 -). O OD405 nm foi medido em um BioRad
550 Titertek usando 655 nm como referéncia.

FACS

Pela analise FACS a especificidade do antigeno dos anticorpos
expressados foram analisadas. As células JY s@o células B humanas
transformadas em EBYV, que expressam CD40, Resumidamente, 100.000
células JY foram incubadas com 100 pl sobrenadantes a partir da experiéncia
da expressdo transitdria a 4°C por 20 minutos. Para as células de anticorpo de
grau ndo ligado foi lavado com PBS contendo 0,05% de NaAzida e 1% de
BSA. Como anticorpo secundario 1/100 diluido com IgG anti-humano
rotulado por FITC (Jackson 109-095-127) foi usado. Depois de 20 minutos de
incuba¢do a 4°C as células foram lavadas. Finalmente as amostras celulares
foram medidas em um FACScan (BD).

Resultados

Depois da analise de diversos clones da seqii€éncia consensual
foi determinado pelas regides V de murino de 5D12 (Figura 5).

Pela superficie humana das regides V foram re-projetados,
retendo amino4cidos de murino critico. Pelo filamento de método de peptideo
e a busca do banco de dados de epitopos da célula T potencial dentro destas
seqliéncias re-projetadas que foram determinadas. Dentro da regido 8 VH
(primeira base do epitopo potencial: posi¢do 27, 30, 43, 46, 57, 61, 77 e 83) e
dentro da regido 4 VL (posi¢do 7, 13, 28 e 86) os epitopos potenciais foram
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identificados. Com base no mapeamento dos epitopos da célula T e o
processo embutido das Otimas seqliéncia de aminoacidos VH e VL
desimunizados foram definidos (Figura 6). Para remover o epitopo da célula T
na posigdo 61 na atencdo da regido VH especial ndo foi retirado por introduzir
um local de glicosilagdo de N potencial (N-X-T/S): NSA foi substituido com
STS. Nestas 12 posi¢cdes do projeto final na regido VH foram mudados
(posi¢d@o de contagem 60 a 62 como 1 mudanga). Para as posi¢des 8 da regido
VL foram mudadas.

A partir dos experimentos preliminares comparando os niveis
da expressdo de 5D12 desimunizados totalmente (DISD12) comparados ao
ch5D12 (renomeado PG100) foi observado que devido as mutagdes
introduzidas DI5SD12 foram expressadas em niveis inferiores como
comparados as seqiiéncia de origem (dados ndo mostrados).

Em cada substituigdo principal pode influenciar como
caracteristicas do anticorpo expressado. Portanto para investigar a influéncia
de cada posicdo mudada na regido VH em como as caracteristicas do
anticorpo as 12 variantes adicionais foram projetadas (Figura 7). Em cada
variante na posi¢do 1 foi mudado novamente a seqiiéncia de aminoécido de
murino original.

Para testar os niveis de expressdo e a funcionalidade de vérias
versdes 14 dos plasmideos de expressdo pcDNA3002 foram construidos.
Cada plasmideo contém uma cadeia principal de IgG4 humano para que as
regides VH sejam ligadas e a regido de capa humano aquelas regides VL que
foram ligadas. Um plasmideo codificado por ch5SD12, em que as regides V de
murino foram usados. Os outros 13 plasmideos sdo de versdes desimunizadas,
em que a regido VL desimunizada € usada em combinag¢do com a regido VH
desimunizada ou um das 12 variantes VH mostradas na Figura 7.
Subseqiientemente as células PER.C6™ foram transfectadas com os 14

plasmideos usando LipoFectamina2000. Também foram incluidos



10

15

20

25

54

transfecgbes de imitagdo negativas (nenhum plasmideo). Depois de 48 horas
os sobrenadantes transitorios de cada transfecgdo foram coletados e
analisados para a expressdo do anticorpo. Na Figura 8 os dados de FACS sdo
mostrados. Claramente todas as construgdes testadas ligam-se as células JY,
indicando que a Especificidade de ligagdo CD40 de SD12 € conservada.

Além disso os dados de' FACS indicam que os niveis de
anticorpo produzido sdo diferentes. Claramente existe uma diferenga no nivel
de expressdo entre DISD12 e ch5D12 (PG100). As variantes QSE, K13A,
E16Q, T17S, STS60ONSA e T68S mostram as caracteristicas da mesma
expressdo como DISD12. As outras variantes parecem para aumentar oS
niveis de expressio. Para determinar exatamente os Vérios niveis de
expressdo, todos os sobrenadantes foram analisados pelos niveis de anticorpo
de medicdo por ELISA quantitativa. Como mostrado na Tabela 5, as variantes
testadas podem ser divididas em 3 grupos: nenhuma ou baixa melhora no
nivel de expressdo (QSE, K13A, E16Q, T17S e STS60NSA), as variantes
P4SL, M48L, S79F e TI108S restauram os niveis de expressdo como
comparadas com ch5D12 (PG100) até 40%, enquanto as variantes 129L e
I37V restauram o nivel acima de 50%. Especialmente a substitui¢do na
posi¢do 29 (I a L) parece ter uma grande influéncia nos niveis de expressdo. A
variante I29L foi subseqlientemente renomeada anticorpo PG102.

A observagdo que a substitui¢do na posi¢do 29 1aL)e37 (I1a
V) ambos tem grandes influéncias nos niveis de expressdo que foi entre outros
aminoacidos por sua vez ndo esperados I, L e V e sfo fechados
estruturalmente relatados e as 3 formas junto ao grupo dos aminodcidos de
cadeia ramificada. Em um estudo subseqiiente este ainda foi estabelecido pelo
qual o efeito das substituigdes combinadas dos aminoacidos I nas posigdes 29
e 37 com aminoacidos V ou L relatados estruturalmente séo.

A Figura 9 mostra que as variantes V-L-I que foram projetadas

no alinhamento com ch5DI2 (PG100), DISD12 e PG102 (variante 129L).
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Para testar os niveis de expressdo e a funcionalidade destas
variantes V-L-I, os plasmideos adicionais de expressdo pcDNA3002 foram
construidos que contém uma cadeia principal de IgG4 humano pelo qual a
regidio VH de uma das variantes foi ligada e a regifo de capa humana
daquelas regides VL foram ligadas, como descrito acima. Subseqiientemente
as células PER.C6™ foram transfectadas com o plasmideos usando
LipoFectamina2000. Depois de 48 horas os sobrenadantes transitorios de cada
transfecg@o foram coletados e analisados para a expressdo do anticorpo. Para
determinar exatamente os varios niveis de expressdo, todos os sobrenadantes
foram analisados pelos niveis de anticorpo de medigdo por ELISA
quantitativa. Como mostrado na Tabela 8, as varias combinag¢des de um V, L
ou I em posigdes 29 e 37 sdo associados com niveis de produgdo variavel.
Este ainda demonstra que ndo ¢ justo que todas as substitui¢des V, L e I
ultimamente conduziram maiores niveis de produgdo.

Discussdo

Pela redugdo da imunogenicidade de um anticorpo terapéutico
como caracteristica que pode mudar. Neste estudo ¢ mostrado que o resultado
do projeto de desimunizag¢@o em um anticorpo que ainda tem a capacidade de
ligacdo por este antigeno, entretanto o anticorpo deve ser apenas produzido
em niveis baixos. Mais provavelmente na expressdo existe um problema na
reunifio das regides VH e VL desimunizadas. Pela mudanga de cada posigdo
substituida novamente a seqiiéncia de murino original dentro da regido VH,
este foi revelado que algumas posi¢bes foram essenciais para um anticorpo de
expressdo proprio. Especialmente os locais que foram baseados no método de
filamento de peptideo tem uma grande influéncia no nivel de expressdo. As
mudangas no terminal N, todos os introduzidos com base na pequena
influéncia que tem embutida. Notavelmente, a substituigdo de I por L na
posi¢do 29 tem uma grande influéncia, que ndo foi esperada como ambos os

aminoacidos que sio fechados estruturalmente relatados. A variante 129L foi
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subseqiientemente renomeada de anticorpo PG102.

Os estudos subseqiientes demonstraram que as varias
combinag¢des de um V, L ou I nas posi¢des 29 e 37 levam as variagdes nos
niveis de producdo, demonstrando que embora os 3 aminoacidos de cadeia
ramificada V, L e I estdo fechadas relatadas estruturalmente, a substitui¢do de
cada uma destas posi¢des 29 e 37 tem um impacto nos niveis de produgéo dos
anticorpos completos.

Exemplo 3

Materiais e Métodos

A construgdo, selegdo e desenvolvimento de uma linhagem celular GS-CHO
para a produgdo de PG102 (variante 129L).

Lonza Biologics (Lonza) foi requerido por PanGenetics BV
por entender a construgdo, selecdo e avaliagdo de uma linhagem celular GS-
CHO que expressa o IgG4 recombinante humano/PG102 de anticorpo de capa
(variante 129L).

As linhagem celulares foram construidas pela transferéncia de
células hospedeiras CHOK 1SV com os vetores gerados usando um sistema de
expressdo do gene de glutamina sintetase de Lonza (GS) (W02003054172).
As seqiiéncias do gene foram fornecidos por PanGenetics. A linhagem celular
CHOK1SYV é variante de suspensdo da linhagem celular CHOK de ovério de
hamster chinés (CHO), que foi adaptado quimicamente definido, ao meio do
componente livre do animal (CDACF) (Bebbington et al (1192)
Biotechnology 10:169-75; de la Cruz Edmonds MC et al (2006) Mol.
Biotechnol. 34:179-90).

Todos os reagentes, componentes médios e materiais foram
obtidos dos fornecedores acreditados. A formulagdo de alimentagdo SF40 e
SF41, o meio CM42, e o meio do suplemento SPE foram obtidos por Lonza.
O meio CDCHO (Invitrogen) também foi usado com a adi¢do de agente

seletivo de Sulfoximina de L-metionina (MSX) pela sub-cultura de rotina de
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CDACF adaptado as linhagens celulares e com Fenol vermelho para a
transfecgdo. O agente seletivo MSX foi fornecido por Sigma. Este meio e
alimentagdo ndo contém antibidticos.

A construcdo do vetor de expressdo GS que codifica os genes
para o PG102 foi também realizado em Lonza. As células hospedeiras
CHOK 1SV foram obtidas de um frasco de um banco de células de trabalho
crioconservadas de /Lonza 269-W.

Cultura celular, concentragdo e viabilidade

As células foram revividas a partir dos frascos de
armazenagem crioconservados pelo rapido aquecimento a 37°C e diluindo em
aproximadamente 50 mL de meio desenvolvido. As crioprotegidas foram
removidas pela centrifugacdo das células, descartando os sobrenadantes e
recolocando em suspensdo as células em meio desenvolvido fresco. Para a
cultura estatica, as células foram desenvolvicias em frasco de T25s com um
volume de cultura de 5 a 15 mL. Estas culturas estaticas foram colocadas em
uma incubadora a 35,5 a 37,0°C contendo uma atmosfera de 10% v/v de CO,
no ar.

Para a cultura de suspensdo, as culturas foram expandidas em
um volume de meio desenvolvido adequado e sub-cultivadas a cada 4 dias
para desenvolver em meio CDACF. Os recipientes usados foram: 125 mL de
frascos de agitagdo (para um volume de cultura de 10 a 30 mL), 250 mL de
frascos de agitagdo (para um volume de cultura de 30 a 50 mL), 500 mL de
frascos de agitacdo (para um volume de cultura de 50 a 100 mL), 1 L de
garrafas cilindricas (para um volume de cultura de 100 a 200 mL), ou 2 L de
garrafas cilindricas (para um volume de cultura de 200 a 400 mL). O ponto
headsp de cada cultura foi gaseificado com 5% de v/v de CO; no ar e os
frascos selados. As culturas foram entdo incubadas a 35,5 a 37,0°C em um
roteador de plataforma de agitagdo a 140 £ 5 rpm.

