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A PRESENTE INVENCAO REFERE-SE A ANTICORPOS E PORCOES DE LIGAGAO A ANTIGENIO
DOS MESMOS QUE SE LIGAM ESPECIFICAMENTE A CD40, PREFERENTEMENTE CD40
HUMANO, E QUE FUNCIONAM COMO AGONISTAS DE CD40. A INVENGAO TAMBEM SE REFERE
A ANTICORPOS ANTI-CD40 HUMANOS E PORGCOES DE LIGACAO A ANTIGENIO DOS MESMOS. A
INVENCAO TAMBEM SE REFERE A ANTICORPOS QUE SAO ANTICORPOS DE CADEIA SIMPLES,
QUIMERICOS, BIESPECIFICOS, DERIVATIZADOS OU PORGOES DE PROTEINAS DE FUSAO. A
INVENGAO TAMBEM SE REFERE A IMUNOGLOBULINAS DE CADEIA LEVE E PESADA ISOLADAS
DERIVADAS A PARTIR DE ANTICORPOS ANTI-CD40 HUMANOS E MOLECULAS DE ACIDO
NUCLEICO QUE CODIFICAM TAIS IMUNOGLOBULINAS. A PRESENTE INVENGAO TAMBEM SE
REFERE A METODOS DE PREPARAGCAO DE ANTICORPOS ANTI-CD40 HUMANOS,
COMPOSICOES QUE COMPREENDEM ESTES ANTICORPOS E METODOS DE UTILIZAGAO DOS
ANTICORPOS E COMPOSICOES PARA O DIAGNOSTICO E TRATAMENTO. A INVENGCAO TAMBEM
PROPORCIONA METODOS DE TERAPEUTICA GENETICA USANDO MOLECULAS DE ACIDO
NUCLEICO QUE CODIFICAM AS MOLECULAS DE IMUNOGLOBULINA PESADA E/OU LEVE QUE
COMPREENDEM OS ANTICORPOS ANTI-CD40 HUMANOS. A INVENCAO TAMBEM SE REFERE
AOS ANIMAIS TRANSGENICOS QUE COMPREENDEM AS MOLECULAS DE ACIDO NUCLEICO DA
PRESENTE INVENGAO.



RESUMO

“ANTICORPOS ANTI-CD40"”

A presente invencdo refere-se a anticorpos e porcdes
de ligacéo a antigénio dos mesmos que se ligam
especificamente a CD40, preferentemente CD40 humano, e que
funcionam como agonistas de CD40. A invencdo também se
refere a anticorpos anti-CD40 humanos e porcgdes de ligacéo
a antigénio dos mesmos. A invencdo também se refere a
anticorpos que s&o anticorpos de cadeia simples,
quiméricos, biespecificos, derivatizados ou porcgdes de
proteinas de fusdo. A invencdo também se refere a
imunoglobulinas de cadeia leve e pesada isoladas derivadas
a partir de anticorpos anti-CD40 humanos e moléculas de
dcido nucleico que codificam tais imunoglobulinas. A
presente invencdo também se refere a métodos de preparacio
de anticorpos anti-CD40 humanos, composicdes que
compreendem estes anticorpos e métodos de utilizacdo dos
anticorpos e composicdes para o diagndéstico e tratamento. A
invencdo também proporciona métodos de terapéutica genética
usando moléculas de 4acido nucleico que codificam as
moléculas de imunoglobulina pesada e/ou leve que
compreendem os anticorpos anti-CD40 humanos. A invencéo
também se refere aos animais transgénicos que compreendem

as moléculas de &cido nucleico da presente invencgéo.



DESCRICAO
“ANTICORPOS ANTI-CD40”

ANTECEDENTES DA INVENCAO

O antigénio de CD40 é& uma glicoproteina de superficie

celular de 50 kDa que pertence a familia do Receptor de
Factor de Necrose Tumoral (TNF-R) (Stamenkovic et al., EMBO
J. 8:1403-10 (1989)). O CD40 ¢é expresso em muitos tipos de
células normais e tumorais, incluindo linfécitos B, células
dendriticas, mondcitos, macrdbéfagos, epitélio timico,
células endoteliais, fibroblastos, e células de musculo
liso. (Paulie S. et al., Cancer Immunol. Immunother. 20:23-
8 (1985); Banchereau J. et al, Adv. Exp. Med. & Biol.
378:79-83 (1995); Alderson M.R. et al., J. of Exp. Med.
178:669-74 (1993); Ruggiero G. et al., J. of Immunol.
156:3737-46 (1996); Hollenbaugh D. et al., J. of Exp. Med.
182:33-40 (1995); Yellin M. J. et al., J. of Leukocyte
Biol. 58:209-16 (1995); e Lazaar A. L. et al., J. of
Immunol. 161:3120-7 (1998)). O CD40 é expresso em todos oS
linfomas B e em 70 % de todos os tumores sdélidos. Embora
seja constitutivamente expresso, o CD40 ¢é regulado
positivamente em células apresentadoras de antigénio por
meio de sinais de maturacdo, tais como LPS, IL-8, IEN-y e
GM-CSF'.

A activacdo de CD40 desempenha um papel critico na
regulacdo de respostas imunes celulares e humorais. A
apresentacdo de antigénio sem activacdo de CD40 pode levar
a toleradncia, enguanto que a sinalizacdo de CD40 pode
reverter tal tolerédncia, aumentar a apresentacdo de
antigénio por todas as células apresentadoras de antigénio
(APCs), levar a secrecdo de qguimiocinas e <citocinas
auxiliares, aumentar a expressdo e sinalizacdo de moléculas
co-estimuladoras, e estimular a actividade citolitica de

células imunes.



O CD40 desempenha um papel critico na proliferacéo,
maturacdo e mudanca de classe de células B. (Foy T. M. et
al., Ann. Rev. of Immunol. 14:591-617 (1996)). A disrupcédo
da via de sinalizacdo de CD40 leva a distribuicdo anormal
de isotipo de imunoglobulina no soro, a falta de iniciacéo
de célula T CD4+, e defeitos em respostas humorais
secunddrias. Por exemplo, a sindrome de hiper-IgM ligada a
X ¢ uma doenca associada a uma mutacdo no gene CD40L
humano, e é caracterizada pela incapacidade de individuos
afectados de produzir anticorpos diferentes daqueles do
isotipo IgM, indicando que a interaccdo produtiva entre
CD40 e CD40L é requerida para uma resposta imune eficaz.

A unid&o de CD40 pelo CD40L 1leva a associacdo do
dominio citoplasmético CD40 com TRAFs (factores associados
a TNF-R). (Lee H.H. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
96:1421-6 (1999); Pullen S.S. et al., Biochemistry 37:
11836-45 (1998); Grammar A.C. et al., J. of Immunol.
161:1183-93 (1998); Ishida T.K. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 93:9437-42 (1996); Pullen S.S. et al., J. of Biol.
Chem. 274:14246-54 (1999)). A interaccdo com TRAFs pode
culminar na activacido de ambas as vias NFxB e Jun/APl.
(Tsukamoto N. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:1234-9
(1999); Sutherland C.L. et al., J. of Immunol. 162:4720-30
(1999)). Dependendo do tipo de célula, esta sinalizacéo
leva a secrecdo aumentada de citocinas tais como IL-6
(Jeppson J.D. et al., J. of Immunol. 161:1738-42 (1998);
Uejima Y. et al., Int. Arch. de Allergy & Immunol. 110:225-
32, (1996), IL-8 (Gruss H.J. et al., Blood 84:2305-14
(1994); wvon Leoprechting A. et al., Cancer Res. 59:1287-94
(1999); Denfeld RW. et al., Europ. J. of Immunol. 26:2329-
34 (199%6)), 1IL-12 (Cella M. et al., J. of Exp. Med.
184:7477-52 (1996); Ferlin W.G. et al., Europ. J. of
Immunol. 28:525-31 (1998); Armant M. et al., Europ. J. of
Immunol. 26:1430-4 (1996); Koch F. et al., J. of Exp. Med.
184:741-6 (1996); Seguin R. e L.H. Kasper, J. of Infeet.



Diseases 179:467-74 (1999); Chaussabel D. et al., Infection
& Immunity 67:1929-34 (1999)), IL-15 (Kuniyoshi J.S. et
al., Cellular Immunol. 193:48-58 (1999)) e quimiocinas
(MIPla, MIP1[3, RANTES, e outros) (McDyer J.F. et al., J. of
Immunol. 162:3711-7 (1999); Schaniel C. et al., J. of Exp.
Med. 188:451-63 (1998); Altenburg A. et al., J. of Immunol.
162:4140-7 (1999); Deckers J.G. et al., J. of the Am.
Society of Nephrology 9:1187-93 (1998)), expressédo
aumentada de MHC de classe I e II (Santos-Argumedo L. et
al., Cellular Immunol. 156:272-85 (1994)), e expressdo
aumentada de moléculas de adesdo (por exemplo, ICAM) (Lee
H.H. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 96:1421-6 (1999);
Grousson J. et al., Archives of Dermatol. Res. 290:325-30
(1998); Katada Y. et al., Europ. J. of Immunol. 26:192-200
(1996); Mayumi M. et al., J. of Allergy & Clin. Immunol.
96:1136-44 (1995); Flores-Romo L. et al., Immunol. 79:445-
51 (1993)) e moléculas co-estimuladoras (por exemplo, B7)
(Roy M. et al., Europ. J. of Immunol. 25:596-603 (1995);
Jones K.W. e C.J. Hackett, Cellular Immunol. 174:42-53
(1996); Caux C. et al., Journal of Exp. Med. 180:1263-72
(1994); Kiener P.A. et al., J. of Immunol. 155:4917-25
(1995)). Citocinas induzidas por unido de CD40 aumentam a
sobrevivéncia e activacdo de células T.

Além do aumento de funcdo celular e imune, os efeitos
da activacdo de CD40 incluem: recrutamento de células e
diferenciacdo por gquimiocinas e citocinas; activacdo de
monécitos; actividade citolitica aumentada de linfécito T
citolitico (CTL) e células assassinas naturais (NK);
inducdo de apoptose em tumores CD40 positivos; aumento de
imunogenicidade de tumores CD40 positivos; e producdo de
anticorpos especificos a tumor. O papel de activacdo de
CD40 em respostas imunes mediadas por célula estd também
bem estabelecido, e é revisto em: Grewal et al., Ann. Rev.
of TImmunol. 16:111-35 (1998); Mackey et al., J. of
Leukocyte Biol. 63:418-28 (1998); e Noelle R.J., Agents &



Actions - Supl. 49:17-22 (1998).

Os estudos usando um sistema de modelo de iniciacgéo
cruzada mostrou que a activacdo de CD40 de APCs pode
substituir o requisito de célula T auxiliar para a geracao
de linfdécito T citolitico (CTL). (Bennett et al., Nature
393:478-480 (1998)). Evidéncia de ratinhos deficientes em
CD40L indica um claro requisito para a sinalizacdo de CD40
na iniciacdo de célula T auxiliar. (Grewal I.S. et al.,
Science 273:1864-7 (1996); Grewal I.S. et al., Nature
378:617-20 (1995)). A activacdo de CD40 converte células B
que possuem antigénio de outro modo tolerogénicas, em APCs
competentes. (Buhlmann J.E. et al., Immunity 2:0645-53
(1995)). A activacdo de CD40 induz a maturacdo e
diferenciacdo de progenitores do sangue do corddo em
células dendriticas. (Flores-Romo L. et al., J. of Exp.
Med. 185:341-9 (1997); Mackey M.F. et al., J. of Immunol.
161:2094-8 (1998)). A activacdo de CD40 também induz a
diferenciacéo de mondcitos em células dendriticas
funcionais. (Brossart P. et al., Blood 92:4238-47 (1998)).
Além disso, a activacdo de CD40 aumenta a actividade
citolitica de células NK através de citocinas induzidas por
APC-CD40. (Carbone E. et al., J. of Exp. Med. 185: 2053-60
(1997); Martin-Fontecha A. et al., J. of Immunol. 162:5910-
6 (192999)). Estas observacdes indicam que CD40 desempenha um
papel essencial na iniciacdo e aumento de respostas imunes
por meio da inducdo de maturacdo de APCs, secrecdo de
citocinas auxiliares, regulacdo positiva de moléculas co-
estimuladoras, e aumento de funcdes efectoras.

O papel critico de sinalizacd&o de CD40 na iniciacdo e
maturacdo de respostas imunes citotdxicas e humorais torna
este sistema um alvo ideal para o aumento imune. Tal
aumento pode ser particularmente importante para montar
respostas imunes eficazes a antigénios tumorais, gque sé&o
apresentados geralmente ao sistema imune através de

iniciacdo cruzada de APCs activadas. (Huang A.Y. et al.,



Ciba Foundation Symp. 187:229-44 (1994); Toes R.E.M. et
al., Seminars em Immunol. 10:443-8 (1998); Albert M.L. et
al., Nature 392:86-9 (1998); Bennett S.R et al., J. of Exp.
Med. 186:65-70 (1997)).