As concentragdes celulares totais e viaveis foram obtidas pela
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remogdo asséptica de uma amostra de cultura, manchando as células néo
vidveis com Trypan Blue e exame microscopico usando um hemocitémetro
Fuchs-Rosenthal modificado. Quando apropriado, as amostras sdo diluido
antes da contagem.

Alternativamente, as concentrages celulares totais e vidveis
foram determinadas usando um contador de particulas CASY-1 ou um
Contador celular automatizado Vi-CELL XR. Para o contador CASY-1, uma
amostra de cultura foi asepticamente removida de cada frasco, diluido com
tampdo de Casyton e o numero de células totais e vidveis determinadas. As
células totais e ndo viaveis foram separadas por tamanho. A porcentagem da
viabilidade foi calculada como a razdo das células viaveis por células totais
multiplicadas por 100. Para o Contador Vi-CELL XR, 0,7 mL da cultura
celular ser asepticamente removida e uma contagem Trypan Blue
automatizada ser realizada. Uma série de imagens de camera ¢ um algoritmo
de analise de computador sdo usados para identificar e contar as células totais
e ndo viaveis. Para todos os métodos de contagem, porcentagem, viabilidade
foram calculados como a razdo das células vidveis por células totais
multiplicadas por 100.

Transfecgdo de células hospedeiras CHOK ISV

No dia da transfecgdo, o desenvolvimento celular em meio néo
seletivo foi coletado pela centrifugacdo e recolocado em suspensdo em uma
concentragdo de 1,43 x 107 células viaveis/mL. Para cada transfecgdo,
aproximadamente 0,7 mL da suspensdo celular e de 40 pg de DNA de
plasmideo foi adicionado por um cadinho de eletroporagdo. O cadinho de
eletroporagdo foi entdo colocado no aparelho de eletroporacdo e em uma
vibragdo simples de 300 V, 900 pF foi liberado. A seguinte eletroporagdo, as
células a partir do cadinho foram distribuidas em placas de 96 reservatorios
em aproximadamente 5000 células hospedeiras/reservatdrio, usando o meio

CD-CHO/fenol vermelho. As placas foram incubadas a 35,5 a 37,0°C em uma
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atmosfera de 10% de v/v de CO, no ar. O dia depois a transfec¢do, 150 pL do
meio seletivo de CD-CHO/fenol vermelho/66,6 uM de MSX, foi adicionado
por cada reservatério. A concentragdo final de MSX em cada reservatério foi
de 50 uM. As placas foram monitoradas para determinar quando as c€lulas
mortas nio transfectadas conduz o foco das células transfectadas. O foco das
células transfectadas tornar-se aparente aproximadamente 3 a 4 semanas
depois da transfecg¢do. Todos os transfectantes examinados e processados
ainda vem de reservatorios contendo apenas uma col6nia simples, como
determinado pela avaliagdo visual.
Avaliagdo da produtividade das linhagens celulares em cultura estatica

As placas de 96 reservatérios foram incubadas por
aproximadamente 3 a 4 semanas, seguindo pela transfec¢do para permitir a
formacdo de col6nia. As coldnias foram examinadas microscopicamente para
verificar que estas foram de um tamanho adequado (cobertura maior do que
60% da parte funda do reservatério), e que apenas uma coldnia esta presente
em cada reservatdrio. Os sobrenadantes de cultura foram entdo submetidos a
ensaio para a produgdo de anticorpos ensaio ELISA de Lonza para o anticorpo
agrupado, descrito sob "ELISA de agrupamento”. A confluéncia da

porcentagem do reservatdrio foi avaliado no periodo de amostragem. O valor

- obtido pela divisdo do resultado do ensaio pela confluéncia da porcentagem

foi usado para classificar as linhagens celulares.

As culturas de alta classificagdo das linhagens celulares foram
expandidas em placas de 24 reservatérios no meio CD-CHO/fenol
vermelho/25 pM de MSX e foram deixadas atingir a confluéncia. Atingindo-
se a confluéncia, esta cultura foi usada para inocular um frasco de T25 no
meio CD-CHO/fenol vermelho/25 puM de MSX, enquanto a cultura
remanescente foi realimentada com CD-CHO fresco/fenol vermelho/25 uM
de MSX, e incubadas por uns 14 dias adicionais. Neste ponto, os

sobrenadantes de cultura foram coletados a partir de placas de 24
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reservatorios e a concentragdo de anticorpo foi medido no ensaio ELISA de
Lonza para o anticorpo agrupado. Uma selegdo das linhagens celulares mais
produtivas foram feitas. Atingindo-se a confluéncia nos frascos de T25, as
linhagens celulares selecionadas foram deixadas pela multi-camada e entdo
realimentadas com CD-CHO/25 puM de MSX. Depois da alimentagéo, as
culturas foram retornadas a incubadora por 4 a 7 dias adicionais até o meio
voltar a laranja/amarelo novamente e as células levantar-se dos frascos.
Expansdo das linhagens celulares pela cultura de suspensGo CDACF

As culturas de suspensdo foram iniciadas do frasco confluente
de culturas T25. As culturas de suspensdo foram inoculadas em uma
concentragdo de 0,05 a 0,2 x 106 células viaveis/mL em 125 mL de frascos de
agitacdo contendo CD-CHO/25 pM de meio MSX. Se a concentragdo da
célula viavel ndo reage a 0,05 x 10° de células viaveis/mL depois de um
maximo de 14 dias nos frascos de T25, 15 mL de cada cultura foi
automaticamente progredida em 15 mL de CD-CHO/25 uM de MSX em 125
mL de frascos de agita¢do. As linhagens celulares foram entdo seriamente
sub-cultivadas em CD-CHO fresco/25 pM de meio MSX, em uma
concentragdo de inoculagdo de 0,2 x 10° de células viaveis/mL, em um 4 dia
de regime de subcultura, até as caracteristicas desenvolvidas reprodutivas
aceitaveis sejam obtidas.
Avaliagdo do desenvolvimento e produtividade das linhagens celulares na
cultura de suspensdo |
Cultura do frasco de agitacio por batelada de alimentacao

As culturas de singletos de cada uma linhagem celular
selecionada foi preparada em 500 mL de frascos de agitagdo com 100 mL da
suspensdo celular usando CM42/4 x meio SPE. As culturas foram inoculadas
a 0,2 x 10° de células viaveis/mL e um espago superior de cada cultura foi
equilibrada com 5% de v/v de CO; no ar. As culturas foram incubadas a 35,5

a 37,0°C em um roteador de plataforma de agitagdo a 140 + 5 rpm até a
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concentragdo da célula viavel, pos-pico, foi menos do que ou igual a 0,6 x 10°
de células viaveis/mL ou dia 15 foi atingido (enormes). Neste ponto as
culturas foram coletadas. A concentragdo celular foi determinada diariamente
usando um contador de célula automatizado Vi-CELL. Em uma concentragio
celular de 1,4 a 2,2 x 10° de células viaveis/mL, um bolo de adi¢do do
alimento do nutriente SF40 foi feito. Ainda as adigdes em bolo foram feitas
em aproximadamente 24, 48 e 72 horas depois da adigéo inicial. Uma segunda
alimentagdo (SF41) foi aplicada uma vez que as concentra¢des celulares estdo
maiores do que 4,0 x 10° de células vidveis/mL que foram obtidas. As
amostras das culturas foram retiradas em intervalos apropriados,
centrifugadas e os sobrenadantes armazenados a -20 £ 5°C até serem
submetidos a ensaio pela concentrag@o de anticorpo por uma proteina A por
HPLC. Os sobrenadantes coletados de cada uma enorme cultura foram
armazenados a -20 + 5°C. Em dez culturas enormes com as concentragdes de
maior anticorpo ainda foram avaliados pela qualidade do anticorpo produzido.
As amostras foram avaliadas por niveis agregados usando o método de
cromatografia liquida de desempenho de alta permeagdo em gel (GP-HPLC)
antes da proteina A de purificagdo e caracterizagdo de anticorpo por
eletroforese em gel de poli acrimalamida dodecilssulfato de sodio reduzido e
ndo reduzido (SDSPAGE) e anélise do foco isoelétrico (IEF) e periodo de
ionizac¢do dessor¢do em laser assistido na matriz de andlise de oligossacarideo
da espectrometria de massa de véo (MALDI TOF-MS).
Crioconservagdo

As células foram crioconservadas em pontos chave em toda
parte do programa de trabalho. As células em culturas de desenvolvimento
foram recuperadas pela centrifugacdo e recolocadas em suspensdo em uma
mistura de crioconservac¢do. Este consistiu do meio de desenvolvimento
apropriado (92,5% de v/v) e dimetilsulféxido (7,5% de v/v).

As aliquotas das células foram entdo distribuidas em frascos
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rotulados, cada aliquota contendo aproximadamente 1,5 mL de meio de
crioconservacdo e aproximadamente 0,5 a 1,5 x 107 de células viaveis. Os
frascos foram entdo congelados em um maquina de congelamento de célula
programavel automatica e subseqiientemente transferida aos refrigeradores de
nitrogénio liquido.
Numero de geragdo

Para cada uma das linhagens celulares selecionadas, o nimero
de geragdo das células foi definido como zero no ponto da cultura e foi
passado em suspens@o. O nimero de geragdo foi subseqiientemente calculado
em cada sub-cultura usando um procedimento derivado da seguinte equagio

(curvado abaixo para a 0,5 geracdo mais proxima).

M—N {m Ln—}

Onde: Nf= Numero de geragdo no periodo f

Ni = Numero de geragéo no periodo i

Xf= Concentragéo celular viavel (células/mL) no periodo f

= Concentracdo celular viavel (células/mL) no periodo i

ef>i
Andlise dos dados

O tempo integral da area sob a curva desenvolvida (o tempo
integral da concentragdo da célula viavel (IVC); 10° células.h/L) foi calculado
pela soma da éarea (aproximado a um trapézio de angulo direito) entre os
valores da concentracdo celular adjacente. As éareas foram calculadas pela
multiplicagdo do meio de duas concentragdes de célula vidvel (células/mL)
pelo periodo de lapso entre as duas determinagdes (h). Este método € baseado
no que € descrito por Renard et al. (1988) em Biotechnology Letters 10 (2)
paginas 91 a 96.