Diversos grupos tém demonstrado a eficécia da
activacdo de CD40 for respostas anti-tumorais in vitro e 1in
vivo. (Toes RE.M. et al., Seminars in Immunol. 10:443-8
(1998)). Dois grupos, usando modelo metastdtico de pulméo
de carcinoma de célula renal e tumores subcuténeos por
células transformadas de maneira viral, tém
independentemente demonstrado que a activacdo de CD40 pode
reverter a tolerdncia a antigénios especificos a tumor,
tendo como resultado uma iniciacdo anti-tumoral eficiente
de células T. (Sotomayor E.M. et al., Nature Medicine
5:780-787 (1999); Diehl L. et al., Nature Medicine 5:774-9
(1999)). A actividade anti-tumoral na auséncia de células
imunes foi também relatada por tratamento com anticorpo
anti-CD40 e CD40L num modelo de linha de cancro de mama
humano em ratinhos SCID. (Hirano A. et al., Blood 93:2999-
3007 (1999)). A activacdo de CD40 por anticorpo anti-CD40
mostrou-se recentemente que erradica linfoma CD40+ e CD40-
em modelos de ratinho. (French R.R. et al., Nature Medicine
5:548-53 (1999)). Além disso, estudos anteriores por
Glennie e colaboradores concluem gque a actividade de
sinalizacdo por anticorpos anti-CD40 ¢é mais eficaz para
induzir a depuracdo de tumor in vivo gque outros anticorpos
anti-marcador de superficie capazes de recrutar efectoras.
(Tutt A.L. et al., J. of Immunol. 161:3176-85 (1998)).
Consistente com estas observacgdes, quando anticorpos anti-
CD40 foram testados para actividade contra células tumorais
de CD40+ in vivo, a maloria, mas ndo toda a actividade
tumoricida foi associada a sinalizacdo de CD40 ao invés de
ADCC. (Funakoshi S. et al., J. of Immunotherapy gith
Emphasis on Tumor Immuncl. 19:93-101 (1996)). Em outro

estudo, células dendriticas da medula 6ssea foram tratadas



ex vivo com uma variedade de agentes, e testadas para
actividade anti-tumoral in vivo. Estes estudos demonstraram
que DCs estimuladas por CD40L foram as células mais maduras
e mais eficazes que montam uma resposta anti-tumoral.

O papel essencial de CD40 na imunidade anti-tumoral
foi também demonstrado por meio da comparacdo de respostas
de ratinhos do tipo selvagem e CD40-/- a vacinas de tumor.
Estes estudos mostram que ratinhos CD40-/- sdo incapazes de
alcancar a imunidade de tumor observada em ratinhos
normais. (Mackey M.F. et al., Cancer Research 57:2569-74
(1997)). Em outro estudo, esplendcitos de ratinhos com
tumor foram estimulados com células tumorais e tratados com
anticorpos anti-CD40 de activacdo ex vivo, e mostraram ter
actividade aumentada de CTL especifica a tumor. (Donepudi
M. et al., Cancer Immunol. Immunother. 48:153-164 (1999)).
Estes estudos demonstram que CD40 ocupa uma posicdo critica
na imunidade anti-tumoral, em ambos tumores CD40 positivos
e negativos. Uma vez que CD40 ¢é expresso em linfomas,
leucemias, mieloma multiplo, uma maior parte de carcinomas
de nasofaringe, bexiga, ovéario, e figado, e alguns cancros
de mama e colo-rectal, a activacdo de CD40 pode ter uma
ampla série de aplicag¢des clinicas.

Os anticorpos monoclonais de activacgdo anti-CD40 podem
contribuir a erradicacdo de tumor via diversos mecanismos
importantes. Em primeiro lugar entre estes estd a activacédo
de células dendriticas hospedeiras para processamento e
apresentacdo de antigénio a tumor melhorados, bem como
apresentacdo de antigénio ou imunogenicidade aumentada de
células tumorais CD40 positivas por si mesmas, levando a
activacdo de linfécitos CD4' e CD8' especificos a tumor.
Actividade anti-tumoral adicional pode ser mediada por
outros efeitos de aumento imune de sinalizacdo de CD40
(produgcdo de qguimiocinas e citocinas, <recrutamento e
activacdo de mondcitos, e actividade citolitica aumentada

CTL e NK), bem como destruicdo directa de tumores CD40" por



inducdo de apoptose ou por meio da estimulacdo de uma
resposta humoral levando a ADCC. Células tumorais que estéo
a morrer e apoptdticas podem também se tornar uma
importante fonte de antigénios especificos a tumor gue s&o
processados e apresentados por APCs activadas por CD40.
Consequentemente, existe uma necessidade critica de
anticorpos agonistas anti-CD40 terapéuticos, clinicamente
relevantes.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

As Figuras 1A-1H sdo alinhamentos de sequéncia de
sequéncias de aminodcidos preditas de dominios varidveis de
cadeia leve e pesada de anticorpo monoclonal anti-CD40
isolados com as sequéncias de aminoacidos de linha germinal
dos genes de cadeia leve e ©pesada correspondentes).
Diferencas entre os clones e a sequéncia de linha germinal
sdo indicadas por sombreamento. As sequéncias de CDRI1,
CDR2, e CDR3 de 1linha germinal estdo sublinhadas. Em
alinhamentos de sequéncias de cadeia pesada, insercbes
aparentes a regido CDR3 sdo indicadas por um traco (-) na
sequéncia de linha germinal e delec¢des aparentes na regido
CDR3 sédo indicadas por um traco (-) na sequéncia clone.

Figura 1A: as sequéncias de aminodcidos de regido
variavel de cadeia leve capa preditas de mAbs 3.1.1 e 7.1.2
com as sequéncias de aminoacidos de linha germinal do gene
Vk = A3/A19 e J = Jxl.

Figura 1B: a sequéncia de aminoacidos de regido
variavel de cadeia leve capa predita do clone 15.1.1 e a
sequéncia de aminodcidos de linha germinal (Vk = A3/A19 e J
= Jk2);

Figura 1C: as sequéncias de aminodcidos de regiédo
varidvel de cadeia leve capa preditas de mAbs 10.8.3 e
21.4.1 e a sequéncia de aminoacidos de linha germinal (Vk =
L5 (DP5) e J = Jk4);

Figura 1D: a sequéncia de aminoidcidos de regido

varidvel de cadeia pesada predita do mAb 3.1.1 e a



sequéncia de aminoacidos de linha germinal (Vy = 3-30+ (DP-
49), D = D4+DIR3 e J = Jub);

Figura 1E: a sequéncia de aminoadcidos de regido
varidvel de cadeia pesada predita do mAb 7.1.2 e a
sequéncia de aminoédcidos de linha germinal (Vg = 3-30+ (DP-
49), D = DIRbS+D1-26 e J = Jyb):;

Figura 1F: as sequéncias de aminoédcidos de cadeia
pesada preditas do mAb 10.8.3 e a sequéncia de aminoédcidos
de linha germinal (Vg = 4,35 (VIV-4), D = DIR3 e J = Jub6);

Figura 1G: as sequéncias de aminodcidos de regido
varidvel de cadeia pesada preditas do mAb 15.1.1 e a
sequéncia de aminoacidos de linha germinal (Vy = 4-59 (DP-
71), D =D4-23 e J = Jygd); e

Figura 1H: as sequéncias de aminodcidos de regiédo
variavel de cadeia pesada preditas do mAb 21.4.1 e a
sequéncia de aminoadcidos de linha germinal (Vg = 1-02 (DP-
75), D = DLR1 e J = Ju4).

A Figura 2A-2H s&do alinhamentos de sequéncia de
sequéncias de aminoédcidos preditas de dominios varidveis de
cadeia leve e pesada de anticorpo monoclonal anti-CD40
isolados com as sequéncias de aminoacidos de linha germinal
dos genes de cadeia leve e ©pesada correspondentes).
Diferencas entre os clones e a sequéncia de linha germinal
sdo indicadas em negrito. As sequéncias de CDR1, CDR2, e
CDR3 de linha germinal estdo sublinhadas. Em alinhamentos
de sequéncias de cadeia pesada, insercgdes aparentes a
regido CDR3 s&do indicadas por um traco (-) na sequéncia de
linha germinal e delecdes aparentes na regido CDR3 sé&o
indicadas por um traco (-) na sequéncia clone.

A Figura 2A: as sequéncias de aminoacidos de cadeia
leve capa preditas de mAbs 22.1.1, 23.5.1 e 23.29.1 e a
sequéncia de aminoédcidos de linha germinal (Vk = A3/Al19 e J
= Jx1);

A Figura 2B: a sequéncia de aminoacidos de cadeia leve

capa predita do mAb 21.2.1 e a sequéncia de aminoacidos de



linha germinal (Vk = A3/A19 e J = Jk3);

A Figura 2C: as sequéncias de aminoadcidos de cadeia
leve capa preditas de mAbs 23.28.1, 23.28.1L-C92A e 24.2.1
e a sequéncia de aminodcidos de linha germinal (Vk = A27 e
J = Jx3);

A Figura 2D: a sequéncia de aminoadcidos de cadeia
pesada predita do mAb 21.2.1 e a sequéncia de aminodcidos
de linha germinal (Vg = 3-30+, D = DIR3+D6-19 e J = Ju4);

A Figura 2E: a sequéncia de aminoadcidos de cadeia
pesada predita de mAbs 22.1.1, 22.1.1H-C109A e a sequéncia
de aminodcidos de linha germinal (Vg = 3-30+, D = D1-1 e J
= Jub);

A Figura 2F: a sequéncia de aminocdcidos de cadeia
pesada predita do mAb 23.5.1 e a sequéncia de aminodcidos
de linha germinal (Vg = 3-30+, D = D4-17 e J = Jub6);

A Figura 2G: a sequéncia de aminocdcidos de cadeia
pesada predita do mAb 23.29.1 e a sequéncia de aminoédcidos
de linha germinal (Vg = 3-30,3, D = D4-17 e J = Jub6); e

A Figura 2H: as sequéncias de aminoacidos de cadeia
pesada preditas do mAb 23.28.1, 23.28.1H-D16E e 24.2.1 e a
sequéncia de aminoacidos de linha germinal (Vyz = 4-59, D
DIR1+D4-17 e J = Jgb).

A Figura 3 é uma curva de dose-resposta que ilustra a

capacidade de um anticorpo anti-CD40 da invencdo (21.4.1)
para aumentar a producgdo de IL-12p40 pelas células
dendriticas humanas.

A Figura 4 é uma curva de dose-resposta que ilustra a
capacidade de um anticorpo anti-CD40 da invencdo (21.4.1)
para aumentar a producgdo de IL-12p70 pelas células
dendriticas humanas.

A Figura 5 é€ um grafico que ilustra a capacidade de um
anticorpo anti-CD40 da invencgdo (21.4.1) para aumentar a
imunogenicidade de células estimuladoras Jy e aumentar a
actividade de CTL contra células alvos Jy.

A Figura 6 ¢é uma curva de inibicdo de crescimento
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tumoral que ilustra o crescimento reduzido de tumores Daudi
CD40 positivos em ratinhos bege SCID tratados com um
anticorpo anti-CD40 da invencgdo (21.4.1).

A Figura 7 ¢é uma curva de inibicdo de crescimento
tumoral que ilustra o crescimento reduzido de tumores K562
CD40 negativos em ratinhos bege SCID tratados com um
anticorpo anti-CD40 da invencéo (21.4.1) e células
dendriticas humanas e células T.

A Figura 8 mostra a inibicd&o no crescimento de tumores
K562 CD40 negativos em ratinhos SCID por concentragdes
diferentes de mAb agonista anti-CD40 23.29.1.

A Figura 9 mostra a inibic&o no crescimento de tumores
K562 CD40 negativos em ratinhos SCID por concentragdes
diferentes de mAb agonista anti-CD40 3.1.1.

A Figura 10 mostra a inibicdo no crescimento de
tumores Raji CD40 positivos na presenca e auséncia de
células T e células dendriticas em ratinhos SCID por um mAb
agonista anti-CD40.

A Figura 11 mostra a inibicdo no crescimento de
tumores Raji CD40 positivos em ratinhos SCID por anticorpos
agonistas anti-CD40.

A Figura 12 mostra a inibicdo no crescimento ofBRT 474
mama cancro células em ratinhos bege SCID por anticorpos
agonistas anti-CD40.

A Figura 13 mostra a inibicdo no crescimento de
tumores de ©proéstata PC-3 em ratinhos bege SCID por
anticorpos agonistas anti-CD40.