Onde. apropriado em toda parte da taxa de produgdo especifica
(qp em toda parte: mg/10° células/h) foi calculada pela anélise de regressdo

linear da concentragdo de anticorpo (mg/L) contra o tempo integral da
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concentracdo celular viadvel. O declive desta linhagem € igual ao gp em toda
parte. A taxa de produgdo especifica coletada (qp coletada) foi calculada pela
divisdo da concentragdo de anticorpo coletado pelo valor do IVC na coleta.
ELISA de agrupamento |

A concentracdo de anticorpo de amostras de sobrenadantes foi
determinado usando um ELISA que mede o IgG humano agrupado. Esta
captura envolve o anticorpo agrupado em amostras e padrdo em placas de 96
reservatorios revestidos com IgG Fc anti-humano de cabra. O anticorpo de
ligagdo foi revelado com cadeia leve anti-humana de cabra ligada a
peroxidase de rabano silvestre e a tetrametilbenzidina de substrato
cromogénico. A cor desenvolvida foi proporcional & massa de anticorpo
presente na amostra. A concentragdo foi determinada usando uma curva
padrdo gerada usando um IgG padrdo (Numero do lote L07387/5/2)
HPLC da proteina A

A concentragdo do produto foi quantificada pela
Cromatografia liquida de alto desempenho da proteina A (HPLC) em um
Agilent 1100 HPLC. O anticorpo foi seletivamente ligado a uma coluna de
imunodetec¢do da proteina A POROS. O material ndo ligado foi eluido a
partir da coluna e o remanescente do anticorpo de ligacdo foi liberado pela
diminui¢do do pH do solvente. A elui¢do foi monitorada pela absorbancia a
280 nm usando um detector multiplo de microondas. O anticorpo foi
quantificado (usando software Chemstation) contra um anticorpo padrio
(Lote L07385/4/10) e corrigido por um coeficiente de extingio de E %" 1,52.
Purificagdo de afinidade da proteina A

A alimentagdo da gravidade rmp das colunas Sepharose da
proteina A (5 mL) foram preparadas. As colunas foram limpas antes do uso
com 6 M de guanidina HCI e equilibrada com 50 mM de glicina/glicinato de
250 mM de tampdo de NaCl, pH 8,0. O pH do material de carregamento da

coluna foi ajustado ao pH 8,0 + 0,1 antes da aplicacdo na coluna. A coluna
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por afinidade da proteina A rmp foi lavada com tampéo de equilibrio e eluido
com 0,1 M de tampdo de glicina, pH 3,5. As colunas eluidas foram
neutralizadas por aproximadamente pH 7,0 com 2 M de base de Tris ¢
submetidas a dialise contra solugdo salina tamponada de fosfato de Dulbecco
na preparagdo pelas analises IEF e SDS PAGE.
Andlises SDS PAGE de um anticorpo purificado pela afinidade da proteina A

A cultura das amostras celulares foram preparadas pela analise
por uma proteina A de purificagdo. A eletroforese foi realizada usando de 4 a
20% de géis de poliacrilamida Novex pré-moldados. Para reduzir SDS PAGE,
as amostras foram reduzidas usando 2-mercaptoetanol e desnaturada por SDS
ao pH 8,0. As amostras foram aquecidas por 2,0 = 0,5 minutos antes destes
serem carregadas no gel (10 pg por rota). O SDS PAGE néo reduzido foi
realizado usando os mesmos géis e tampdo de amostra de ndo redugio de
Novex (2- mercaptoetanol ndo é adicionado). As amostras foram aquecidas
por um periodo padrdo de 1,0 a 0,5 minutos antes destas serem carregadas em
gel (4 ng por rota). Seguindo a eletroforese, as proteinas foram visualizadas
pelo manchamento por 75 minutos com Coomassie brilliant blue R250 e
desmanchadas com metanol/acido acético.
Andlise IEF de um anticorpo purificado pela afinidade da proteina A

A cultura das amostras celulares foram preparadas pela analise
por uma proteina A de purificagdo. A analise IEF foi realizada usando géis
IEF de agarose pré-moldados, do pH 3 ao pH 10. Aproximadamente 10 pg da
amostra de proteina A por rota foi carregada em gel e entdo pré-focada por 70
Vh. Depois da remogdo das faixas de aplicagdo das amostras, a eletroforese
foi continuada por 1500 Vh (1500 V, 20 mA, 25 W por gel). Os géis IEF
foram fixados em um 4acido tricloacético: acido sulfossalisilico: solugdo de
metanol e entdo manchados com Coomassie Brilliant Blue R250 (Numeros
dos lotes de Coomassie Blue 003/L11905/118 e 003/L11905/131). Os géis

foram ent3o desmanchados e secados. (Numeros dos lotes de 003/L11905/117
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e 003/L11905/121 desmanchados).
GP-HPLC

O métodos GP-HPLC separa os componentes da proteina A de
acordo com seu tamanho. Grandes componentes, tal como agregadores de
proteina A, também sdo grandes para penetrar nas particulas da matriz por
qualquer maior extensdo e portanto eluidos a partir da coluna adiante dos
menores componentes, tal como mondémero de proteina A. Os menores
componentes, tal como fragmentos, penetram na matriz mais facilmente e
eluem depois o mondmero. Esta técnica foi -portanto usada para separar o
mondémero de anticorpo tantos -dos agregados quanto dos fragmentos. O
componente monomérico foi identificado por este periodo de retengdo
caracteristica e posicéo, relativo aos marcadores de calibragao.

As amostras ndo diluidas, foram injetadas para dar 50 a 250 pg
carregadas onde a concentragdo do produto foi de 1 a 5 mg/mL (faixa de
carregamento validado do ensaio de Lonza). A faixa da massa molecular para
a coluna GF-250 foi de 4 a 400 kDa.

Os componentes de amostra foram detectados a 280 nm e
cromatogramas de pico foram analisados usando software Agilent
Chemstation. A integracdo foi realizada usando o método de gota
perpendicular para agregados e espuma tangente para os fragmentos.

A propor¢do dos componentes de amostra foi determinado
pelo calculo das areas de pico de cada componente relativo a area de pico
integrada total.

Andlise de MALDI TOF-MS

A andlise de oligossacarideos do anticorpo PG102 produzido
em cada linhagem celular foi realizada por MALDI TOF-MS usando uma
Micromassa™ MALDI-LR ligada a extragfio atrasada. O MALDI TOF-MS
foi operado na configuragdo que reflete o modo de ion positivo. O

instrumento foi calibrado usando um padrdo de N-glicano misturado.
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O anticorpo foi purificado a partir dos sobrenadantes coletados
usando uma coluna da proteina A POROS. As fragGes purificadas foram
coletadas e as liga¢des de bissulfeto foram reduzidas com ditiotreitol seguido
pela alquilacdo dos tidis reduzidos usando iodoacetato. Os oligossacarideos
foram liberados usando a enzima N-glicanase (PNGaseF) e foram colocados
entre duas camadas da matriz de acido benzdico de super-diidroxi (super-
DHB) na placa alvo pela analise MALDI TOF-MS.

Resultados
Transfecgdo de células hospedeiras CHOKISV

A seqiiéncia do gene PG102 foi usado por Lonza para
constru¢do do vetor de gene duplo pPG102/DGV (ndo mostrado) que foi
usado para transfectar a linhagem celular hospedeira CHOKI1SV pela
eletroporagdo. Seis séries de transfecgdes foram realizadas usando o vetor
pPG102/DGYV e sobrenadantes de 255 transfectantes que foram avaliados para
a produgdo de anticorpos em placas de 96 reservatérios por ELISA de
agrupamento. Os niveis de anticorpos detectados foram produzidos por 99,6%
dos transfectantes avaliados. A classificagdo de quarenta e trés transfectantes
foram selecionados pela avaliagdo adicional em placas de 24 reservatorios.
Expansdo de culturas estaticas e adaptagdo da suspensdo

As culturas das linhagens celulares GS-CHO selecionadas
foram primeira expandidas em placas de 24 reservatdrios e entdo expandidas
em frascos T25 estaticos. As células remanescentes nas placas de 24
reservatorios foram alimentadas com meio fresco e 'enormes' antes da
avalia¢do da produtividade do anticorpo. As linhagens celulares selecionadas
apresentaram uma faixa de concentra¢des de anticorpo de 8,3 a 120 mg/L
(Figura 10).

As culturas das 23 linhagens celulares com as mais altas
concentragdes do produto, como determinado por ELISA de agrupamento,

foram selecionadas pela avaliagdo adicional. As culturas selecionadas foram
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progredidas no meio CDACF na cultura de suspensdo. Todas as linhagens
celulares foram sucessivamente adaptadas a cultura de suspensdo e foram
selecionadas pela avaliagdo adicional em culturas de batelada de alimentagéo.
Avaliagdo das caracteristicas de desenvolvimento e produtividade das
linhagens celulares selecionadas em cultura do frasco de agitagdo por
batelada de alimentagdo.

As caracteristicas de desenvolvimento e produtividade das 23
linhagens celulares selecionadas foram avaliadas em cultura do frasco de
agitagdo por batelada de alimentagdo. As culturas de singletos foram
preparadas para cada linhagem celular. Duas alimentagdes, SF40 e SF41,
foram adicionado as culturas quando a concentragdo da célula vidvel encontra
o critério de alimentagdo. O protocolo usado para o regime de alimentag¢io
imita tdo finalmente quanto a possivel técnica, o processo de fermentagio GS-
CHO genérico de Lonza. Os dados do desenvolvimento e produtividade para
as 23 linhagens celulares selecionadas estdo presentes na Tabela 9. O HPLC
de uma analise de proteina dos sobrenadantes coletados da cultura do frasco
de agitagdo por batelada de alimentagdo mostrou que quatro linhagens
celulares produzem as concentragdes de anticorpo de maiores do que 1000
mg/L. A linhagem celular L107 produziu a maior concentragdo de anticorpo,
1674 mg/L.

A caracterizagGo do anticorpo purificado a partir da cultura do frasco de
agitagdo por batelada de alimentagdo das linhagens celulares CHO
selecionadas

As amostras coletadas de dez linhagens celulares com a

concentragdo mais alta de anticorpo que foram purificadas usando

- cromatografia Sepharose da proteina A rmp antes da andlise. Os anticorpos

purificados da proteina A foram entdo analisados usando SDS PAGE e IEF. A
analise visual da proteina A de amostras purificadas analisadas por SDS

PAGE sob condi¢des de ndo redugdo mostrou que todas as amostras foram
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comparadas a cada uma outra, e exibiu um grupo de anticorpo intacto em
aproximadamente 200 kDa (dados ndo mostrados). Os menores grupos
adicionais foram visiveis, embora estes ndo podem ser visivel na imagem em
gel. Trés grupos com massa molecular entre 116 e 200 kDa, um grupo com
um peso molecular entre 66 e 97 kDa, um grupo com um peso molecular
entre 37 e 55 kDa e dois grupos com pesos moleculares entre 22 e 31 kDa
também foram observado. Um grupo extra observado entre 66 € 97 kDa € a
metade do anticorpo, tipico de anticorpos IgGy4 sob condigdes de ndo redugéo.
A mesma metade do anticorpo é também observado no controle de ensaio
inter IgG4 (IAC).

A proteina A de amostras purificadas analisadas por SDS
PAGE sob condi¢gdes de redugdo também foram comparadas a cada uma
outra, exibindo o grupo de cadeia pesada em aproximadamente 50 kDa e o
grupo de cadeia leve em aproximadamente 25 kDa (dados ndo mostrados). A
analise IEF mostrou que a integridade da proteina A de amostras de
anticorpos purificados a partir das linhagens celulares selecionadas
demonstraram perfis comparaveis, com os seis grupos primarios (3 grupos
maiores € 3 menores) no pl da faixa 8,15 a 9,30 por todas as linhagens

celulares exceto L97, M92 e MS59. Estas trés linhagens celulares exibiram trés

-grupos maiores ¢ dois menores. Os grupos adicionais foram observados nas

amostras J3 e J4, embora todos estes ndo possam ser visiveis na imagem em
gel.
Andlise de oligossacarideo do anticorpo

A andlise de oligossacarideo do anticorpo produzido por cada
uma das dez linhagens celulares selecionadas pela avaliagdo adicional na
cultura do frasco de agitagdo por batelada de alimentag@o foi determinada
pelo MALDI TOF-MS. As estruturas de oligossacarideos predominantes no
anticorpo obtido a partir das dez linhagens celulares que sdo GOF e GIF, e

que sdo tipicas estruturas de oligossacarideos ligados por N observadas nos
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anticorpos. Os niveis relativamente baixos das estruturas de oligomanose
foram detectadas com o nivel mais alto de 6,7% de glicanos totais medidos
por anticorpos derivados da linhagem celular L52. As estruturas de 5
oligomanose (5 homens) foram observados em todas as amostras em uma
faixa de 1,1 a 4,6% de glicanos totais. Todas as amostras analisadas contendo
niveis comparados de oligossacarideos e concentragdes relativamente baixas
de 5 homens (dados ndo mostrados).