A Figura 14 é uma curva de sobrevivéncia para ratinhos
bege SCID injectados (iv) com células tumorais Daudi e
tratados com anticorpos agonistas anti-CD40.

A Figura 15 ¢é uma anadlise de Western Dblot de
anticorpos agonistas anti-CD40 para CD40 humano reduzido
(R) e ndo reduzido (NR).

A Figura 16 é um alinhamento dos dominios D1-D4 de

ratinho e CD40 humano.
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A Figura 17 ¢é um alinhamento das sequéncias de
aminoacidos de CD40 de ratinho e humano mostrando a
localizacdo dos locais de fusdo das quimeras.

A Figura 18 é um grupo de diagramas esquemdticos das
construcbes de CD40 quiméricas.

SUMARIO DA INVENCAO

Num dado aspecto, a presente inven¢do proporciona um
anticorpo isolado ou porcdo de ligacdo a antigénio do mesmo
que se liga a CD40 e tem as especificacdes como definido
nas reivindicacodes.

A invencdo proporciona uma composicdo que compreende o
dito anticorpo anti-CD40, ou porcdo de ligacdo a antigénio
do mesmo, e um veiculo farmaceuticamente aceitével. A
composicdo pode compreender ainda outro componente, tal
como um agente anti-tumoral ou um agente de formacgdo de
imagem. Métodos de diagndstico e terapéuticos sdo também
descritos no presente documento.

A invencdo proporciona uma linha celular isolada, tal
como um hibridoma, que produz o dito anticorpo anti-CD40 ou
porcédo de ligacdo a antigénio do mesmo.

A invencdo também proporciona moléculas de A&cido
nucleico que codificam a cadeia pesada e/ou leve, ou
porgcdes de ligacdo a antigénio das mesmas, do dito
anticorpo anti-CD40.

A invencdo proporciona vectores e células hospedeiras
que compreendem as ditas moléculas de é4cido nucleico, bem
como métodos de producdo de maneira recombinante dos
polipéptidos codificados pelas ditas moléculas de 4&cido
nucleico.

Animais transgénicos nédo humanos gque expressam a
cadeia pesada e/ou leve, ou porcgdes de ligacdo a antigénio
das mesmas, do dito anticorpo anti-CD40 s&o também
descritos no presente documento.

A invencdo também proporciona a utilizacdo do dito

anticorpo ou fragmento do mesmo no tratamento de cancro ou



12

para aumentar a resposta imune. Também se descreve no
presente documento um método para tratar um individuo em
necessidade do mesmo com uma quantidade eficaz de uma
molécula de 4&acido nucleico que codifica a cadeia pesada
e/ou leve, ou porcdes de ligacdo a antigénio da mesma, de
um anticorpo anti-CD40. A invencgdo é especificada ainda nas
reivindicacbes.

DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENCAO

Definicbdes e Técnicas Gerais

A n&o ser que de outro modo definido no presente
documento, os termos cientificos e técnicos utilizados em
conexdo com a presente invencdo devem ter os significados
que sdo comummente entendidos pelos peritos ordindrios na
especialidade. Além disso, a ndo ser gue de outro modo
requerido pelo contexto, os termos singulares devem incluir
pluralidades e o0s termos no plural devem incluir os
singulares. Geralmente, as nomenclaturas utilizadas em
conexdo com, e técnicas de, cultura celular e de tecidos,
biologia molecular, imunologia, microbiologia, genética e
de proteinas e quimica de &cido nucleico e hibridacédo
descrita no presente documento sdo aguelas bem conhecidas e
comummente utilizadas na técnica.

Os métodos e técnicas da presente invencdo geralmente
sdo realizados de acordo com os métodos convencionais bem
conhecidos na técnica e como descrito em diversas
referéncias gerais e mais especificas que sdo citadas e
debatidas em todo o presente memdéria descritiva, a ndo ser
que de outro modo indicado. Veja-se, por exemplo, Sambrook
et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2% ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. TI.
(1989) e Ausubel et al., Current Protocols 1in Molecular
Biology, Greene Publishing Associates (1992), e Harlow e
Lane Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. TI. (1990). As

reac¢des enzimédticas e técnicas de purificacdo @ séo
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realizadas de acordo com as especificacdes do fabricante,
como comummente executado na técnica ou como foi descrito
no presente documento. A nomenclatura utilizada em conexdo
com, e 0s procedimentos e técnicas de laboratdrio, quimica
analitica, quimica orgédnica sintética, e quimica medicinal
e farmacéutica descrita no presente documento sdo aqueles
bem conhecidos e comummente usados na técnica. Técnicas
padréao sdo usadas para sinteses quimicas, andlises
quimicas, preparacéo farmacéutica, formulacéo, e
administracdo, e tratamento de pacientes.

Os seguintes termos, a ndo ser qgue de outro modo
indicado, devem ser entendidos como tendo oS seguintes
significados:

O termo "polipéptido" abrange as proteinas nativas ou
artificiais, fragmentos de proteina e analogos de
polipéptido de uma sequéncia de proteina. Um polipéptido
pode ser monomérico ou polimérico.

O termo "proteina isolada", "polipéptido isolado" ou
"anticorpo isolado"™ é uma proteina, polipéptido ou
anticorpo dque, em virtude da sua origem ou fonte de
derivacdo (1), ndo é associado com as por¢des naturalmente
associadas que o acompanham em seu estado nativo, (2) é
livre de outras proteinas da mesma espécie, (3) é expresso
por uma célula de uma espécie diferente, ou (4) ndo ocorre
na natureza. Desta forma, um polipéptido que é quimicamente
sintetizado ou sintetizado num sistema celular diferente da
célula da qual naturalmente se origina serd "isolado" de
suas porc¢cdes naturalmente associadas. Uma proteina também
pode ser apresentada substancialmente isenta de porcdes
naturalmente associados por isolamento, utilizando técnicas
de purificacdo de proteina bem conhecidas na especialidade.

Exemplos de anticorpos isolados incluem um anticorpo
anti-CD40 que foi purificado por afinidade usando CD40, um
anticorpo anti-CD40 gque foi sintetizado por um hibridoma ou

outra linha celular in vitro, e um anticorpo anti-CD40
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humano derivado a partir de um ratinho transgénico.

Uma proteina ou polipéptido €& "substancialmente pura",
"substancialmente homogénea, ou "substancialmente
purificada"™ quando pelo menos cerca de 60 a 75 % de uma
amostra apresenta uma Unica espécie de polipéptido. O
polipéptido ou proteina pode ser monomérico ou multimérico.
Um polipéptido ou proteina substancialmente pura
, 70 %, 80 % ou

90 % p/p de uma amostra da proteina, malis geralmente cerca

o\e

compreenderd tipicamente cerca de 50 %, 60

de 95 %, e de preferéncia serd mais de 99 % pura. A pureza
ou homogeneidade de proteina pode ser indicada por varios
meios bem conhecidos na técnica, tais como a electroforese
em gel de poliacrilamida de uma amostra de proteina,
seguido pela visualizacdo de umo intervalo de polipéptido
unico apds a coloracdo do gel com uma mancha bem conhecido
na técnica. Para certos propdsitos, resolucdo mais elevada
pode ser fornecida por HPLC ou utilizando outros meios bem
conhecidos na técnica de purificacéo.

O termo "fragmento de polipéptido", como ¢é utilizado
no presente documento refere-se a um polipéptido que possui
uma anulacdo amino-terminal e/ou carboxi terminal, mas onde
a sequéncia de aminodcido remanescente ¢é idéntica as
posicdes correspondentes na sequéncia de ocorréncia
natural. Em algumas formas de realizacdo, os fragmentos sé&o
pelo menos 5, 6, 8 ou 10 aminocdcidos de comprimento. Em
outras formas de realizacdo, os fragmentos sdo pelo menos
14, pelo menos 20, pelo menos 50, ou pelo menos, 70, 80,
90, 100, 150 ou 200 aminoédcidos de comprimento.

O termo “andlogo de polipéptido” como ¢é usado no
presente documento refere-se a um  polipéptido que
compreende um segmento gque tem identidade substancial a uma
porcdo de uma sequéncia de aminoédcidos e gque tem pelo menos
uma das seguintes propriedades: (1) ligacdo especifica a
CD40 sob condicdes de ligacdo adequadas, (2) capacidade

para activar CD40, (3) a capacidade para regular
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positivamente a expressdo de moléculas de superficie
celular tais como ICAM, MHC-II, B7-1, B7-2, CD71, CD23 e
CD83, ou (4) a capacidade para aumentar a secrecdo de
citocinas tais como IFN-$31, IL-2, IL-8, IL-12, IL-15, IL-18
e IL-23. Tipicamente, 0s anédlogos de polipéptido
compreendem uma substituicdo de aminoacido conservativa (ou
insercdo ou delecdo) com relacdo a sequéncia de ocorréncia
natural. Os andlogos tém pelo menos 20 ou 25 aminodcidos de
comprimento, ou preferivelmente pelo menos 50, 60, 70, 80,
90, 100, 150 ou 200 aminoadcidos de comprimento ou mais
longo, e podem muitas vezes ser tdo longos qguanto um
polipéptido de ocorréncia natural de comprimento total.

As substituicgdes de aminocdcido preferidas s&o aquelas
que: (1) reduzem a susceptibilidade & protedlise, (2)
reduzem a susceptibilidade a oxidacéo, (3) alteram a
afinidade vinculativa para formar complexos de proteina, e
(4) conferem ou modificam outras propriedades fisico-
quimicas ou funcionais de tais anédlogos. 0Os anédlogos podem
incluir véarias substituicdes na sequéncia de péptido de
ocorréncia normal . Por exemplo, uma ou maltiplas
substituicdes de aminoadcido, de preferéncia substituicdes
de aminodcido conservativas, podem ser preparadas na
sequéncia de ocorréncia normal (preferivelmente na parte do
polipéptido fora do(s) dominio(s) gque forma(m) os contactos
intermoleculares). Uma substituicéo de amino&cido
conservativa nao deve alterar substancialmente as
caracteristicas estruturais da sequéncia de origem (por
exemplo, um aminodcido de substituicdo ndo tenderia a
quebrar a hélice que ocorre na sequéncia de origem, ou
romper outros tipos de estrutura secunddria que caracteriza
a sequéncia de origem). Exemplos de estruturas secundarias
e tercidrias de polipéptidos reconhecidos na técnica sé&o
descritos em Proteins, Structures and Molecular Principles
(Creighton, Ed., W. H. Freeman e Company, Nova Iorque

(1984)); Introduction to Protein Structure (C. Branden e J.
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Tooze, eds., Garland Publishing, Nova Iorque, N. I.
(1991)); e Thornton et al., Nature 354:105 (1991).

Os analogos de nédo-péptido sdo comummente utilizados
na indGstria farmacéutica como farmacos com propriedades
andlogas aquelas do péptido padrdo. Estes tipos de composto
ndo péptido sdo denominados "miméticos de péptido" ou
"peptidomiméticos". Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15:29
(1986); Veber e Freidinger, TINS p. 392 (1985); e Evans et
al., J. Med. Chem. 30:1229 (1987). Tais compostos sé&o
frequentemente desenvolvidos com o auxilio da modelagem
molecular computadorizada. Os miméticos de péptido que sé&o
estruturalmente similares aos péptidos terapeuticamente
Uteis podem ser utilizados ©para produzir um efeito
terapéutico ou profildctico equivalente. Geralmente, o0s
peptidomiméticos s&do estruturalmente similares a um
polipéptido paradigma (isto &, um polipéptido que possui
uma propriedade bioquimica ou actividade farmacoldbgica
desejada), tais como anticorpos humanos, mas tém uma ou
mais ligacdes peptidicas opcionalmente substituidas por uma
ligagcdo seleccionada a partir do grupo consistindo em: --
CH,NH--, --CH,S--, --CHy;-CHyz--, --CH = CH--(cis e trans), --
COCHy--, --CH (OH) CH,--, e --CH,S0--, por métodos bem
conhecidos na especialidade. A substituicdo sistemética de
um ou mais aminodcidos de uma sequéncia de consenso com um
D-aminodcido do mesmo tipo (por exemplo, D- lisina no lugar
de L-lisina) pode também ser usada para gerar péptidos mais
estédveis. Além disso, péptidos forcados que compreendem uma
sequéncia consenso ou uma variacdo de sequéncia consenso
substancialmente idéntica podem ser gerados por métodos
conhecidos na especialidade (Rizo e Gierasch, Ann. Rev.
Biochem. 61:387 (1992); por exemplo, por meio da adicdo de
residuos internos de cisteina capazes de formar pontes
dissulfeto intramoleculares que ciclizam o péptido.

Um “anticorpo” refere-se a um anticorpo completo ou a

uma porcdo de ligacdo a antigénio do mesmo, gue compete com
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o anticorpo intacto para a ligacdo especifica. Veja-se
geralmente, Fundamental Immunology, Cap. 7 (Paul, W., ed.,
2% ed. Raven Press, N.Y. (1989)). Porcdes de 1ligacdo a
antigénio podem ser ©produzidas por técnicas de ADN
recombinante ou por clivagem enzimdtica ou guimica de
anticorpos intactos. Porcdes de ligacdo a antigénio
incluem, inter alia, Fab, Fab’, F(ab’),, Fd, Fv, dAb, e
fragmentos de regido de determinacdo de complementaridade
(CDR), anticorpos de cadeia simples (scFv), anticorpos
quiméricos, diacorpos e polipéptidos que contém pelo menos
uma porcdo de um anticorpo que ¢ suficiente para conferir
ligacédo especifica de antigénio ao polipéptido.

De N-terminal a C-terminal, ambos 0s dominios
varidveis de cadeia leve e pesada compreendem as regides
FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 e FR4. A atribuicdo de
aminodcidos a cada dominio & de acordo com as definicdes de
Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest
(National Institutes of Health, Betesda, Md. (1987 e
1991)), ou Chothia & Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917
(1987); Chothia et al., Nature 342:878-883 (1989).

Como é utilizado no presente documento, um anticorpo
que é referido por numero é um anticorpo monoclonal, que é
obtido a partir do hibridoma do mesmo numero. Por exemplo,
anticorpo monoclonal 3.1.1 é obtido a partir do hibridoma
3.1.1.

Como ¢é usado no presente documento, um fragmento Fd
significa wum fragmento de anticorpo gque consiste nos
dominios Vg e Cy 1; um fragmento Fv consiste nos dominios Vg
e Vy de um uUnico braco de um anticorpo; e um fragmento dAb
(Ward et al., Nature 341:544-54¢6 (1989)) consiste num
dominio Vjy.

Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo & um
anticorpo de cadeia simples (scFv) em gque um Vy e dominios
Vg sdo emparelhados para formar uma molécula monovalente

(via um ligante sintético gque possibilita gque o0s mesmos
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sejam como uma uUnica cadeia de proteina. (Bird et al.,
Science 242:423-426 (1988) e Huston et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85:5879-5883 (1988)). Em algumas formas de
realizacdo, o0s anticorpos sdo diacorpos, isto &, séo
anticorpos bivalentes em gque os dominios Vg e Vi séo
expressos numa Unica cadeia de polipéptidos, mas usando um
ligante que é curto demais que tem em conta ©
emparelhamento entre os dois dominios na mesma cadeia,
deste modo forcando os dominios a emparelhar com dominios
complementares de outra cadeia e criar dois 1locais de
ligacdo a antigénio. (Veja-se, por exemplo, Holliger P. et
al, Proc. Natl. Acad Sci. USA 90:6444-6448 (1993), e Poljak
R1 J. et al., Structure 2: 1121-1123 (1994)). Em algumas
formas de realizacdo, uma ou mais CDRs de um anticorpo da
invencéo podem ser incorporadas numa molécula
covalentemente ou ndo covalentemente para torna-la uma
imunoadesina que se liga especificamente a CD40. Em tais
formas de realizacéo, a(s) CDR (8) prode (m) ser
incorporada(s) como parte de uma cadeia de polipéptidos
maior, pode(m) ser covalentemente ligada(s) a outra cadeia
de polipéptidos, ou pode (m) ser incorporada (s) nao
covalentemente.

Em formas de realizacdo gque tem um ou mais locais de
ligacdo, os 1locais de ligacdo podem ser idénticos um ao
outro ou podem ser diferentes.

Como ¢é wutilizado no presente documento, o termo
"anticorpos humanos" significa qualquer anticorpo em que
todas as sequéncias de dominio varidveis e constantes séo
sequéncias humanas. Estes anticorpos podem ser preparados
de diversas maneiras, como serd descrito a seguir.

O termo "anticorpo quimérico", como ¢é utilizado no
presente documento significa um anticorpo que compreende
regides de dois ou mais anticorpos diferentes. Numa forma
de realizacdo, uma ou mais das CDRs sdo derivadas a partir

de um anticorpo anti-CD40 humano. Numa outra modalidade, as
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CDRs de mais de um anticorpo anti-CD40 humano sé&o
combinadas num anticorpo quimérico. Por exemplo, um
anticorpo quimérico pode compreender uma CDR1 da cadeia
leve de um primeiro anticorpo anti-CD40 humano, uma CDR2 da
cadeia leve de um segundo anticorpo anti-CD40 humano e uma
CDR3 da cadeia leve de um terceiro anticorpo anti-CD40
humano, e as CDRs da cadeia pesada podem ser derivadas de
um ou mais outros anticorpos anti-CD40. Além disso, as
regides estruturais podem ser derivadas a partir de um dos
mesmos anticorpos anti-CD40 ou de um ou mais anticorpos
humanos diferentes.

Um “anticorpo de activacdo” (também denominado no
presente documento como um “anticorpo agonista” como é
usado no presente documento significa um anticorpo que
aumenta uma ou mais actividades de CD40 em pelo menos cerca
de 20 % guando adicionado a uma célula, tecido ou organismo
que expressa CD40. Em algumas formas de realizacdo, o
anticorpo activa a actividade de CD40 em pelo menos 40 %,
50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85

realizacdo, o anticorpo de activacdo ¢é adicionado na

o\

Em algumas formas de

presenca de CD40L. Em algumas formas de realizacdo, a
actividade do anticorpo de activacdo é medida usando um
ensaio de regulacdo positiva de molécula de superficie de
sangue completo. Veja-se o Exemplo VII. Em outra forma de
realizacdo, a actividade do anticorpo de activacdo é medida
usando um ensaio de célula dendritica para medir a
libertacédo de IL-12. Veja-se o Exemplo VIII. Em outra forma
de realizacdo a actividade do anticorpo de activacdo é
medida usando um modelo de tumor in vivo. Veja-se o Exemplo
X.

Os fragmentos ou andlogos de anticorpos ou moléculas
de imunoglobulina podem ser facilmente preparados pelos
peritos ordinédrios na especialidade seguindo 0s
ensinamentos deste memdria descritiva. Os terminais amino e

carboxi preferidos de fragmentos ou anédlogos ocorrem
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préximos aos limites de dominios funcionais. Dominios
estruturais e funcionais podem ser identificados por meio
da comparacdo dos dados de sequéncia de nucledtido e/ou
aminodcidos com bases de dados de sequéncias publicas ou
privadas. Preferentemente, métodos de comparacao
computorizados sdo usados para identificar motivos de
sequéncia ou dominios de conformacdo de proteina preditos
que ocorrem em outras proteinas de estrutura e/ou funcdo
conhecidas. Os métodos para identificar sequéncias de
proteinas gque se dobram numa estrutura tridimensional
conhecida s&o conhecidos. Veja-se Bowie et al, Science
253:164 (1991).

O termo "ressonadncia de plasmédo superficial", tal como
¢ utilizado no presente documento, refere-se a um fendmeno
6ptico que leva em conta a analise das interaccbes
biocespecificas em tempo real mediante a detecc¢do das
alteracdes nas concentracdes de proteina dentro de uma
matriz biossensora, por exemplo, utilizando o sistema
BIAcore™ (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suécia e
Piscataway, NJ) . Para descricdes adicionais, veja-se
Jonsson U. et al., Ann. Biol. Clin. 51: 19-26 (1993);
Jonsson U. et al., Biotechniques 11: 620-627 (1991) ;
Jonsson B. et al., J. Mol. Recognit. 8: 125-131 (1995); e
Johnsson B. et al., Anal. Biochem. 198: 268-277 (1991).

O termo “Kp” refere-se a constante da dissociacdo de
equilibrio de uma interaccdo anticorpo-antigeno particular.

O termo "epitopo" inclui qualquer determinante de
proteina capaz da ligacdo especifica a uma imunoglobulina
ou receptor da célula T. O0Os determinantes epitdpicos
geralmente consistem de agrupamentos superficiais
quimicamente activos de moléculas tais como aminodcidos ou
cadeias laterais de aclUcar e possuem geralmente trés
caracteristicas estruturais tridimensionais especificas,
assim como caracteristicas de carga especificas. Diz-se que

um anticorpo se liga especificamente a um antigénio quando
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a constante de dissociacdo de equilibrio ¢é < uM,
preferentemente <100 nM e mais preferentemente <10 nM.

Como ¢é utilizado no presente documento, o0s vinte
aminodcidos convencionais e respectivas abreviaturas seguem
a utilizacdo convencional. Veja-se Immunology - A Synthesis
(2% Edicéao, E.S. Golub e D.R. Gren, Eds., Sinauer
Associates, Sunderland, Mass. (1991)).

O termo “polinucledbétido” como denominado no presente
documento significa uma forma polimérica de nucledtidos de
pelo menos 10 bases de comprimento, ribonucledtidos ou
desoxinucledétidos ou uma forma modificada de qualquer tipo
de nucledétido. O termo inclui as formas de filamento Unico
ou duplo.

O termo "polinucledtido isolado" aqui usado significa
um polinucledtido de origem gendmico, ADNc ou sintética ou
alguma combinacdo destes, que em virtude da sua origem o
"polinucledétido isolado" (1) ndo é associado com todos ou
uma parte dos polinucledétidos com que o "polinucledtido
isolado" ¢ encontrado na natureza, (2) ¢é operativamente
ligado a um polinuclebétido que nédo ¢ ligado na natureza, ou
(3) n&o ocorre na natureza como parte de uma sequéncia
maior.

0O termo “oligonucledtido” como é usado no presente
documento inclui nucledtidos de ocorréncia natural, e
modificados ligados juntos por ligacdes de oligonucledtido
de ocorréncia natural e ndo de ocorréncia natural. Os
oligonucledtidos s&o um subconjunto de polinucledtidos
geralmente que compreende um comprimento de 200 bases ou
menos. Preferentemente, os oligonucledtidos sdo de 10 a 60
bases de comprimento e mais preferentemente de 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, ou 20 a 40 bases de comprimento. Os
oligonucledétidos s&o wusualmente de cadeia simples, por
exemplo, para iniciadores e sondas; embora 0s
oligonucledtidos possam ser de cadeia dupla, por exemplo,

para utilizacdo na construgcdo de um gene mutante. Os
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oligonucledtidos da invencdo podem ser oligonucledtidos
senso ou antissenso.

O termo “nucledétidos de ocorréncia natural” como é
usado no presente documento inclui desoxirribonucledtidos e
ribonucleétidos. O termo “nucledétidos modificados” como é
usado no presente documento inclui nucledtidos com grupos
de actcar modificado ou substituido e similares. O termo
“ligacdes de oligonucledtido” denominado no presente
documento inclui ligac¢des de oligonucledtidos tais como
fosforotioato, fosforoditioato, fosforoselenoato,
fosforodiselenoato, fosforoanilotioato, fosforaniladato,
fosforoamidato, e similares. Veja-se, por exemplo,
LaPlanche et al., Nucl. Acids Res. 14: 9081 (1986); Stec et
al., J. Am. Chem. Soc. 106: 6077 (1984); Stein et al, Nucl.
Acids Res. 16: 3209 (1988); Zon et al., Anti-Cancer Drug
Design 6: 539 (1991); Zon et al., Oligonucleotides and
Analogues: A Practical Approach, pp. 87-108 (F. Eckstein,
Ed., Oxford University Press, Oxford England (1991));
Patente US N° 5.151.510; Uhlmann e Peyman, Chemical Reviews
90: 543 (1990). Um oligonucledtido pode incluir uma
etiqueta para deteccédo, se for desejado.

As sequéncias "operativamente ligadas"™ incluem tanto
as sequéncias de controlo da expressdo gque sido contiguas
com o gene de interesse guanto as sequéncias de controlo da
expressdo que atuam em trans ou numa distédncia para
controlar o gene de interesse. O termo "sequéncia de
controlo da expressido", como ¢ utilizado no presente
documento significa as sequéncias de polinucledtido que sé&o
necessarias para efectuar a expressdo e processamento das
sequéncias de codificacdo a qual elas estdo ligadas. As
sequéncias de controlo da expressdo incluem as sequéncias
de inicio, término, promotoras e intensificadoras da
transcricdo apropriadas; sinais de processamento de ARN
eficientes tais como o0s sinais de juncdo e poliadenilacédo;

sequéncias que estabilizam o ARNm citoplasmatico;
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sequéncias que intensificam a eficiéncia de translacdo (ou
seja, sequéncia de consenso Kozak); sequéncias gque aumentam
a estabilidade da ©proteina; e quando for desejado,
sequéncias que intensificam a secrecdo de proteina. A
natureza destas sequéncias de controlo difere dependendo do
organismo hospedeiro; em procariotas, tais sequéncias de
controlo geralmente incluem promotor, local de ligacéo
ribossémico, e sequéncia de término da transcricdo; em
eucariotas, geralmente, tais sequéncias de controlo incluem
promotores e sequéncia de término da transcrigdo. O termo
"sequéncias de controlo" destina-se a incluir, no minimo,
todas as porgdes cuja presenca € essencial para a expressdo
e processamento, e podem também incluir porcgdes adicionais
cuja presenca é vantajosa, por exemplo, sequéncias lideres
e seqguéncias associadas de fuséo.