GP-HPLC

Quando o anticorpo produzido por cada uma das dez linhagens
celulares selecionadas pela avaliagdo adicional foi analisada por GP-HPLC,
os componentes de peso molecular inferior (LMWC) foram os menos criticos
mas um nivel sob 25% foi preferivel. Todos os niveis apresentados de
amostra sob 25%, com a excegdo de L52, que apresentou um nivel de 27,1%
(Tabela 10).

Dois calculos diferentes de propor¢des dos agregados ndo
seriam usualmente usados, mas foi considerado necessario como os niveis
LMWC variados de muitos modos entre as amostras.

A analise adicional dos dados, exclui o LMWC e observa
apenas um mondémero e grandes picos, demonstrando as areas de picos
agregados de menos do que 2,2% por todas as amostras (Tabela 11). Os niveis
sob 5% sdo considerados aceitaveis.

Sele¢do das linhagens celulares

Trés linhagens celulares foram selecionadas para a preparacéo
de estoques de pré-sementes (PSS). O critério de selecdo usado foi uma
combinagdo de alta concentragdo de anticorpo coletado, caracteristicas
desenvolvidas aceitdveis e caracteristicas de qualidade dos produtos
aceitaveis.

A linhagem celular L107 foi selecionada como a linhagem

celular que conduz como exibe a mais alta concentragdo de anticorpo coletado
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das 23 linhagens celulares avaliadas, junto com as caracteristicas de qualidade
do produto e desenvolvimento aceitavel (Figura 11A).

A linhagem celular L25 exibiu a segunda mais alta
concentra¢do de anticorpo coletado das vinte e trés linhagens celulares
avaliadas, junto com caracteristicas de qualidade do produto e
desenvolvimento aceitdvel (Figura 11B). Portanto a linhagem celular L25 foi
selecionada novamente como a primeira linhagem celular.

A linhagem celular M95 exibiu a terceira mais alta
concentragdo de anticorpo coletado das vinte e trés linhagens celulares

avaliadas, e tem as caracteristicas de qualidade do produto e desenvolvimento

aceitavel (Figura 11C). Nesta linhagem celular de base M95 foi selecionado

novamente como o segundo da linhagem celular.
Crioconservagdo de estoques de pré-sementes

Os estoques de pré-sementes (20 frascos por estoque) foram
crioconservadas para cada uma das trés linhagens celulares selecionadas.
Estes estoques foram armazenados em refrigeradores de nitrogénio liquido de
fase de vapor. As linhagens celulares 1107, L25 e M95 foram renomeadas
Del, DC2 e DC3 respectivamente.

Discussdo

Lonza Biologics foi requerido por entender a construgio,
selegdo e avaliagdo de uma linhagem celular GS-CHO que expressa o
anticorpo de capa IgG,/PG102 recombinante humano.

A seqiiéncia do gene foi fornecido por PanGenetics e os
vetores foram gerados usando o sistema de expressdo do gene de glutamina
sintetase de Lonza (GS). A linhagem celular CHOKI1SV, variante de
suspensdo da linhagem celular do ovario do hamster Chinés (CHO) CHO-K1
adaptado quimicamente definido, o componente livre do meio animal, foi
transfectado pela eletroporagéo.

A partir das transfeccdes CHOKI1SV, as 254 linhagens
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celulares foram obtidas que secretam o anticorpo. Quarenta e trés linhagens
celulares foram avaliadas para desenvolvimento e produtividade em placas de
24 reservatorios. As concentragdes de anticorpo de até 120 pg/mlL foram
obtidas.

Vinte e trés linhagens celulares foram avaliadas em cultura de
singleto do frasco de agitagdo por batelada de alimentagdo. As concentragdes
de anticorpo coletadas na faixa de 121 a 1674 pg/mL foram obtidas. As
concentra¢des de anticorpo coletadas em excesso de 1000 mg/L. foram
atingidas por quatro linhagens celulares. As dez linhagens celulares com a
mais alta concentragdo de anticorpo foi selecionada pela analise qualidade do
produto. A qualidade do produto do anticorpo purificado de cada uma das
linhagens celulares selecionadas foi comparadas a cada uma outra pela
eletroforese em gel poliacrilamida dodecilssulfato de sddio reduzida e néo
reduzida e analise de foco isoelétrico. A analise de oligossacarideo do
anticorpo purificado de cada uma das dez linhagens celulares selecionadas
mostrou baixa relativamente (< 4,6%) nos niveis de 5 oligomanose.

A analise GP-HPLC mostrou que os niveis agregados foram
abaixo de 1% para cada uma das trés linhagens celulares superiores.

As trés linhagens celulares (L107, L25 e M95) foram
selecionadas pela avaliagdo adicional com base nos dados de
desenvolvimento, produtividade e qualidade do produto. Os estoques de pré-
sementes de 20 frascos de cada uma das linhagens celulares foram
crioconservadas. As trés linhagens celulares foram renomeadas DC1, DC2 e
DC3 respectivamente.

Exemplo 4
Determinagdo de cinéticos de ch5D12 (PG100) e PG102 (variante 129L) ligando
a ressondncia de plasmon de superficie pelo Fc de CD40 humano (Biacore)

Materiais e Métodos

Os cinéticos do ch5DI2 (PG100) e PG102 (variante 129L)
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ligando a CD40 humano foram comparados pela ressonancia de plasmon de
superficie em uma temperatura constante de 25,0°C, usando um instrumento
de Biacore 3000. O dominio extracelular de CD40 humano recombinante
fundido ao dominio IgG1-Fc humano (huCD40O-Fc; R&D Sistema de nimero
de catalogo 149-CD-50) foi usado como o antigeno alvo nestes experimentos.
O HuCD40O-Fc (1 pg/mL em 10mM de tampdo de acetato, pH 5,0) foi ligados
por intermédio dos grupos amina de residuos de Lys por fragmentos CM5
Biacore ativado por carbodiimida, resultando em um nivel de imobilizagéo de
antigeno de 127,4 RU. Para as analises cinéticas, as séries de diluigdo de
ch5D12 (PG100) e PG102 (faixa 10,0 pg/mL a 0,313 pg/mL) foram
preparados em tampdo de Running Biacore (Solugdo salina tamponada por
HEPES contendo EDTA e tensoativo; HBS-EP). As andlises cinéticas foram
realizadas em uma taxa de fluxo de 30 pL/minutos. As amostras foram
deixadas ligar-se por 4 minutos e para separar-se por 5 minutos, na mesma
taxa de fluxo. A superficie do fragmento foi entdo regenerado por 30
segundos usando 30mM de NaOH e uma linhagem de base restabelecida em
HBS-EP por 2,5 minutos antes da injegdo da proxima amostra. As amostras
alternadas de PG102 e ch5D12 (PG100) foram injetadas, um aumento na
concentragdo para uma primeira série de cépias em cada diluicdo e entdo
diminuigdo pela segunda série de copias.

O software de controle BlAcore (Versdo 3.2) foi usado para a
cole¢do de dados e o software de avaliagdo BIA (Versdo 4.1) foi usado para a
analise de dados cinéticos. Os parametros de ligagdo foram calculados usando
dois diferentes modelos de interagdo molecular: um modelo analitico
bivalente e modelo de ligagdo Langmuir 1:1.
Resultados

Os niveis maximos de ligagdo observados para os anticorpos
ch5D12 (PG100) e PG102 foram 152,5 RU e 140,2 RU, respectivamente.

A taxa cinética calculada constante de acordo com os modelos
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de ligacdo bivalente e Langmuir (ka e kd, ou kal e kdl, respectivamente)
levemente diferenciados pelos dois anticorpos. Deste modo, PG102
apresentou taxas rapidas de associagéo e dissociagdo do que ch5D12 (PG100)
(Figura 12), embora em toda parte a afinidade (KD) dos dois anticorpos ndo
diferem apreciavelmente dentro dos modelos. Os parametros cinéticos a partir
destes experimentos estdo resumidamente abaixo:

Modelo Langmuir (1:1):

ch5D12 (PG100) PG102
ka 1,88 x 10°M's?! 2,51 x 10° M'%s™!
kd  5,07x10%s! 5,96 x 107 s
KD 2,71x10"M 237x10°M
Modelo de ligagdo bivalente (1:2):

ch5D12 (PG100) PG102

kal 6,41x10° M's! 7,82 x 10° Mg
kdl 1,60x103s?! 2,47x107 !
ka2 1,21 x 107 RUs™! 1,31 x 103 RUs™!
kd2 2,55x 103! 224x10° s
KD 529x10°M 541x10°M

A anadlise de Goodness de ajuste para os dois métodos indicam
que os dados sdo melhores descritos pelo modelo de ligagdo bivalente.

As afinidades calculadas dos duas variantes de anticorpos
diferem-se entre os modelos, entretanto, estima-se que a dissocia¢do constante
(KD) obtida para cada um anticorpo com o mesmo modelo foi comparavel;
2,71 x 10 M e 2,37 x 10" M para ch5D12 (PG100) e PG102
respectivamente usando o modelo Langmuir e 5,25 x 10° M e 5,41 x 10° M
usando o modelo analitico bivalente.

Exemplo 5§
Inibi¢do da ligagdo de ch5D12 (PG100) e PG102 por células JY usando um
anticorpo anti-idiotipo

Para demonstrar que PG102 (variante 129L) liga-se ao mesmo
epitopo de CD40 como esta molécula de origem ch5D12 (PG100), um
anticorpo de anti-idiotipo foi usado para inibir a ligagdo de PG102 ou ch5D12

que expressam as células JY medidos por FACS.
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Materiais e Métodos

As células JY que expressam o CD40 humano foram
bloqueados com 5% do soro humano por 30 minutos em temperatura
ambiente. O anticorpo anti-idiotipo por mAb 5D12 de murino (clone 173-36-
1) foi pré-incubado em uma concentrag@o de variagdo (0 a 10 pg/mL) com
ch5D12 (PG100) (1 pg/mL), PG102 (1 pg/mL), ou anticorpo anti-huCD86
quimérico de controle negativo (chFUN-1; 1 pg/mL) em um volume total de
50 pL/tubo e incubado por 15 minutos. As células JY foram lavadas com
tampdo de FACS (1 x PBS, 1% de BSA e 0,05% de azida de sodio) e os
sobrenadantes foram descartados. As células JY foram recolocadas em
suspensdo em tampdo de FAGS a uma concentragéo de 2 x 10° células/mL. 50
pul. da suspensdo celular JY foi adicionada aos anticorpos pré-incubados
misturados para dar um volume final de 100 pL/tubo. As células foram
incubadas por 30 minutos a 4°C antes da lavagem com 4 ml de tampéo de
FACS /tubo e os sobrenadantes foram descartados. O granulo da célula foi
recolocado em suspensdo em 100 pL de IgG-FITC anti-humano de cabra
diluido (Jackson Immunoresearch Labs. Cat. N° 109-095-127) em tampé@o de
FACS (1:100) e incubados por 30 minutos a 4°C. As células foram lavadas
com 4 ml de tampdo de FACS e os sobrenadantes foram descartados. O
granulo foi recolocado em suspensdo em 200 pL de tampdo de FACS e o
anticorpo de ligagdo foi medido usando um citometro de fluxo FACScan
(Becton Dickinson).
Resultados