O termo "vector", como ¢é utilizado no presente
documento, significa uma molécula de &cido nucleico capaz
de transportar um outro &4cido nucleico a qual foi ligado.
Em algumas formas de realizacdo, o vector é um plasmideo,
ou seja, uma alca de filamento duplo do ADN em gue o0s
segmentos de ADN adicionais podem ser ligados. Em algumas
formas de realizacdo, o vector é um vector viral, em gue o0s
segmentos de ADN adicionais podem ser ligados no genoma
viral. Em algumas formas de realizacdo, o0s vectores séo
capazes de replicacdo autdédnoma numa célula hospedeira em
que eles sédo introduzidos (por exemplo, vectores
bacterianos gque tem uma origem bacteriana de replicacédo e
vectores de mamifero epissédmicos). Em outras formas de
realizacdo, o0s vectores (por exemplo, vectores de mamiferos
ndo epissdmicos) podem ser integrados no genoma de uma
célula hospedeira apds a introducdo na célula hospedeira, e
desse modo sdo replicados, juntamente com O genoma
hospedeiro. Além disso, certos vectores sdo capazes de
orientar a expressdo dos genes para dque eles sejam

operativamente ligados. Tais vectores sdo referidos neste
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documento como "vectores de expressdo recombinantes" (ou
simplesmente, "vectores de expressdo"™).

0 termo "célula hospedeira recombinante" (ou
simplesmente "célula hospedeira"), como ¢é wutilizado no
presente documento, significa uma célula em que um vector
de expressdo recombinante foi introduzido. E necessario
compreender que "célula hospedeira recombinante" e "célula
hospedeira” significam n&o apenas a célula objecto
particular, mas também os descendentes de uma tal célula.
Porque certas modificacbes podem ocorrer nas geracdes que
se sucedem devido a mutacdo ou influéncias ambientais, tais
descendentes nédo podem, de fato, ser idénticos a célula de
origem, mas sdo ainda incluidos dentro do ambito do termo
"célula hospedeira", como é utilizado no presente
documento.

O termo “hibridam selectivamente” denominado no
presente documento significa que se ligam de maneira
detectavel e especificamente. Polinucledtidos,
oligonucleétidos e fragmentos dos mesmos de acordo com a
invencdo hibridam selectivamente com cadeias de 4cido
nucleico sob condigdes de hibridacdo e lavagem que
minimizam quantidades aprecidveis de ligacdo detectével a
dcidos nucleicos ndo especificos. Condigdes de “alta
restringéncia” ou “altamente restringentes” podem ser
usadas para conseguir condic¢cdes de hibridacdo selectivas
como conhecido na especialidade e discutido no presente
documento. Um exemplo de condic¢des de “alta restringéncia”
ou “altamente restringentes” & a incubacdo de um
polinuclebétido com outro polinucledtido, em que um
polinucledétido pode ser afixado a uma superficie sélida tal
como uma membrana, num tampdo de hibridacdo de 6X SSPE ou
3SC, 50 % de formamida, 5X reagente de Denhardt, 0,5 % de
SDS, 100 upg/ml de ADN de esperma de salmdo fragmentado e
desnaturado numa temperatura de hibridacdo de 42 °C durante

12-16 horas, seguido por duas lavagens a 55 °C usando um
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tampdo de lavagem de 1X SSC, 0,5 % de SDS. Veja-se também
Sambrook et al., supra, pp. 9.50-9.55.

O termo “percentagem de identidade de sequéncia” no
contexto de sequéncias de &cido nucleico significa que os
residuos em duas sequéncias sdo o0s mesmos gquando alinhados
para a correspondéncia méxima. O comprimento da comparacio
de identidade de sequéncia pode ser mais de uma extensdo de
pelo menos cerca de nove nucledtidos, geralmente, pelo
menos cerca de 18 nucledtidos, mais geralmente pelo menos
cerca de 24 nucledtidos, tipicamente pelo menos cerca de 28
nucledétidos, mais tipicamente pelo menos cerca de 32
nucleétidos, e preferivelmente pelo menos cerca de 36, 48
ou mais nucledtidos. Existem varios algoritmos diferentes
conhecidos na técnica que podem ser usados para medir a
identidade da sequéncia de nucledétido. Por exemplo, as
sequéncias de polinucledétido podem ser comparadas usando
FASTA, Gap ou Bestfit, gque sdo programas em Wisconsin
Package Versdo 10.0; Genetics Computer Group (GCG) ,
Madison, Wisconsin. FASTA, gue inclui, por exemplo, o0s
programas FASTA2 e FASTA3, proporciona alinhamentos e
identidade de sequéncia percentual das regides da melhor

sobreposicdo entre as sequéncias de consulta e pesquisa

(Pearson, Methods Enzymol. 183: 63-98 (1990); Pearson,
Methods Mol. Biol. 132:185-219 (2000); Pearson, Methods
Enzymol. 266:227-258 (1996); Pearson, J. Mol. 276, 71-84
(1998). A n&o ser que de outro modo especificado, os

pardmetros padrdo de um programa ou algoritmo particular
sdo utilizados. Por exemplo, a identidade de sequéncia
percentual entre as sequéncias de &acidos nucleico pode ser
determinada utilizando FASTA com oS seus parametros padrdo
(um tamanho de palavra 6 e o factor NOPAM para a matriz de
pontuacdo) ou usando Gap com oS seus parédmetros padrdo como
previsto na GCG Versdo 6.1.

Uma referéncia a uma sequéncia de nucledtidos abrange

o0 seu complemento a ndo ser gque de outro modo especificado.
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Assim, uma referéncia a um &cido nucleico que tem uma
sequéncia particular deve ser entendida de abranger seu
filamento complementar, com a sua sequéncia complementar.

Na especialidade de biologia molecular, 0s
investigadores utilizam 0s termos “percentagem de
identidade de sequéncia”, “percentagem de similaridade de
sequéncias” e ‘“percentagem de homologia de sequéncias”
intercambiavelmente. Neste pedido, estes termos terdo o
mesmo significado com respeito a sequéncias de Aacido
nucleico somente.

O termo "similaridade substancial"” ou "similaridade de
sequéncia substancial", quando refere-se a um Aacido
nucleico ou seu fragmento, significa que quando idealmente
alinhado com as 1insercdes ou delecgdes de nucledtido
apropriadas com outro &cido nucleico (ou a seu filamento
complementar), existe identidade sequéncia de nucledtidos
em pelo menos cerca de 85 %, de preferéncia pelo menos

Q.

cerca de 90 % e mais preferivelmente pelo menos cerca de 95
%5, 96 %, 97 %, 98 % ou 99 % das bases de nucledtido, como
medido por qualquer algoritmo bem conhecido da identidade
de seguéncia, tal como FASTA, BLAST ou Gap, como debatido
acima.

Como aplicado aos polipéptidos, o termo "identidade
substancial”™ significa que duas sequéncias de péptidos,
quando idealmente alinhadas, tais como pelos programas GAP
ou BESTFIT utilizando pesos de abertura padréo,
compartilham pelo menos 70 %, 75 % ou 80 % de identidade de
sequéncia, preferivelmente pelo menos 90 % ou 95 % de
identidade de sequéncia, e mais preferivelmente pelo menos
97 %, 98 ou 99

Preferivelmente, as posicdes residuais que ndo séo

o\
o\

de identidade de sequéncia.

idénticas diferem pelas substituicdes de aminodcido
conservativas. Uma "substituicédo conservativa de
aminodcidos" ¢ aquela em que um residuo de aminocécido é

substituido por outro residuo de aminoadcido que tem um
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grupo R de cadeia lateral com propriedades qguimicas
semelhantes (por exemplo, carga ou hidrofobicidade). Em
geral, uma substituicdo de aminodcido conservativa ndo iréa
alterar substancialmente as propriedades funcionais de uma
proteina. Nos casos em que duas ou mais sequéncias de
aminoacidos diferem wuma da outra por substituicdes
conservativas, a identidade de sequéncia percentual ou grau
de semelhanca pode ser ajustado para cima para corrigir a
natureza conservativa da substituicdo. Meios para fazer
esse ajuste séo bem conhecidos pelos peritos na
especialidade. Veja-se, por exemplo, Pearson, Methods Mol.
Biol. 243:307-31 (1994). Exemplos de grupos de aminoé&cidos
que tém cadeias laterais com ©propriedades quimicas
similares incluem 1) cadeias laterais aliféticas: glicina,
alanina, valina, leucina, e isoleucina; 2) cadeias laterais
de hidroxilo alifédtico: serina e treonina; 3) cadeias
laterais contendo amida: asparagina e glutamina; 4) cadeias
laterais arométicas: fenilalanina, tirosina, e triptofano;
5) cadeias laterais bésicas: lisina, arginina, e histidina;
©) cadeias laterais 4cidas: 4cido aspartico e Aacido

glutamico; e 7) cadeias laterais contendo enxofre: cisteina

e metionina. Grupos de substituicdo de aminoédcidos
conservativos ©preferidos s&do: valina-leucina-isoleucina,
fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina,

glutamato-aspartato, e asparagina-glutamina.

Alternativamente, uma substituicdo conservativa é
qualguer mudanca que tem um valor positivo na matriz de
probabilidade 1log PAM250 divulgada em Gonnet et al.,
Science 256: 1443-45 (1992). A substituicdo "moderadamente
conservativa" ¢é qualgquer mudanca que tem um valor néo
negativo na matriz de probabilidade log PAM250.

A similaridade de sequéncia para os polipéptidos, gque
também ¢é referida como a identidade de sequéncia, ¢é
tipicamente medida wutilizando software de andlise de

sequéncia. O software de andlise de proteina compara as
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sequéncias similares utilizando medidas de similaridade
atribuida as varias substituicdes, supressbes e outras
modificacdes, incluindo as substituic¢cdes de aminoéacido
conservativas. Por exemplo, GCG contém programas como "Gap"
e "Bestfit" que podem ser usados com pardmetros de valor
padrdo para determinar a homologia de sequéncia ou
identidade de sequéncia entre os polipéptidos estritamente
relacionados, tais como polipéptidos homdélogos de
diferentes espécies de organismos ou entre uma proteina
tipo silvestre e uma muteina desta. Veja-se, por exemplo,
GCG Versdo 6.1. As sequéncias de polipéptidos também podem
ser comparadas usando FASTA utilizando parédmetros padrdo ou
recomendados, um programa em GCG Versdo 6.1. FASTA (por
exemplo, FASTA2 e FASTA3) ©proporciona alinhamentos e
identidade de sequéncia percentual das regides da melhor
sobreposicdo entre as sequéncias de consulta e pesquisa
(Pearson, Methods Enzymol. 183: 63-98 (1990); Pearson,
Methods Mol. Biol. 132: 185-219 (2000)). Outro algoritmo
preferido quando se compara uma sequéncia da invencdo com
um banco de dados contendo um grande numero de sequéncias
de diferentes organismos é o programa de computador BLAST,
especialmente blastp ou tblastn, usando parédmetros padréo.
Veja-se, por exemplo, Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:
403-410 (1990); Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25:
3389-402 (1997).

O comprimento de sequéncias de ©polipéptidos em
comparacdo com a homologia serd geralmente de pelo menos
cerca de 16 residuos de aminocdcido, usualmente pelo menos
cerca de 20 residuos, mais usualmente pelo menos cerca de
24 residuos, tipicamente pelo menos cerca de 28 residuos, e
preferentemente mais de cerca de 35 residuos. Ao pesquisar
uma base de dados contendo sequéncias de um grande numero
de diferentes organismos, & preferivel comparar as
sequéncias de amino&cido.