O anti-idiotipo mAb 173-36-1 que inibiu PG102 e ch5D12
(PG100) ligando ao huCD40 expressado nas células JY em uma maneira
dependendo da concentragéo (Figura 13). A ligagdo de chFUN-1 por CD86
que também € expressada nas células JY ndo foi influenciada por mAb 173-
36-1. Nio existe nenhuma diferenga significante no efeito de bloquear o anti-

idiotipo mAb 173-36-1 na ligagdo de anticorpos especificos por CD40 em
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CD40 nas células JY. Por Exemplo, os valore de log calculados IC50 por
inibi¢do de chSD12 mediada por mAb 173-3-1 (PG100) (Batelada 1) e PG102
(Batelada 2) foram —5,74 £ 0,14 e —5,76 + 0,11, respectivamente (p > 0,05;
ambos n = 4). Estes valores correspondem as concentragdes de anti-idiotipo
de aproximadamente 1,8 pug/mL (~12 nM). A Tabela 12 mostra um resumo do
calculo valores de —loglC50 para inibicdo mediada por anti-idiotipo de
ch5D12 (PG100) e PG102 ligando as células JY.
Exemplo 6
Ligagdo de ch5D12 (PG100) e PG102 por CD-40Fc¢ determinados por ELISA
Material e Métodos

As placas de ELISA (placa Costar EIA/RIA, numero do
catdlogo Corning 3590) foram revestidas com 1004/reservatério huCD40-
mulg (Ancell, nimero do catadlogo 504-020), diluido com 250 ng/mL em PBS
e incubados durante a noite a 4°C em um ambiente umido. As placas foram
lavadas 3 vezes com 200 plL/tampdo de lavagem do reservatorio (0,05% de
Tween-20 em PBS). Subseqiientemente, as placas foram bloqueadas com 200
puL/tampdo bloqueador de reservatorio (5% de fragdo V BSA [Roche, nimero
do catalogo 735094] em tampédo de lavagem) e incubados por 1 hora a 37°C
(ambiente timido). As placas foram lavadas 3 vezes com tampdo de lavagem.
Os anticorpos testados (ch5D12 (PG100), PG102, e anticorpo anti-huCD86
quimérico de controle negativo chFUN-1) foram diluidos na faixa de 0 a 1200
ng/mL no tampdo bloqueador e transferido para as placas de ensaio em um
volume final de 100 plL/reservatério, seguido pela incubag¢do por 1 hora a
37°C (ambiente imido). As placas foram lavadas 3 vezes com tampdo de
lavagem seguido pela adi¢do de 100 pl/de detecgdo de anticorpo de capa AP
anti-humano de cabra por reservatério (Southern Biotech Associates nimero
do catalogo 2060-0) diluido com 1:1000 no tampdo bloqueador. As placas
foram incubadas por 1 hora a 37°C em um ambiente umido antes de lavar 3

vezes com tampao de lavagem e uma lavagem simples adicional com PBS. O
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substrato PNP foi preparado pela adigZo de tabletes de fosfato de p-nitrofenila
de 1 tablete (Sigma, nimero do catdlogo N-2765) em 15 mL de tampdo PNP
de substrato (12,1 g de Tris, 5,84 g de NaCl, 1,02 g de MgCl,.6H,O em 1L de
H20 (ajustado ao pH 9,6 com HCI). O substrato PNP foi adicionado as placas
de ensaio em 100 pL/reservatério. As placas foram incubadas por diversos
minutos (maximo 30 minutos) a 37°C para permitir o desenvolvimento da cor
antes da reacdo ser interrompida pela adi¢do de 3 M de NaOH. A intensidade
da cor foi determinado em 405 nm usando uma leitor de micro-placa (Biorad,
modelo 550).
Resultados

) Em um numero de experimentos independentes seriamente
diluido com ch5D12 (PG100) e PG102 (Variante 129L) foram observados
ligar-se comparavelmente por CD40-Fc imobilizado (Figura 14), enquanto o
anticorpo de controle anti-CD86 ndo apresentou ligando apreciado a CD40-
Fc. As concentra¢des da metade maxima da ligagéo calculada por todos os
experimentos sdo resumidos na Tabela 13. Nenhuma diferenga significante foi
observada na concentragdo da metade-méxima da ligagdo por qualquer das
bateladas dos anticorpo anti-CD40 avaliado. |
Exemplo 7
Ligagdo de ch5D12 (PGI00) e PG102 por huCD40 expressado nas células JY
determinados por FAGS
Materiais e Métodos

CD40 que expressa as células JY foram lavadas com tampdo

de FACS (1 x PBS, 1% de BSA e 0,05% de azida de s6dio). O sobrenadante
foi descartado e as células JY foram recolocadas em suspensdo em tampéo de
FACS em uma concentracdo de 2 x 10° células/mL. Depois disso, 50 uL da
suspensdo da célula JY foi adicionada ao 5012L de cada um doa anticorpos
testados (ch5D12 (PG100), PG102, e chFUN-1 anticorpo antihucD86

quimérico de controle negativo) preparado na faixa de concentragdo de 0 a
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900 ng/mL e incubados por 30 minutos a 4°C. As células foram lavadas com
4 ml de tampdo de FACS/tubo e os sobrenadantes foram descartados. Os
granulos celulares foram recolocados em suspensdo em 100 pL de IgG-FITC
anti-humano de cabra (Jackson Immunoresearch Labs. nimero do catalogo
109-095-127) diluido com 1:100 em tampdo de FACS e incubados por 30
minutos a 4°C. As células foram lavadas com 4 ml de tampdo de FACS e os
sobrenadantes foram descartados. O granulo foi recolocado em suspensdo em
200 pL de tampdo de FACS e o anticorpo de ligagdo foi medido usando um
citometro de fluxo FACScan (Becton Dickinson).
Resultados

Todas as bateladas testadas de chSD12 (PG100) e PG102
mostrou caracteristicas similares do ligando de um CD40 expressado nas
células JY (Figura 15) com concentra¢des de ligagdo de metade-méxima de
anticorpo comparaveis (Tabela 14). O chFUN-1 também ligou-se as células
JY, embora com o meio de intensidade de fluorescéncia inferior (MFI) do que
ch5D12 (PG100) e PG102. Isto € porque as células JY também expressam
CD86 humano.
Discussdo

As caracteristicas de ligacdo por CD40 de viérias bateladas
PG102 (Variante I29L) e chS5DI2 (PG100) foram determinadas usando
ensaios com base de ELISA e ensaio celular in vitro. A ligagcdo de PG102 e
chSDI2 (PG100) pelas células JY que expressam CD40 foi inibido com a
poténcia igual pelo mAb 173-36-1 anti-idiotipo. Deste modo, a faixa do meio
dos valores calculado —log IC50 por bateladas PG102 e CH5D12 (PG100) foi
de 5,51 a 6,11 (n = 8), e 5,43 a 6,04 (n = 10), respectivamente (p>0,05). O
anticorpo 173-36-1 € direto contra as regides variaveis do chSDI2 (PG100)
precursor, mAb 5D12 de murino, e ndo exibem a ligagdo de um anticorpo de
controle de isotipo anti-CD86. Em experimentos adicionais a concentragdo da

metade maxima da ligacdo de PG102 e ch5D12 (PG100) foi determinado pela
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analise de ELISA do anticorpo ligando ao CD40-Fc humano, e pela analise
FACS do ligando as células JY. No ensaio ELISA ndo existe nenhuma
diferenca significante entre a concentragdo metade-maxima da ligagdo de
PG102 e chSDI2 (PG100) por qualquer batelada testada. Por Exemplo, o meio
calculado concentragdes de metade-maxima de ligagdo —log para as bateladas
PG102 e ch5DI2 (PG100) que foram 7,47 + 0,04 e 7,54 + 0,03,
respectivamente (P > 0,05, ambos n = 4), correspondente por
aproximadamente 30 ng/ml. As concentragdes da metade-maxima da ligagdo
similar foram observadas em experimentos de FACS PG102 e ch5DI2
(PG100) ligando ao CD40 expressado nas células JY. Estes resultados
indicam que PG102 e chSDI2 (PG100) partem do mesmo paratopo de ligagdo
CD40, como demonstrado pelas caracteristicas de poténcia comparavel do
anticorpo de anti-idiotipo para a inibigdo de PG102 e ch5DI12 (PG100) ligando
ao CD40. Além disso, ambos os anticorpos apresentam poténcias in vitro
similar pelos ligando ao CD40 humano em ELISA e ensaios com base em
células. Juntos, os dados apresentados sugerem que as propriedades de ligagdo
de PG102 e ch5DI2 (PG100) por CD40 humano sdo os mesmos.
Exemplo 8
Inibi¢do competitiva de ch5D12 (PG100)-PE e PG102-PE ligando as células
JY que expressam CD40 humano usando anticorpo anti-CD40 ndo rotulado
Materiais e Métodos

As células JY (Linhagem celular linfoblastéides humanas B
transformadas por virus Epstein—Barr) foram desenvolvidos em meio
Dulbecco modificado por Iscove (IMDM) contendo 10% de soro bovino fetal
inativado por calor (FCS), 2 mM de glutamina L e 50 pg/mL de gentamicina
em uma atmosfera umidificada pelo ar contendo 5% de CO,, a 37°C. As
células foram coletadas no dia da medigdes de citometria de fluxo. Os
anticorpos ch5D12 (PG100) (Batelada 4) e PG102 (Batelada 2) ndo rotulados

foram usados nestes experimentos. Ambos os anticorpos também foram
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usados na forma rotulada de PE pela determinago direta do ligando as células
JY pela citometria de fluxo. Os anticorpos foram rotulados por costume com
PE pelo AbD Serotec (Oxford, UK). Para cada anélise de FACS os seguintes
protocolos foram usados. As células JY foram coletadas da cultura celular e
contadas. Subseqiientemente 1 x 10° de CD40 que expressa as células JY /200
pL de tampdo de incubagdo (PBS, 1% de BSA, 0,05% azida de sédio) foram
incubados com 1 pg/mL de anticorpo ch5SD12 (PG100) ou anticorpo PG102
rotulados, na presenga de concentragdes que variam de (0 a 10 ug/mL) da
competigdo ndo rotulada de ch5D12 (PG100) ou PG102, por 30 minutos de 4 a
8°C. As células foram lavadas seguido pela analise de citometria de fluxo em
que o MFI em cada concentragdo foi determinado usando uma citometria de
fluxo FACScan (Becton & Dickinson). Cinco mil eventos/amostras foram
medidas e analisados usando software CellQueste (Becton & Dickinson).
Resultados

O anticorpo ch5DI2 (PG100) e PG102 ndo rotulados
apresentou caracteristica inibidoras similares nestes ensaios (Figura 16).
Meios de valores de inibi¢cdo —log ICsy de 1 pg/mL de ligagdo de ch5D12
(PG100) por ch5D12 (PG100) e PG102 néo rotulados foram de 7,50 = 0,03 e
7,63 + 0,03, respectivamente (ambos n = 4), enquanto o meio de valores para
a inibigfo de — log ICso de 1 ug/ml da ligagdo de PG102 por ch5D12 (PG100)
e PG102 nio rotulados foram de 7,54 + 0,01 e 7,65 + 0,02, respectivamente
(ambos n = 4). Estes valores de —log ICs, correspondem as concentragdes
PG102 e ch5D12 (PG100) de aproximadamente 20 a 30 ng/mL (isto € ~130 a
200 pM).
Exemplo 9
Inibi¢do da liberagdo de IL-8 a partir das células THP-1
Materiais e Métodos

A funcionalidade de PG102 foi medido usando um ensaio

funcional com base celular. Resumidamente, no dia 1, THP-1 e células
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humanas Jurkat 39,8/50 foram cultivadas em meio Dulbecco modificado por
Iscove (IMDM, BioWhittaker, nimero do catalogo BE12-722F suplementado
com 10% de soro bovino fetal (Gibco, ref. 10270-106) e 50 pg/mL de
gentamicina (Invitrogen, nimero do catalogo 15750-045). As células THP-1
foram pulsadas com rhulFN-y a 1000 unidades/mL de cultura celular.