Como ¢é wutilizado no presente documento, o termo
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"etiqueta" ou "etiquetado" refere-se a incorporacdo de uma
outra molécula no anticorpo. Numa forma de realizacdo, a
etiqueta ¢é um marcador detectéavel, por exemplo, a
incorporacdo de um aminodcido radioretiquetado ou ligacido a
um polipéptido de porcdes de Dbiotinilo que pode ser
detectado pela avidina etiquetada (por exemplo,
estreptavidina contendo um marcador fluorescente ou
actividade enzimética que pode ser detectada pelos métodos
bpticos ou colorimétricos). Em outra forma de realizacdo, o
etiqueta ou marcador pode ser terapéutico, por exemplo, um
conjugado de medicamento ou toxina. Varios métodos de
etiquetagem de polipéptidos e glicoproteinas sdo conhecidos
na técnica e podem ser usados. Exemplos de etiquetas para
polipéptidos incluem, mas ndo sdo limitados a, os
seguintes: radioisétopos ou radionuclidos (por exemplo, °H,
Yc, N, s, %%, 99T¢c, ‘In, **°1, 'I), etiquetas
fluorescentes (por exemplo, FITC, rodamina, fosforos
lantanideos), etiquetas enzimaticas (por exemplo,
peroxidase rébano silvestre, [f-galactosidase, luciferase,
fosfatase alcalina), marcadores quimioluminescentes, grupos
de biotinilo, epitopos de polipéptidos predeterminados
reconhecidos por um repdrter secundario (por exemplo,
sequéncias de par de zipper de leucina, locais de ligacéo
para anticorpos secundarios, dominios de ligacdo de metal,
etiquetas de epitopo), agentes magnéticos, tais como
quelatos de gadolinio, toxinas tais como a toxina da
pertussis, taxol, citocalasina B, gramicidina D, brometo de
etidio, emetina, mitomicina, etopdsido, tenopdsido,
vincristina, vinblastina, colquicina, doxorrubicina,
daunorrubicina, Diidroxi antracina diona, mitoxantrona,
mitramicina, actinomicina D, l-dehidrotestosterona,
glicocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina,
propranolol, e puromicina e andlogos ou homblogos destes.
Em algumas formas de realizacdo, as etiquetas sédo ligadas

por subdivisdes de espacador de varios comprimentos para
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reduzir impedimento estérico potencial.

0 termo paciente inclui individuos humanos e
veterinarios.

Ao longo desta memdéria descritiva e reivindicacges, a

(4

palavra “compreendem,” ou variacdes tais como “compreende”

AN

ou que compreende,” serdo entendidos que implicam a
inclusdo de um numero inteiro indicado ou grupo de numeros
inteiros, mas ndo a exclusdo de qualgquer outro numero
inteiro ou grupo de numeros inteiros.

Anticorpos Anti-CD40 Humanos e Caracterizacdo Dos Mesmos

Os anticorpos humanos evitam certos problemas
associados a anticorpos que possuem regides variavel e/ou
constante ndo humanas (por exemplo, roedor). Tais problemas
incluem a répida depuracdo dos anticorpos ou resposta imune
contra o anticorpo. Portanto, numa forma de realizacdo, a
invencdo proporciona anticorpos anti-CD40 humanizados como
caracterizado nas reivindicacodbes. Em outra forma de
realizacdo, a invencdo proporciona anticorpos anti-CD40
humanos como caracterizado nas reivindicacgdes. Em algumas
formas de realizacdo, anticorpos anti-CD40 humanos sé&o
produzidos por meio da imunizacdo de um roedor cujo genoma
compreende genes de imunoglobulina humana de modo que o©
roedor produz anticorpos humanos. Espera-se que o0s
anticorpos anti-CD40  humanos minimizem as respostas
imunogénicas e alérgicas intrinsecas a anticorpos
monoclonais (Mabs) n&o humanos ou derivatizados ndo humanos
e assim para aumentar a eficédcia e seguranca dos anticorpos
administrados. Pode ser esperado que a utilizacdo de
anticorpos completamente humanos proporcione uma vantagem
substancial no tratamento de doencas humanas crdénicas e
recorrentes, tais como inflamacdo e cancro, o dque pode
requerer administracdes repetidas de anticorpos.

A invengdo proporciona um anticorpo monoclonal anti-
CD40 humano de activacdo (mAb) e a linha de células de

hibridoma que o produz. Dez anticorpos monoclonais anti-
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CD40 humanos de activacdo adicionais e as linhas de células
de hibridoma que os produzem sdo também descritos. O Quadro
A lista os identificadores de sequéncia (SEQ ID NOS:) dos
dcidos nucleicos que codificam as cadeias leve e pesada de
comprimento completo (incluindo sequéncia lider), o)
correspondente sequéncias de aminoacidos deduzidas de
comprimento completo, e a sequéncia de aminocdcidos deduzida

e de nucledtidos das regides varidveis de cadeia leve e

pesada.
Quadro A
ANTICORPOS ANTI-CD40 HUMANOS
IDENTIFICADOR DE SEQUENCIA (SEQ ID NO:)
Regido Variavel Comprimento Completo
MAb
Pesada Leve Pesada Leve
ADN Proteina |ADN Proteina |ADN Proteina |ADN Proteina
3.1.1 1 2 3 4 5 6 7 8
7.1.2 9 10 11 12 13 14 15 16
10.8.3 |17 18 19 20 21 22 23 24
15.1.1 [25 26 27 28 29 30 31 32
21.2.1 |33 34 35 36 37 38 39 40
21.4.1 |41 42 43 44 45 46 47 48
22.1.1 |49 50 51 52 53 54 55 56
23.5.1 |57 58 59 60 61 62 63 64
23.28.1]65 66 67 68 69 70 71 72
23.29.1]73 74 75 76 77 78 79 80
24.2.1 |81 82 83 84 85 86 87 88

Descrito ainda no presente documento estd o mAb anti-
CD40 humano 23.23.1 e a linha de células de hibridoma que o
produz.

Se descrevem no presente documento ainda variantes de
cadeia pesada e/ou leve de certos dos mAbs anti-CD40
humanos listados acima, gque compreendem uma ou mais

substituic¢cdes de aminodcido. A invencdo proporciona duas
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cadeias pesadas variantes de mAb 3.1.1. Numa, a alanina no
residuo 78 é alterada a treonina. Na segunda, a alanina no
residuo 78 é alterada a treonina, e as valinas nos residuos
88 e 97 sdo alteradas a alaninas. A invencdo também
proporciona uma cadeia leve variante de mAb 3.1.1 em que a
leucina no residuo 4 e a leucina no residuo 83 sé&o
alteradas a metionina e wvalina, respectivamente. A
combinacdo com uma cadeia pesada ou leve variante com uma
cadeia pesada ou leve do tipo selvagem, respectivamente &
designada pela cadeia mutante. Assim, um anticorpo contendo
uma cadeia leve do tipo selvagem e uma cadeia pesada que
compreende a mutacdo de alanina a treonina no residuo 78 ¢é
designada como 3.1.1H-A78T. No entanto, em outras formas de
realizacdo da invencdo, o0s anticorpos contendo qualguer
combinacdo de uma cadeia pesada variante e a cadeia leve
variante de 3.1.1 sdo incluidos.

Também se descreve no presente documento uma variante
da cadeia pesada de mAb 22.1.1 em que a cisteina no residuo
109 é alterada a uma alanina. Um anticorpo monoclonal que
compreende a cadeia pesada variante e a cadeia leve 22.1.1
é designada mAb 22.1.1 H-C1l09A. Descritas ainda no presente
documento estdo duas cadeias pesadas variantes e uma cadeia
leve variante de mAb 2328.1. Numa cadeia pesada variante, o
dcido aspértico no residuo 16 é alterado a &cido glutémico.
Um mAb que compreende a cadeia pesada variante e a cadeia
leve 23.28.1 ¢é designada 23-28.1 H-Dl6E. A memdria
descritiva também revela uma cadeia leve variante 23.28.1
em que a cisteina no residuo 92 é alterada a uma alanina.
Um mAb gque compreende a cadeia pesada 2328.1 e a cadeia
leve variante ¢é designada 23.28.1 L C92A. Também se
descrevem no presente documento mAbs gque compreendem
qualquer das variantes de cadeia pesada 23.28.1 com a
variante de cadeia leve 23.28.1.

A cadeia leve produzida pelo hibridoma 23.29.1 contém

uma mutacdo na regido constante no residuo 174. A cadeia
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leve produzida pelo hibridoma tem arginina nesta posicdo ao
invés da lisina candéniga. Consequentemente, esta memdbdria
descritiva também descreve uma cadeia leve 23.29.1 com a
lisina candéniga no residuo 174 e um mAb, designado 2329.1L-
R174K, que compreende a cadeia pesada 2329.1 e a cadeia
leve variante.

Os anticorpos anti-CD40 3.1.1, 3.1.1HA78T, 3.1.1H-
A78T-V88A-V97A, 3.1.1L-L4M-183v, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1,
21.2.1, 22.1.1, 22.1.1H-C10%A, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1,
23.28.1H-D16E. 23.28.1L-C29A, 23.29.1, 23.29.1L-R17 K, e
24.2.1 sdo descritos no presente documento. Numa forma de
realizacdo preferida o anticorpo anti-CD40 é 21.4.1. Em
alguns exemplos o anticorpo anti-CD40 compreende uma cadeia
leve que compreende uma sequéncia de aminoacidos
seleccionada a partir da SEQ ID NO: 8, 16, 34, 32, 40, 56,
o4, 72, 80, 88, 94, 100 ou 102 ou a regido varidvel da
mesma, ou codificada por uma sequéncia de &cido nucleico
seleccionada a partir da SEQ ID NO: 7, 15, 23, 31, 39, 55,
63, 71, 79, 87, 93, 99 ou 101. Numa forma de realizacdo, o
anticorpo anti-CD40 compreende uma cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 48 ou a
regido varidvel da mesma, ou codificada pela sequéncia de
acido nucleico da SEQ ID NO: 47. Em alguns exemplos
descritos no presente documento, o anticorpo anti-CD40
compreende uma cadeia leve que compreende pelo menos a CDR2
de um dos anticorpos listados, uma das sequéncias de
aminodcidos identificadas acima (como mostrado nas Figs.
1A-1C e 2A-2C) ou codificada por uma das sequéncias de
dcido nucleico identificadas acima. Em outro exemplo
descrito no presente documento, a cadeia leve compreende
ainda uma CDR1 e uma CDR3 independentemente seleccionadas a
partir de uma regido varidvel de cadeia leve que compreende
ndo mais de dez aminoidcidos da sequéncia de aminoécidos
codificada por um gene de linha germinal Vx A3/A19, L5 ou

A27, ou compreende uma CDR1 e uma CDR3 independentemente
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seleccionadas a partir de uma CDR1 e CDR3 de (1) um
anticorpo seleccionado a partir de 3.1.1, 3.1.1L-L4M-L83V,
7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 23.5.1,
23.25.1, 2328.1, 23.28.1L-C92A, 23.29.1, 23.29.1L-R174K ou
24.2.1; (2) a sequéncia de aminoédcidos da SEQ ID NO: 4, 12,
20, 28, 36, 44, 52, 60, 68, 76, 84, 94, 100 ou 102 ou (3)
codificada pela sequéncia de &4cido nucleico da SEQ ID NO:
3, 11, 19, 27, 35, 43, 51, 59, 67, 75, 83, 93, 99 ou 101.
Em outro exemplo descrito no presente documento, o
anticorpo anti-CD40 compreende uma cadeia pesada que
compreende uma sequéncia de aminoadcidos seleccionada a
partir das SEQ ID NOS: 6, 14, 22, 30, 38, 54, 62, 70, 78 ou
86 ou a regido variavel da mesma ou codificada por uma
sequéncia de &acido nucleico seleccionada a partir das SEQ
ID NOS: 5, 13, 21, 29, 37, 53, 61, 69, 77 ou 85. Numa forma
de realizacdo, o anticorpo anti-CD40 compreende uma cadeia
pesada que compreende a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID
NO: 46 ou a regido variavel da mesma, ou codificada pela
sequéncia de &cido nucleico da SEQ ID NO: 45. Em alguns
exemplos descritos no presente documento, o anticorpo anti-
CD40 compreende uma cadeia pesada que compreende pelo menos
a CDR3 de um dos anticorpos listados, uma das sequéncias de
aminodcidos identificadas acima (como mostrado nas Figs.
1A-1C e 2A-2C) ou codificada por uma das sequéncias de
dcido nucleico identificadas acima. Em outro exemplo
descrito no presente documento, a cadeia pesada compreende
ainda uma CDR1 e uma CDR2 independentemente seleccionadas a
partir de uma regido varidvel de cadeia ©pesada que
compreende n&do mais de dezoito aminodcidos da sequéncia de
aminodcidos codificada por um gene de linha germinal Vy 3-
30+, 4-59, 1-02, 4.35 ou 3-30,3, ou compreende uma CDR1 e
uma CDR2 independentemente seleccionadas a partir de uma
CDR1 e CDR2 de (1) um anticorpo seleccionado a partir de
3.1.1, 3.1.1H-A78T, 3.1.1H-A78T-V88A-V97A, 7.1.2, 10.8.3,
15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 22.1.1H-C109A, 23.5.1,
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23.25.1, 23.28.1, 23.28.1H-D16E, 23.29.1 e 24.2.1; (2) a
sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 2, 10, 18, 26, 34,
42, 50, 58, 66, 74, 82, 90, 92, 96 ou 98 ou (3) codificada
pela sequéncia de &cido nucleico da SEQ ID NO: 1, 9, 17,
25, 33, 41, 49, 57, 65, 73, 81, 89, 91, 95 ou 97. Em outra
forma de realizacdo, o anticorpo anti-CD40 compreende uma
cadeia pesada e uma cadeia leve do anticorpo 21.4.1 como
definido acima.

Como ¢é usado no presente documento, o anticorpo
3.1.1H-A78T ¢é idéntico a esse de 3.1.1 excepto que o
residuo 78 da cadeia pesada ¢ treonina ao invés de alanina.
De maneira similar, no anticorpo 3.1.1H-A78T-V88A-VI97A, o
residuo 78 ¢é alterado a um, e residuos 88 e 97 sdo
alterados de valina a alanina na cadeia pesada. O anticorpo
3.1.1L-1L4M-1L83V ¢é idéntico a esse de 3.1.1 excepto que o
residuo 4 é metionina ao invés de leucina e o residuo 83 ¢é
valina ao 1invés de leucina na cadeia leve. O anticorpo
22.1.1H-C109A ¢é idéntico a esse de 22.1.1 excepto que o
residuo 109 da cadeia pesada é alterado de uma cisteina a
uma alanina. O0s anticorpos 23.28.1H-DI6E e 23.28.1L-C92A
sdo idénticos a esse de 23.28.1 excepto que o residuo 16 da
cadeia pesada ¢ alterado de aspartato a glutamato, e o
residuo 92 da cadeia leve é alterado de cisteina a alanina,
respectivamente. O anticorpo 23.29.1L-R174K ¢é idéntico a
esse de 23.29.1 excepto que o residuo 174 da cadeia leve é
alterado de arginina a lisina.

Classe e Subclasse de Anticorpos Anti-CD40

A classe e subclasse de anticorpos anti-CD40 podem ser
determinadas por qualquer método conhecido na técnica. Em
geral, a classe e a subclasse de um anticorpo podem ser
determinadas utilizando anticorpos que s&o especificos de
uma classe e subclasse particulares de anticorpos. Esses
anticorpos estdo disponiveis comercialmente. A classe e a
subclasse podem ser determinadas por ELISA, ou Western

Blot, assim como outras técnicas. Alternativamente, a
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classe e a subclasse podem ser determinadas pelo
sequenciamento total ou uma parte dos dominios constante
das cadeias pesadas e/ou leves dos anticorpos, comparando
suas sequéncias de aminodcidos com as sequéncias de
aminoacidos conhecidas de varias classes e subclasses de
imunoglobulinas, e determinando a classe e subclasse dos
anticorpos.

Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo anti-CD40
¢ um anticorpo monoclonal. O anticorpo anti-CD40 pode ser
uma molécula de IgG, uma molécula de IgM, uma molécula de
IgE, uma molécula de IgA ou uma molécula de IgD. Numa forma
de realizacdo preferida, o anticorpo anti-CD40 é uma IgG e
é uma subclasse IgGl, IgG2, IgG3 ou IgG4. Em outra forma de
realizacdo preferida, 0s anticorpos anti-CD40 sdo a
subclasse IgG2.

Selectividade de Molécula e Espécie

Num outro aspecto da invencdo, 0s anticorpos anti-CD40
demonstram selectividade tanto da espécie quanto da
molécula. Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo
anti-CD40 liga-se a CD40 de primata e humano. Em algumas
formas de realizacdo, o anticorpo anti-CD40 liga-se a CD40
humano, de c¢inomolgos ou rhesus. Em outras formas de
realizacdo, o anticorpo anti-CD40 n&o se liga a CD40 de
ratinho, rato, c&o ou coelho. Seguindo os ensinamentos da
membédria descritiva, pode-se determinar a selectividade da
espécie para o anticorpo anti-CD40 wusando métodos bem
conhecidos na técnica. Por exemplo, pode-se determinar
selectividade de espécies usando Western blot, FACS, ELISA
ou RIA. (Veja-se, por exemplo, Exemplo IV).

Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo anti-CD40
tem uma selectividade para CD40 que é mais de 100 vezes
maior gque a sua selectividade para RANK (activador de
receptor de capa B de factor nuclear), 4-1BB (CD137), TNFR-
1 (Receptor-1 Factor de Necrose Tumoral) e TNEFR-2

(Receptor-2 de <factor de necrose tumoral). Em algumas
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formas de realizacdo, o anticorpo anti-CD40 ndo exibe
qualguer ligacdo especifica aprecidvel a qgualquer outra
proteina diferente de CD40. Pode-se determinar a
selectividade do anticorpo anti-CD40 para CD40 wusando
métodos bem conhecidos na especialidade seguindo o©s
ensinamentos da memdéria descritiva. Por exemplo, pode-se
determinar a selectividade usando Western blot, FACS, ELISA
ou RIA. (Veja-se, por exemplo, Exemplo V).

Identificacdo de CD40 Epitopos Reconhecido por anticorpo
anti-CD40

Além disso, a invencdo proporciona um anticorpo
monoclonal anti-CD40 humano que se liga a CD40 e compete de
maneira cruzada com e/ou liga-se ao mesmo epitopo e/ou
liga-se a CD40 com a mesma Kp que o anticorpo anti-CD40
humano 21.4.1. 0Os anticorpos 3.1.1, 3.1.1H-A78T, 3.1.1H-
A78T-V88A-V97A, 3.1.1L-L4M-1L83v, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1,
21.2.1, 22.1.1, 22.1.1H-C109A, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1,
2328.1H-D16E, 2328.1L-C92A, 2329.1, 23.29.1L-R174K e 24.2.1
também sdo revelados no presente documento sob este
aspecto. A invencdo também proporciona um anticorpo anti-
CD40 humano que compreende uma regido variavel de cadeia
pesada que tem uma sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO:
42 Também descrito no presente documento sob este aspecto
sdo SEQ ID NOs: 2, 10, 18, 26, 34, 50, 58, 66, 74, 82, 90,
92, 96 ou 98. A invencdo também proporciona um anticorpo
anti-CD40 humano gque compreende uma regido varidvel de
cadeia leve que tem uma sequéncia de aminodcidos da SEQ ID
NO:44. As SEQ ID NOs: 4, 12, 20, 28, 36, 44, 52, 60, 68,
76, 84, 94, 100 ou 102 também sdo descritas no presente
documento sob este aspecto.

Pode-se determinar se um anticorpo liga-se ao mesmo
epitopo ou compete de maneira cruzada para a ligagdo com um
anticorpo anti-CD40 usando métodos conhecidos na técnica.
Numa forma de realizacgdo, pode-se permitir que o anticorpo

anti-CD40 da invencdo se ligue a CD40 sob condicdes de
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saturacdo e entdo medir a capacidade do anticorpo de teste
de ligar-se a CD40. Se o anticorpo de teste for capaz de
ligar-se ao CD40 ao mesmo tempo que o anticorpo anti-CD40,
entdo o anticorpo de teste liga-se a um epitopo diferente
que o anticorpo anti-CD40. No entanto, se o anticorpo de
teste ndo for capaz de ligar-se ao CD40 ao mesmo tempo,
entdo o anticorpo de teste liga-se ao mesmo epitopo, um
epitopo sobreposto, ou um epitopo gque estd em proximidade
imediata ao epitopo ligado pelo anticorpo humano e CDA40.
Esta experiéncia pode ser realizada usando ELISA, RIA, FACS
ou ressonédncia de plasmdo de superficie. (Veja-se, por
exemplo, Exemplo VL) Numa forma de realizacdo preferida, a
experiéncia ¢ realizada usando ressondncia de plasmdo de
superficie. Numa forma de ©realizacdo mais preferida,
BIAcore é usado.

Afinidade de Ligacdo dos Anticorpos Anti-CD40 a CD40

Em algumas formas de realizacdo da invencdo, o
anticorpo anti-CD40 liga-se a CD40 com alta afinidade. Como
descrito no presente documento, o anticorpo anti-CD40 liga-
se a CD40 com uma Kp de 2 x 107° M ou menos. Também descrito
no presente documento é que o anticorpo se liga a CD40 com
uma Kp de 2 x 1077, 2 x 107, 4,0 x 107" M ou menos. Numa
forma de realizacdo preferida, o anticorpo liga-se a CD40
com uma K, de 4x 107" M ou menos. Em algumas formas de
realizacdo, o anticorpo liga-se a CD40 com substancialmente
a mesma Kp que o anticorpo 21.4.1. Também descrito no
presente documento sob este aspecto sdo os anticorpos
3.1.1H-A78T-V88A-V97A, 3.1.1L-L4M-1.83V, 7.1.2, 10,83,
15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 22.1.1H-C109A, 23.5.1,
23.25.1, 23.28.1, 23-28.1H-D16E, 23.28.1L-C92A, 23.29.1,
23.29.1L-R174K ou 24.2.1. Em outra forma de realizacédo
preferida, o anticorpo liga-se a CD40 com substancialmente
a mesma Kp que um anticorpo que compreende uma CDR2 de uma
cadeia leve, e/ou uma CDR3 de uma cadeia pesada do

anticorpo 21.41. Também descrito no presente documento sob
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este aspecto sdo os anticorpos 3.1.1, 3.1.1H-A78T, 3.1.1H-
AT78T-V88A.V97A, 3.1.1L-L4M-1L83V, 7,12, 10,83, 15.1.1,
21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 22.1.1H-C10%9A, 23.5.1, 23.25.1,
23.18.1, 23.28.1H-D16E, 23.28.1L-C92A, 23.29.1, 23.29.1L-
R174K e 24.2.1. Em ainda outra forma de «realizacédo
preferida, o anticorpo liga-se a CD40 com substancialmente
a mesma Kp que um anticorpo que compreende uma regido
varidvel de —cadeia ©pesada que tem a sequéncia de
aminodcidos da SEQ ID NO:42 ou que compreende uma regido
varidvel de cadeia leve que tem a sequéncia de aminodcidos
da SEQ ID NO:44.

Também descrito no presente documento sob este aspecto
sdo anticorpos que compreendem uma regido variavel de
cadeia pesada que tem uma sequéncia de aminodcidos da SEQ
ID NO: 2, 10, 18, 26, 34, 50, 58, o66. 74, 82, 90, 92, 96,
ou 98 ou gque compreendem uma regido varidvel de cadeia leve
que tem uma sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 4, 12,
20, 28, 36, 52, 60, 08, 76, 84, 94, 100, ou 102. Em outra
forma de realizacdo preferida, o anticorpo liga-se a CD40
com substancialmente a mesma Kp que um anticorpo que
compreende uma CDR2 de uma regido variavel de cadeia leve
que tem a sequéncia de aminocdcidos da SEQ ID NO:44 ou uma
CDR3 de uma regido variavel de cadeia pesada gque tem a
sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 42

Também descrito no presente documento sob este aspecto
sdo anticorpos que compreendem uma CDR2 de uma regido
varidavel de —cadeia leve que tem uma sequéncia de
aminodcidos da SEQ ID NO: 4, 12, 20, 28, 36, 52, 60, 68,
76, 84, 94, 100, ou 102 ou uma CDR3 de uma regido variavel
de cadeia pesada que tem uma sequéncia de aminodcidos da
SEQ NO: 2, 10, 18, 26, 34, 50, 58, 66, 74, 82, 90, 92, 9o,
ou 98.

Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo anti-CD40
tem uma taxa de dissociacdo baixa. Em algumas formas de

realizacdo, o anticorpo anti-CD40 tem uma K.er de 2,0 x 107°
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ou inferior. Em algumas formas de realizacdo, a Ky € 2,0 x
1077 ou inferior. Em algumas formas de realizacdo, a Kgsr €
substancialmente a mesma que um anticorpo reivindicado no
presente documento. Também descrito no presente documento
sob este aspecto sdo os anticorpos 3.1.1, 3.1.1H-A78T,
3.1.1H-A78T-V88A-V97A, 3.1.1L-L4M-183V, 7.1.2, 10.8.3,
15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 22.1.1H-C10%9A, 23.5.1,
23.25.1, 23.28.1, 23.28.1H-D16E, 23.28.IL-C92A, 23.29.1,
23.29.1L-R174K e 24.2.1. Em algumas formas de realizacdo, o
anticorpo liga-se a CD40 com substancialmente a mesma Kgtr
que um anticorpo gque compreende uma CDR3 de uma cadeia
pesada ou uma CDR2 de uma cadeia leve do anticorpo 21.4.1.
Também descrito no presente documento sob este aspecto séo
anticorpos 3.1.1, 3.1.1H-A78T, 3.1.1H-A78T-V88A-VI97A,
3.1.1L-1.44-1.83v, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 12.2.1, 22.1.1,
22.1.1H-C109A, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1H-D16E,
23.28.1L-C92A, 23.29.1, 23.29.1L-R174K e 24.2.1. Em algumas
formas de realizacdo, o anticorpo liga-se a CD40 com
substancialmente a mesma Kors que um anticorpo que
compreende uma regido variadvel de cadeia pesada que tem a
sequéncia de aminoadcidos da SEQ ID NO:42 ou que compreende
uma regido varidvel de cadeia leve que tem a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:44.