No dia 3 do bioensaio as células THP-1 e Jurkat 39,8/50 foram
requeridas em uma concentragio de 4 x 10° células/mL. As células THP-1 e
J39,8/50 foram contadas e sua viabilidade determinadas. As células foram
entdo diluidas em uma concentragio de aproximadamente 1 x 10° células/mL.

As suspensdes celulares foram misturadas 1:1 e incubadas a 37°C em uma

- atmosfera umidificada por 5% de CO, por 48 horas.

No dia 3 as células THP-1 e J39,8/50 foram lavadas como os
seguintes (no caso das células THP-1 a etapa de lavagem foi para remover o
IFN-y): 5 mL de IFN-y pulsado com a suspensdo das células THP-1 e
J39,8/50 foram transferidas para um tubo falcon de 50 mL. 40 mL de solugdo
salina balanceada por Hank (HBSS) foi adicionada, e as células foram
centrifugadas a 1500 rpm (usando centrifuga IEC) por 6 minutos. Os
sobrenadantes foram descartados. O granulo celular foi recolocado em
suspensdo em pré-aquecimento suplementado por IMDM com 10% de FCS.
As células THP-1 e J39,8/50 foram ajustadas a uma concentragdo de 4 x 10°
células/mL.

Para os ensaios de inibicdo da amostra testada ch5D12
(PG100) ou PG102 (Variante 129L) foi seriamente diluido com meio IMDM
aquecido suplementado com 10% de soro bovino fetal para obter uma
concentra¢do do ensaio final na faixa de 0 a 160 ng/mL. As THP-1, J39,8/50 e
as amostras testadas foram adicionadas para triplicar em um ciclo de placas
celulares de culturas da parte inferior (Nunclon™) na seguinte ordem: 50 pL
de células THP-1 (equivalente as células 2 x 10* por reservatério), 50 pL da

amostra testada e 50 pL de células J39,8/50. O volume total foi de 150 pl por
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reservatorio. As placas de cultura celular foram embrulhadas em pelicula de
aprisionamento porosa e incubadas a 37°C em uma atmosfera umidificada a
5% de CO, por 48 horas.

No dia 5, depois de um periodo de cultura de 48 horas, 70 pL
dos sobrenadantes de cultura celular foram aspirados e transferidos por uma
placa microtituladora de fundo redondo. Os sobrenadantes de cultura celular
foram submetidos a ensaio pelo conteido de IL-8 usando um ELISA
comercial (Biosource, citosérie IL-8 humano, nimero do catadlogo CHC1304)
de acordo com as instrugdes do fabricante.

Resultados

O PG102 (I291 variante) e ch5SD12 (PG100) mostrou efeito
inibidor similar em liberagdo IL-8 evocada pelas células THP-1 (Figura 17).
Os valores calculados —log ICsy para os dois anticorpos foram 8,42 e 8,28,
respectivamente. Este valores correspondem as concentragdes de ICsy de
aproximadamente 30 pM.

Exemplo 10

Um estudo da reatividade cruzada de um prévio tecido em
humanos e tecidos cinomolgos mostrou que ch5D12 (PG100) ligam-se a
superficie das células das células B e Dc em orgdos linféides. Nenhuma
reatividade cruzada ndo esperada foi observada em tecidos humanos ou
cinomolgos. Este estudo foi repetido por PG102 e os resultados foram
similarmente obtidos (dados ndo mostrados) indicam que o ch5D12 (PG100)
e PG102 ligam-se a uma variedade de se¢Ges de tecidos em uma maneira
similar.

Também uma seguranga prévia e avaliagdo da tolerabilidade
por ch5D12 foi realizada em macacos cinomolgos, em que a administragdo
semanalmente de ch5D12 por 4 semanas foi mostrado a ser seguro e sem
qualquer efeito colateral em todos os macacos. Neste estudo, a evidéncia

funcional foi obtida que o ch5D12 pode evitar a ativagdo da célula B e
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proliferac;éo”. Os estudos de seguranga foram repetidos por PG102 usando
mais um protocolo prolongado. Resumidamente, na semana 13 o estudo de
toxicidade intravenosa em macaco cinomolgos como na semana 14 recupera o
periodo que foi projetado, usando 3 niveis de dosagem (0, 25 e 100 mg/kg
i.v.) e 26 macacos (6 macacos (3M, 3F) por grupo de tratamento, mais 4
macacos (2M, 2F) como grupos de recuperagdo em cada ramificacdo do
tratamento ativo). As medi¢Oes seguintes foram feitas: TK, respostas anti-
PG102, citometria de fluxo (incluindo revestimento CD40 de PBMC), biopsia
de linfonodo e taxa¢Ges de toxicidades padrdo tal como hematologia e imuno-
histoquimica.

Os resultados destes estudos demonstraram que ndo existem
toxicidade observada for qualquer dos niveis de dosagem testados. O PG102
foi seguro e bem tolerado.

Estes estudos coletivamente demonstram que o antagonista
anti-CD40 humano Mab PG102, como este anticorpo de origem ch5DI12
(PG100), tem nenhuma reatividade cruzada ndo esperada, e € seguro e bem
tolerado in vivo.

Tabela 6: oligonucleotideos mutagénicos. Os oligonucleotideos usados para
introduzir as mutagdes nas posicées do aminodcido 29 e 37. Os

oligonucleotideos de sentido e anti-sentido (rev) sdo listados.

Iniciador Seqiiéncia 5' - 3'
129V gcactgtctctgggttctcagtctctagatatagtgtatac
129Vrev gtatacactatatctagagactgagaacccagagacagtge
129L gcactgtctctgggttctcactctccagatatagtgtatac
[29Lrev gtatacactatatctggagagtgagaacccagagacagtge
I37L gatatagtgtatactggctgcgecagectccagg
[37Lrev cctggaggctggegeagcecagtatacactatate
137V gatatagtgtatactgggticgccagectccagg
[37Vrev cctggaggctggcgaacccagtatacactatatc
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Tabela 7: A criagcio de mutantes duplos requeridos pelo ciclo 2 de
mutagénese. Abaixo € listado que as séries iniciadoras foram usadas na etapa

1 e etapa 2 respectivamente para tornar-se as variantes DISD12 adicionais.

Mutante Etapa 1 Etapa 2

IPG102 [29L-371 (LI)] 1291+ 29Lrev n.um.

291-37V (IV) [37V+I37Vrev n.a.

29V-371 (VI) [29V+I29Vrev n.a.

291-37L (IL) I137L+137Lrev n.a.

29V-37V (VV) 129V+129Vrev 137V+I37Vrev
29L.-37L (LL) [29L+I29Lrev I37L+I37Lrev
29V-37L (VL) 129V+ 29Vrev [37L+I37Lrev
29L-37V (LV) 129L+129Lrev [37V+I37Vrev

Tabela 8. Dados da expressdo como medidos por ELISA quantitativa. Para
cada variante 5D12 adicional (291-37V, 29V-371, 291-37L, 29V-37V, 29L-
37L, 29V-37L e 29L-37V), junto com chSDI2 (PG100), DISD12 e PG102

(variante I129L), a concentrag@o de anticorpo nos sobrenadantes coletados s&o

mostrados.

Variante Nome ELISA (ng/ml)
20L-37V ch5DI2 (PG100) 2846
291-371 DI5SD12 587
29L-371 PG102 2226
201-37V 1728
29V-371 928
291-37L 729
P9V-37V 2027
29L-37L 1115
29V-37L 891
20L-37V 4263

10
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Tabela 9: Resumo dos dados de desenvolvimento e produtividade das
linhagens celulares CHO em cultura COACF do frasco de agitagdo por

batelada de alimentagdo.

5

Concentragdo Periodo integral | Concentragdo Taxa de Taxa de
celular maxima | da concentragdo | do produto produgdo producdo
Cultura ID viavel celular viavel em coletas especifica especifica
10 células/ml. 10° células.h/L mg/L (gp coletadas) (gp em toda
mg/10°células parte)
/h
IL107 (DCI) 9,66 2201 1674 0,76 0,78
IL25 (DC2) 11,06 2610 1258 0,48 0,48
IM95 (DC3) 9,58 2146 1173 0,55 0,58
152 13,45 2989 1001 0,33 0,34
L73 5,95 1325 936 0,71 0,77
.45 10,48 2096 915 0,44 0,45
53 9,20 2012 888 0,44 0,48
T4 11,02 2037 871 0,43 0,45
.97 7,55 1821 819 0,45 0,53
M92 7,82 1665 807 0,48 0,53
M59 14,65 3270 792 0,24 0,24
L102 6,20 1282 733 0,57 0,60
M58 8,78 1970 662 0,34 0,39
G20 5,73 1391 658 0,47 0,52
IL65 3,74 878 651 0,74 0,90
L56 8,52 1728 546 0,32 0,30
M63 10,79 2465 444 0,18 0,18
G7 9,87 2058 376 0,18 0,20
G11 5,04 1145 310 0,27 0,30
L1 5,78 1163 263 0,23 021
M15 11,23 2654 121 0,05 0,04
M54 9,95 2278 276 0,12 0,15
IMS56 11,56 2347 27 0,01 0,01
Tabela 10: Analise GP-HPLC (incluindo LMWC)
Nimero de Amostra Cultura Area de pico relativo (%)
D Agregado Monémero | Fragmento LMWC
1 L107 0,62 84,8 ND 14,58
2 L25 0,65 76,5 ND 22,88
3 M95 0,74 84,7 ND 14,60
4 L52 0,94 72,0 ND 27,07
5 L73 1,48 87,9 ND 10,63
6 I3 1,0 92,5 ND 6,48
7 J4 1,68 73,4 0,04 24,91
8 L97 1,66 84,4 ND 13,92
9 M92 1,18 89,4 ND 9,42
10 M59 1,55 84,8 ND 13,63

ND = Nio Detectado
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Tabela 11: Analise GP-HPLC (produtos IgG apenas)

Niimero de amostra Cultura Area de pico relativa (%) sem LMWC
ID Agregado total Mondémero Fragmento
1 L107 0,72 99,3 ND
2 L25 0,84 9,2 ND
3 M95 0,87 99,1 ND
4 L52 1,28 98,7 ND
5 L73 1,66 98.3 ND
6 13 1,08 98.9 ND
7 J4 2,24 97,7 0,05
8 1.97 1,93 98,1 ND
9 M92 1,30 98,7 ND
10 M59 1,79 98,2 ND
ND = Néo Detectado
Anti-CD40 mADb (batelada) log IC50 n
ch5D 12 (PG100) (Batelada 1) 574 + (.14 4
ch5D12 (PG100) (Batelada 2) 5,64+ 0,01 2
ch5D12 (PG100)) (Batelada 3) 5,55 + 0,06 2
PG102 (Batelada 1) 5.85+0.12 4
PG102 (Batelada 2) 5,76 £ 0,11 4

Tabela 12: Resumo dos valores calculados de —log IC50 para inibi¢do

mediada por anti-idiotipo de ch5D12 (PG100) e PG102 ligando as células JY.

Os dados indicam que os meios % s.e. meios das determinagdes de n. ndo

existe diferenca significante na poténcia inibidora do anti-idiotipo com

qualquer batelada de anticorpo testado (p > 0,05, ANOVA seguido pelo teste

de Tukey por multiplas comparagdes).

Anti-CD40 mAb (batelada) Concentragio de ligagao
maotada mdvima da T ax
ch5D12 (PG100) (Batelada 1) 754+ 0,03 4
12 (PG100 lada 2
ch5SD12 (PG100) (Batelada 2) 7.53 +0,02 2
ch5D12 (PG100) (Batelada 3) 748 +0.10 2
h5D12 (PG100) (Batelada 4 2
i (PG100) (Batelada 4) 7,374 0,10
PG102 (Batelada 1 '
(Batelada 1) 7,45+ 0,04
PG102 (Batelada 2) 7,47 + 0,04 4
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Tabela 13. Resumo dos valores das concentra¢des da liga¢gdo metade-maxima
calculada —log por ch5D12 (PG100) e PG102 ligando ao CD40 humano-Fc,
como determinados por ELISA. Os dados indicam os meios + s.e. meios das
determinagdes n. Ndo existe diferenca significante na ligagdo de qualquer
batelada de anticorpo testada (p > 0,05, ANOVA seguido pelo teste de Tukey
por multiplas comparagdes). Para a referéncia, uma concentragdo de ligagdo
da metade-méaxima —log de 7,45 corresponde a uma concentragdo de

aproximadamente 35 ng/ml (~ 200 pmol).

Anti-CD40 mAb (batelada) Concentragio de liga¢io de

metade-maxima de -log n
ch5D12 (PG100) (Batelada 1) 7,26 2
ch5D12 (PG100) (Batelada 2) 7,34 2
ch5D12 (PG100) (Batelada 3) 7,49 2
ch5D12 (PG100) ((Batelada 4) 7,59 2
PG102 (Batelada 1) 7,44 2
PG102 (Batelada 2) 7,48 2

Tabela 14: Resumo dos valores de concentra¢do de metade-maxima
calculada —log por ch5D12 (PG100) e PG102 ligando as células JY que
expressam o CD40 humano, como determinado por ELISA. Os dados indicam
os meios de determinagdes duplicadas. Para a referéncia, uma concentragio
de metade-maxima de ligagéo —~log de 7,45 corresponde a uma concentragdo
de 35 ng/ml (~200 pmol).
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REIVINDICACOES

1. Polipeptideo, caracterizado pelo fato de que compreende

uma seqii€ncia de aminoacido

1 11 21 31
i ] | |
GFSX:S RYSVY WX:RQP PGKGXs EWX.GM MWGGG STDYS

41 51 61

| | l
TSLKS RLTIS KDTSK SQVXsL KMNSL RTDDT AMYYC

71
|

VRTDG DY
em que:
X1eGA V,LLLP,FM,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,Rou
X6G, A, V,L,LLP,F M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,Rou
X3¢G, A V,LLLP,FM,W,C,N,Q,S, T, Y,D,E,K,R ou
X4¢6G, A V,L,LLP,FM,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,R ou

Xs¢G, A, V,LLLP,FFM,W,C,N,Q,S, T, Y,D,E,K,R ou

2. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que compreende uma seqiiéncia de aminoacido

1 11 21 31
| | ! [
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QVKLQ ESGPG LVKPS ETLSI TCTVS GFSX,S RYSVY WX:RQP

41 51 61 7
] - 1 S |
PGKGXs EWX.:GM MWGGG STDYS TSLKS RLTIS KDTSK . .

81 91 101 111
1 | I |
SQVXsL KMNSL RTDDT AMYYC VRTDG DYWGQ GTTVT VSS.

3. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de que

Xié€G, A V,LLP,F,M,W,C,N,Q,S, T, Y,D,E, K, R ou
H.

4. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes de 1 a 3, caracterizado pelo fato de que:

X1€G,A, V,L,P,FouM;

X,6G, A, V,L,LP,FouM;

X3¢G,A, V,L,LP,F, M;

X4é6G, A V,L,LP,F, M;e

Xs¢G,A, V,L,LLP,FFM,W,C,N,Q,S, TouY.

5. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes de 1 a 4, caracterizado pelo fato dé que:

X:1€G,A,V,LouM;

X,6G,A V,L,IouM;

X;¢6G, A, V,L,LP,F, M;

X4€6G,A, V,L,IouM;e

XséP,F, W,N,Q,S, TouY.

6. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado

pelo fato de que:
X2 é I,



X5 €éP;

X4 éM; ou

XséS.

7. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
5  caracterizado pelo fato de que:

X,éleX,éV;

X1éLeX,¢é1I;

X,éVeX,6V;

X,éLeX,éL;0u
" 10 XiéLeX;é V.

8. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado

pelo fato de que
X3 €éP;
X4éM; e
15 X5 € F ou X5 € S, preferivelmente S;

9. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes de 1 a 7, caracterizado pelo fato de que:
X1€6L; X6 V; X3éL; XyéLeXs¢€F.

10. Polipeptideo, caracterizado pelo fato de que compreende a

20 seqiiéncia de aminoacido
1 11
L !
GFSX:S RYSVY WX2R
em que:
X1éLeX,¢éI;0u
X1éleX,¢é V.

11. Corpo de ligacdo, caracterizado pelo fato de que

25  compreende um polipeptideo como definido em qualquer uma das

reivindicacdes de 1 a 10.
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12. Anticorpo, caracterizado pelo fato de que compreende

um polipeptideo como definido em qualquer uma das reivindicagdes de 1
a 10.

13. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado

pelo fato de que compreende uma regido constante de um anticorpo humano,
preferivelmente uma regido constante de IgG.

14. Anticorpo de acordo com as reivindicagdes 12 ou 13,

caracterizado pelo fato de que a dita regido constante € uma regido que é
deficiente em ativagdo de complemento, preferivelmente a regido constante de
IgG4 humana ou uma regifo constante de IgG; humana mutada.

15. Acido nucleico, caracterizado pelo fato de que codifica

um polipeptideo como definido em qualquer uma das reivindicagdes de 1
a 10, e/ou um corpo de ligagdo como definido na reivindicagdo 11, e/ou
um anticorpo como definido em qualquer uma das reivindicag¢des de 12 a
14.

16. Célula, caracterizada pelo fato de que compreende um

polipeptideo como definido em qualquer uma das reivindicagbes de 1 a
10, um corpo de ligagdo como definido na reivindicagdo 11, e/ou um
anticorpo como definido em qualquer uma das reivindicag¢des de 12 a 14
e/ou um acido nucleico como definido na reivindicagio 15.

17. Anticorpo monoclonal CD40 anti-humano antagonistico,

caracterizado pelo fato de que compreende um polipeptideo como definido

em qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 10.
18. Anticorpo monoclonal CD40 anti-humano antagonistico

desimunizado, caracterizado pelo fato de que ser como definido na

reivindicagéo 17.
19. Anticorpo monoclonal CD40 anti-humano antagonistico de

acordo com as reivindicagdes 17 ou 18, caracterizado pelo fato de que

compreende uma seqiiéncia de aminoacido



1 11 21 31

E I 1 |

XsLGX7Xs ASISC RSSQS LXsNSN GNTYL HWYLQ RPGQS

41 51 61 71

i | | |

PRLLI YKVSN RFSGV PDRFS GSGSG TDFTL KISRV EAEDXi0

81 91
i I
GVYX1C SQSTH VPWT
em que:
Xs€éN,Q,S, T,Y, WouC;
X;¢D,E,N,Q,S, T, Y, WouC;
XséN,Q,S, T,Y,G, A, V,L,LLP,F,M, WouC,;
5 Xe€G,A, V,L,LP,F,M;
X10é€G, A, V,L,LLP,F,M; e
X;1éN,Q,S, T,Y,G,A, V,L,LP,F,M, Wou C.
20. Anticorpo monoclonal CD40 anti-humano antagonistico de

acordo com a reivindicagdo 19, caracterizado pelo fato de que compreende

10  uma seqiiéncia de aminoacido
1 11 21 31

| . ! ‘ oy
ELQLT QSPLS LPVXsL GX-XsAS ISCRS SQSLXs NSNGN TYLHW

41 51 61 71
| I I |
YLQRP GQSPR LLIYK VSNRF SGVPD RFSGS GSGTD FTLKI

81 91 101 111
l I ! b
SRVEA EDXi10GV YX11CSQ STHVP WT¥GG GTKLE IKR
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21. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 19 ou 20,
caracterizado pelo fato de que

XséTouS,X;6DouQ,XgéQouP,XgéVouA, Xj0éV
oulLeX;;é€FouY.

22. Anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

de 19 a 21, caracterizado pelo fato de que:

X6éT,X7éQ,X8éP,XgéA,XloéVCX“éY.

23. Célula, caracterizada pelo fato de que compreende um

anticorpo como definido em qualquer uma das reivindicagdes de 19 a 22.

24. Célula de acordo com a reivindicagdo 23, caracterizada

pelo fato de que produz o dito anticorpo.
25. Célula de acordo com as reivindicagdes 16, 23 ou 24,

caracterizada pelo fato de que € uma célula de hibridoma, uma célula do

ovario do hamster chinés, uma célula NSO ou uma célula PER-C6°.

26. Célula de acordo com a reivindicagdo 25, caracterizada

pelo fato de que esta depositada sob o nimero ..., na colegéo ....

27. Cultura de célula, caracterizada pelo fato de que

compreende uma célula como definida em qualquer uma das reivindicagdes

de 23 a 26.

28. Método para produzir um anticorpo, caracterizado pelo

fato de que compreende cultivar uma célula como definida em qualquer uma
das reivindicag¢des 16, de 23 a 26 e colher o dito anticorpo da dita cultura.

29. Anticorpo, caracterizado pelo fato de que é obtenivel por

um método como definido na reivindicagéo 28.

30. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 29, caracterizado

pelo fato de que € purificado.

31. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de que

compreende um polipeptideo como definido em qualquer uma das

reivindica¢des de 1 a 10, um corpo de ligagdo como definido na reivindicagdo
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11, um anticorpo como definido em qualquer uma das reivindicagdes de 12 a
14, 17 a 22, 29 ou 30, um acido nucleico como definido na reivindicagdo 15
e/ou uma célula como definida nas reivindicag¢des 16, de 23 a 26.

32. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des de 1 a 10, um corpo de ligagdo de acordo com a reivindicagdo
11, um anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 12 a 14,

17 a 22, 29 ou 30, um acido nucleico de acordo com a reivindicagdo 15 e/ou

uma célula de acordo com as reivindicagdes 16, 23 a 26, caracterizados pelo
fato de que sdo para o uso como um medicamento.

33. Uso de um polipeptideo como definido em qualquer uma
das reivindicagdes de 1 a 10, um corpo de ligagdo como definido na
reivindicagdo 11, um anticorpo como definidko em qualquer uma das
reivindica¢des de 12 a 14, 17 a 22, 29 ou 30, um acido nucleico como
definido na reivindicagdo 15 e/ou uma célula como definida nas

reivindica¢Bes 16, de 23 a 26, caracterizado pelo fato de ser para a fabricagéo

de um medicamento para melhorar um sintoma de um distirbio autoimune
e/ou um disturbio inflamatorio e/ou para reduzir a rejeicdo a enxerto e/ou para
o tratamento de canceres positivos em CD40.

34. Uso de acordo com a reivindicagdo 33, caracterizado pelo

fato de que o dito distirbio autoimune e/ou inflamatério € selecionado do
grupo de artrite reumatéide, lupo eritematoso sistémico, esclerose multipla,
psoriase, penfigbides bolhosos e dermatite atopica.

35. Uso de acordo com a reivindicagéo 33, caracterizado pelo

fato de que o dito distirbio autoimune e/ou inflamatério compreende a doenga
do intestino inflamatorio.

36. Uso de acordo com a reivindicagdo 35, caracterizado pelo

fato de que a dita doenga do intestino inflamatério compreende colite
ulcerativa (UC) ou doenga de Crohn (CD).

37. Método para munir um individuo com um anticorpo,



- 10

15

20

caracterizado pelo fato de que compreende munir o dito individuo com um

anticorpo como definido em qualquer uma das reivindicagdes de 12 a 14,17 a
22,29 ou 30.
38. Método para selecionar um anticorpo antagonista de CD40

anti-humano, caracterizado pelo fato de que compreende gerar uma primeira

linhagem de célula que produza um anticorpo antagonista de CD40 anti-
humano original e determinar a quantidade de anticorpo original que é
produzido pela dita primeira linhagem de célula, o dito anticorpo original
compreendendo a seqiiéncia de aminoacido do dominio varidvel da cadeia

pesada
1 11 21 31
: L x |
QVKLQ ESGPG LVKPS ETLSI TCTVS GFSX;S RYSVY WX:RQP

41 51 61 71

i [ I |
PGKGP EWMGM MWGGG STDYS TSLKS RLTIS KDTSK

81 91 101 111
| l ! |
SQVSL KMNSL RTDDT AMYYC VRTDG DYWGQ GTTVT VSS

em que X; e X, sdo selecionados aos pares do grupo que
consistede X;=IeX,=V; X;=LeXp, = X;=VeX;=V;X;=LeX,=
LiouX;=LeX;=V,

o dito método compreendendo ainda

gerar pelo menos uma outra linhagem de célula que produza
uma variante do dito anticorpo original em que o dito anticorpo variante € um
anticorpo original modificado que compreende uma inser¢do, delegdo,
inversdo, e/ou substitui¢do dentre cerca de 1 a 5 aminodcidos quando
comparado com o dito anticorpo original, em que a dita modificacdo ndo

consiste de uma modificagdo dos aminodcidos na(s) posi¢do(des)
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identificada(s) por X; e X,, e determinar a quantidade de anticorpo variante
que € produzido pela dita pelo menos uma outra linhagem de célula,

o dito método compreendendo ainda selecionar um anticorpo
variante que foi produzido em uma quantidade que foi pelo menos 50% da
quantidade do anticorpo original.

39. Método de acordo com a reivindicagdo 38, caracterizado

pelo fato de que o dito anticorpo original compreende a seqiiéncia de

aminoacido da cadeia leve
1 11 21 31

| ! ! I

ELQLT QSPLS LPV T L G Q P AS ISCRS SQSL A NSNGN TYI

41 51 61 71
| I R N
YLQRP GQSPR LLIYK VSNRF SGVPD RFSGS GSGTD FTLKI -

81 91 101 111

! I l !
SRVEA ED V GV Y'Y CSQ STHVP WTFGG GTKLE IKR.

40. Método de acordo com as reivindicagdes 38 ou 39,

caracterizado pelo fato de que a dita inser¢do, delegdo, inversdo, e/ou

substitui¢do dentre cerca de 1 a 5 aminoacidos estd na dita seqiiéncia de
aminoacido de cadeia pesada ou na dita seqiiéncia de aminoacido de cadeia
leve quando comparada com a seqiiéncia de aminoacido de cadeia
correspondente no dito anticorpo original.

41. Método de acordo com a reivindica¢do 40, caracterizado

pelo fato de que a dita insergdo, delegdo, inversdo, e/ou substitui¢do dentre
cerca de 1 a 5 aminoacidos estd na dita seqiiéncia de aminodcido de cadeia
pesada quando comparada com a dita seqii€ncia de cadeia pesada do dito

anticorpo original.
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42. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

38 a 41, caracterizado pelo fato de que compreende ainda gerar uma linhagem

de célula produtora de anticorpo que produz o dito anticorpo selecionado.

43. Método de acordo com a reivindicagdo 42, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda coletar o dito anticorpo selecionado.
44. Anticorpo antagonista de CD40 anti-humano,

caracterizado pelo fato de que € obtenivel por um método como definido na

reivindicagdo 43.
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 10
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Distribuigdo da produtividade de linhas celulares de
GS-CHO que produzem o anticorpo PG102 e
‘superdesenvolvimento’ em culturas de placas de 24
reservatorios
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Figura 11:

Perfis de desenvolvimento e de aciimulo de anticorpos para linhas
celulares L107 (DC1; painel superior), L25 (DC2; painel mediano) e
M95 (DC3; painel inferior) em frascos de cultura de agitacao de
batelada alimentada com CDACF
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Figura 12:

Comparacgio da ligagdao de PG102(vermelho) e PG100(azul) em
10 pg/mL a CD40 imobilizado em 3 niveis diferentes
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Figura 13:

Inibicao de CD40 mAb as célula JY que expressam CD40 humano pelo mAb
173-36-1 anti-idiotipo. Os mAbs Anti-CD40 foram submetidos a ensaio em
uma concentragido de 1 pg/ml. Os dados indicam média * s.e. média de 4
determinagoes separadas para cada anticorpo.
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Figura 14:

CD40-Fc ELISA. A ligagio relacionada com a concentragao de PG100 e PG102 ao
CD40-Fc humano. As placas foram revestidas durante a noite com 250 ng/ml de
CD40-Fc humano. O mAB de controle de isotipo, chFUN-1, esta direcionado contra
o CD86 humano. Os dados indicam média * s.e. médio (todos n = 3).
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Figura 15

Quantificagdo de FAGS de mAB anti-CD40 que liga-se As células JY. PG100
e PG102 apresentaram concentragées de ligagdo média-maxima comparavel.
O anti-CD86 mAb, chFUN-1, também mostrou ligagao as células JY nestes
experimentos devido a expressao de superficie de CD86 humano por esta
linha celular. Os dados indicam a média de determinagdes duplicadas para
cada anticorpo.
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A) Inibigao de ligagao PG100
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Figura 16

Inibicdo da ligagdao de PG102 - Inibigéo de ligagao de PG100PE e PG102PE as células

JY pelos anticorpos PG100 e PG102 rotulados. O PG100 (A) e o PG102 (B) rotulados
foram incubados em 1 Og/ml na presenca de aumento de concentragdo de anticorpo

nao rotulado de competicdo. O anticorpo rotulado foi determinado como a

intensidade de fluorescéncia média (MFI) pela citometria de fluxo. O MFI maximo

para a cinomolgoligagdo de PG100PE e PG102PE foi de 369 unidade de fluorescéncia (A)
e 305 unidades de fluorescéncia (B), respectivamente. Os dados indicam média t s.e.
médio de 4 experimentos separados.
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Figura 17

Inibicdo da liberagao de IL-8 pelas células THP-1 apés a co-cultura com
células Jurkat
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Figura 18

Sequéncia de proteina de cadeia pesada e leve de PEG102

As sequéncias de sinal estdo sublinhadas, as regides variaveis estido em negrito

Cadeia pesada :

‘MEWSWVFLFFLSVTTGVHSQVKLQESGPGLVKPSETLSITCTVSGFSLSRISVYWIRQPPGKGPE
‘SSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPSCPAPEFLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVENAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODW
LNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SLGK

Cadeia leve:

GQSPRLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTD ETLKI SRVEAEDVGVYY CSQSTHVPWTFGGGTKLE
IKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQS GNSQESVT EQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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Sequéncias de DNA que codificam cadeias pesada e leve de PEG102

As sequéncias de sinal sdo indicadas como sublinhado, as regides varidveis em negrito
e os codons de interrupgdo em letras minusculas

Cadeia pesada:

ATAGTGGAGCCCTGACATCTGGAGTGCACACATTTCCAGCTGTGCTGm?;f}““ff - -
TCTCTGTCCAGCGTGGTGACAGTGCCATCTTCTTCTCTGGGCACCAAGACCTACACATGT_,_GT
GGRCCACARGCCATCTAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGAGTCTAAGTACGGACCACCATGCC
CATCTTGTCCAGCTCCAGAGTTTCTGGGAGGACCTAGCGTGTTTCTGTTCCCCCCARAGCCARAG
GATACCCTGATGATCTCTAGAACCCCAGAGGTGACATGTGTGETGGTGGATGTGTCTCAGGAGGA
TCCAGAGGTCCAGTTTAACTGGTACGTGGATGGAGTGGAGGTGCACAACGCTARGACAAAGCCAA
GAGAGGAGCAGTTCAACAGCACATACAGAGTGGTGTCTGTGCTGACAGTGCTGCATCAGGATTGG
CTGARCGGCAAGGAATACAAGTGTAAGGTCTCCAACARGGGCCTGCCATCTTCTATCGAGAARAC
CATCTCTAAGGCTAAGGGACAGCCAAGGGAGCCACAGGTGTACACACTGCCACCATCTCARGAGG
AGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACATGCCTGGTGAAGGGATTCTACCCATCTGATATCGCT
TGACGGCTCTTTCTTCCTGTACAGCAGACTGACAGTGGACAAGTCTAGATGGCAGGAGGGAAACG
TCTTTAGCTGTAGCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCTCTGTCTCTG
AGTCTGGGAAAAtgatag

Cadeia leve:

ATGTCTGTGCCAACACAGGTGCTGGGACTGCTGCTGCTGTGGCTGACAGATGCTAGATGTGAGCT
-GCAGC'I‘GACACAGTCTCCACTGTCTCTGCCAGTGACACTGGGACAGCCAGCTAGCATCAGCTGTA
GAAGCTCTCAGTCTCTGGCCAACTCTAACGGCARCACATACCTGCATTGGTATCTGCAGAGACCA
GGACAGTCTCCAAGACTGCTGATCTACAAGGTGTCCAACAGATTCTCTGGAGTGCCAGACAGATT
TPCTGGCTCTGGCTCTCGGAACAGACTTCACCCTGAAGATCTCTAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGE
GAGTGTACTACTGCTCTCAGTCTACACATGTGCCATGGACATTCGGAGGAGGAACAARGCTGGAG
ATCAAGAGAACAGTGGCTGCCCCATCTGTGTITTATCTTCCCCCCATCTGATGAGCAGCTGAAGTC
TGGAACAGCTTCTGTGGTGTGTCTGCTGAACAACTTCTACCCAAGGGAGGCTARGGTGCAGTGGA
AGGTGGACAATGCTCTGCAGTCTGGAAACTCTCAGGAGTCTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGAC
TCTACCTACTCTCTGAGCAGCACACTGACACTGTCTAAGGCCGACTACGAGAAGCATARGGTGTA
CGCCTGTGAGGTGACACATCAGGGACTGTCTAGCCCAGTGACCAAGTCTTTCAACAGAGGCGAGT
GCtgatag
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RESUMO
“pOLIPEPTIDEO, CORPO DE LIGACAO, ANTICORPO, ACIDO
NUCLEICO, CELULA, CULTURA DE CELULA, METODO PARA
PRODUZIR UM ANTICORPO, COMPOSICAO FARMACEUTICA, USO
DE UM POLIPEPTIDEO, UM CORPO DE LIGACAO, UM ANTICORPO,
UM ACIDO NUCLEICO E/OU UMA CELULA, E, METODOS PARA
MUNIR UM INDIVIDUO COM UM ANTICORPO E PARA
SELECIONAR UM ANTICORPO ANTAGONISTA DE CD40 ANTI-
HUMANO” | |

A presénte invencdo fornece ..novos anticorpos monoclonais

CD40 anti-humano antagonisticos, métodos para gera-los e seus usos.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS
	ABSTRACT