Os anticorpos que compreendem uma regido variadvel de
cadeia pesada gque tem uma sequéncia de aminodcidos da SEQ
ID NO: 2,10, 18, 26, 34, 50, 58, 66, 74, 82, 90, 92, 96, ou
98 ou que compreendem uma regido varidvel de cadeia leve
que tem uma sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 4, 12,
20, 28, 36, 52, 60, 68, 76, 84, 94, 100, ou 102 também sio
descritos no presente documento sob este aspecto. Em outra
forma de realizacdo preferida, o anticorpo liga-se a CD40
com substancialmente a mesma Kgrr gque um anticorpo gque
compreende uma CDR2 de uma regido varidvel de cadeia leve
que tem a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 44 ou uma

CDR3 de uma cadeia ©pesada gque tem a sequéncia de
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aminoacidos da SEQ ID NO: 46.

Os anticorpos que compreendem uma CDR2 de uma regido
variavel de —cadeia leve que tem uma sequéncia de
aminoadcidos da SEQ ID NO: 4, 12, 20, 28, 36, 52, 60, 68,
76, 84, 94, 100, ou 102 ou uma CDR3 de uma cadeia pesada
que tem uma sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 6, 14,
22, 30, 38, 54, 62, 70, 78, 86, 90, 92, 96, ou 98 também
sdo descritos no presente documento sob este aspecto.

A afinidade de ligacdo e taxa de dissociacdo ou um
anticorpo anti-CD40 a CD40 podem ser determinadas por
qualquer método conhecido na especialidade. A afinidade de
ligacdo pode ser medida por ELISAs competitivos, RIAs, ou
ressonédncia de plasmdo superficial, tal como BIAcore™. A
taxa de dissociacdo pode ser medida também pela ressonidncia
de plasmdo superficial. Preferivelmente, a afinidade de
ligacdo e taxa de dissociacdo é medida pela ressonéncia de
plasmdo superficial. Mais preferivelmente, a afinidade de
ligagcdo e taxa de dissociacdo sdo medidas utilizando um
BIAcore™. Veja-se, por exemplo, Exemplo XIV.

Utilizacdo de Gene de Cadeia Leve e Pesada

Um anticorpo anti-CD40 da invencdo pode compreender
uma cadeia capa humana ou lambda humana ou uma sequéncia de
aminocdcido derivada da mesma. Em algumas formas de
realizacdo que compreende uma cadeia leve capa, o dominio
variavel de cadeia leve (V) é codificado em parte por um
gene humano A3/A19 (DPK-15), L5 (DP5), ou A27 (DPK-22) Vk.

Em alguns exemplos descritos no presente documento, a
Vy, do anticorpo anti-CD40 contém uma ou mais substituicdes
de aminoédcidos em relacdo a sequéncia de aminodcidos de
linha germinal. Em alguns destes exemplos, a Vy do
anticorpo anti-CD40 compreende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
ou 10 substituic¢des de aminoédcidos em relacdo a sequéncia
de aminoadcidos de linha germinal. Em alguns exemplos, uma
ou mais das substituic¢des da linha germinal estdo nas

regides CDR da <cadeia leve. Em algumas formas de
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realizacdo, as substituicdes de aminodcidos em relacdo a
linha germinal estédo nas mesmas posicdes que as
substituicdes em relagcdo a linha germinal na Vy do
anticorpo 21.4.1. Também descrito no presente documento sob
este aspecto sdo anticorpos 3.1.1, 3.1.1L-L4M-L83V, 7.1.2,
10,83, 15.1.1, 21.2.1, 22.1.1, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1,
23.28.1L-C92A, 23.29.1, 23.29.1L-R174K e 24.2.1. Por
exemplo, a Vi do anticorpo anti-CD40 pode conter uma ou
mais substituicdes de aminocadcidos em comparacdo com a linha
germinal encontrada no anticorpo 21.4.1, e outras
substituicdes de aminocdcidos em comparag¢do com a linha
germinal encontrada no anticorpo 10.8.3 que utiliza o mesmo
gene Vx que o anticorpo 21.4.1. Em alguns exemplos
descritos no presente documento, as mudancas de aminoécidos
estdo numa ou mais das mesmas posigdes, mas envolvem uma
mutacdo diferente do que no anticorpo de referéncia.

Em alguns exemplos descritos no presente documento, as
mudancas de aminoadcidos em relacdo a linha germinal ocorrem
numa ou mais das mesmas posigdes que em qualquer da Vp de
anticorpos 3.1.1, 3.1.1L-L4M-L83V, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1,
21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1L-
CO92A. 23.29.1, 23.29.1L-R174K e 24.2.1, mas as mudancas
podem representar substituicdes conservativas de
aminoacidos em tal (is) posicédo (&es) em relacéo ao
aminodcido no anticorpo de referéncia. Por exemplo, se uma
posicdo particular num destes anticorpos for alterada em
relacéao a linha germinal e for glutamato, pode-se
substituir aspartato conservativamente nessa posicdo. De
maneira similar, se um aminoacido substituicéo em
comparacéo com linha germinal for serina, pode-se
substituir conservativamente treonina por serina nessa
posicdo. As substituic¢des conservativas de aminodcidos sé&o
discutidas supra.

Em algumas formas de realizacdo, a cadeia 1leve do

anticorpo anti-CD40 humano compreende a seguéncia de
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aminodcidos que é a mesma que a sequéncia de aminoécidos da
Vi de anticorpo 21.4.1 (SEQ ID NO:44). Também sdo descritas
no presente documento sob este aspecto as segquéncias de
aminodcidos da Vp de anticorpo 3.1.1 (SEQ. ID NO: 4),
3.1.1L-1L4M-1L83V (SEQ ID NO: 94), 7.1.2 (SEQ. ID NO: 12),
10.8.3 (SEQ. ID NO: 20), 15.1.1 (SEQ. ID NO: 28), 21.2.1
(SEQ.ID NO: 36), 22.1.1 (SEQ. ID NO: 52), 23.5.1 (SEQ. ID
NO: 60), 23.28.1 (SEQ. ID NO: 68), 23.28.1L-C92A (SEQ. ID
NO: 100), 23.29.1 (SBQ. ID NO:76), 23.29.1L-R174K (SBQ 1ID
NO: 102) ou 24.2.1 (SEQ. ID NO:84). Também descritas no
presente documento estdo as ditas sequéncias de aminodcidos
que tém até 1, 2, 3, 4, 6, 8 ou 10 substituicdes
conservativas de aminodcidos e/ou um total de até 3
substituic¢des ndo conservativas de aminoécidos.

Em alguns exemplos descritos no presente documento, a
cadeia leve do anticorpo anti-CD40 compreende pelo menos a
cadeia leve CDR2, e pode também compreender as regides CDRI1
e CDR3 de uma sequéncia de linha germinal, como descrito no
presente documento. Em outro exemplo descrito no presente
documento, a cadeia leve pode compreender uma CDR1 e CDR2
de um anticorpo independentemente seleccionado a partir de
3.1.1, 3.1.1L-L4M-L83v, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1. 21.4.1,
21.2.1, 22.1.1, 23.5.1, 23.25.1. 23.28.1, 23.28.1L-C92A,
23.29.1 e 24.2.1, ou regides CDR cada uma tendo menos de 8,
menos de 6, menos de 4 ou menos de 3 substituicgdes
conservativas de aminodcidos e/ou um total de trés ou menos
substituic¢cdes ndo conservativas de aminodcidos. Em outros
exemplos descritos no presente documento, a cadeia leve do
anticorpo anti-CD40 compreende pelo menos a cadeia leve
CDR2, e pode também compreender as regides CDR1 e CDR3,
cada uma das quais ¢é independentemente seleccionada a
partir das regides CDR1 e CDR3 de um anticorpo gque tem uma
regido varidvel de cadeia leve que compreende a sequéncia
de aminocacidos seleccionada a partir das SEQ ID NOS: 4, 12,
20, 28, 36, 44, 52, 60, 68, 76, 84, 94 ou 100, ou
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codificada por uma molécula de &acido nucleico seleccionada
a partir das SEQ ID NOS: 3, 11, 19, 27, 35, 43, 51, 59, 67,
75, 83, 93 ou 99.

Com relacdo a cadeia pesada, em alguns exemplos
descritos, a regido varidvel da sequéncia de aminoacidos de
cadeia pesada é codificada em parte por um gene Vy 3-30+,
Vg 4-59- Vy 1-02, Vg 4.35 ou Vg 3-30.3 humano. Em alguns
exemplos descritos no presente documento, a Vy do anticorpo
anti-CD40 contém uma ou mais substituic¢des de aminoécidos,
delecgdes ou insercdes (adigdes) em relacdo a sequéncia de
aminodcidos de linha germinal. Em alguns exemplos descritos
no presente documento, o dominio variadvel da cadeia pesada
compreende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 1o, 17 ou 18 mutacdes da sequéncia de aminocécidos de
linha germinal. Em alguns exemplos descritos no presente
documento, a(s) mutacado (des) é/sdo0 substituicdes nédo
conservativas em comparacdo com a sequéncia de aminodcidos
da linha germinal. Em alguns exemplos descritos no presente
documento, as mutacdes estdo nas regides de CDR da cadeia
pesada. Em algumas formas de realizacdo, as mudancgas de
aminodcidos sdo feitas nas mesmas posicdes que as mutacdes
da linha germinal na Vy de anticorpo 21.4.1. Também séo
descritas aqui as mudancas de aminoadcidos feitas sob este
aspecto em qualgquer uma ou mais das Vy de anticorpos 3.1.1,
3.1.1H-A78T, 3.1.1H-A78T-Y88A-v97A, 7.1.2, 10.8.3. 15.1.1,
21.2.1, 22.1.1, 22.1.1H-C10%9Aa, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1,
23.28.1H-D16E, 23.29.1 e 2421. Em outros exemplos descritos
no presente documento, as mudancas de aminodcidos estédo
numa ou mais das mesmas posig¢des, mas envolvem uma mutacdo
diferente do que no anticorpo de referéncia.

Em algumas formas de realizacdo, a cadeia pesada
compreende uma sequéncia de aminodcidos do dominio variavel
(VH) do anticorpo 21.4.1 (SEQ ID NO:42). Também descrito no
presente documento sob este aspecto sdo anticorpos 3.1.1
(SEQ ID NO:2), 3.1.1H-A78T (SEQ ID NO: 90), 3.1.1H-A78T-
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V88A-V97A (SEQ ID NO: 92), 7.1.2 (SEQ ID NO: 10). 10.8.3
(SEQ ID NO: 18), 15.1.1 (SEQ ID NO: 26), 21.2.1 (SEQ ID NO:
34), 22.1.1 (SEQ ID NO: 50), 22.1.1H-C109A (SEQ m NO: 96),
23.5.1 (SEQ ID NO: 58), 23.28.1 (SEQ ID NO: 66), 23.28.1H-
D16E (SEQ ID No:98), 23.29.1 (SEQ ID NO: 74) e 24.2.1 (SEQ
ID NO:82). Também s&do descritas no presente documento sob
este aspecto as ditas sequéncias de aminodcidos que tém até
1, 2, 3, 4, 6, 8 ou 10 substituicdes conservativas de
aminoadcidos e/ou um total de até 3 substituicdes ndo
conservativas de aminoédcidos.

Em algumas formas de realizacdo, a cadeia pesada
compreende a cadeia pesada CDR1. CDR2 e CDR3 regides de
anticorpo 21.4.1. Também descrito no presente documento sob
este aspecto sdo anticorpo 3.1.1, 3.1.1H-A78T, 3.1.1H-A78T-
V88A-vV97A, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.2.1, 22.1.1, 22.1.1H-
Ccl09A, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1H-D16E, 23.29.1 e
24.2.1 (como mostrado nas Figs. 1D-1H ou 2D-2H). Em alguns
exemplos descritos no presente documento as ditas regides
CDR tém, cada uma, menos de 8, menos de 6, menos de 4, ou
menos de 3 substituicgdes conservativas de aminodcidos e/ou
um total de trés ou menos substituicdes ndo conservativas
de aminoéacidos.

Em alguns exemplos descritos no presente documento, a
cadeia pesada compreende uma CDR3, e pode também
compreender as regides CDR1 e CDR2 de uma sequéncia de
linha germinal, como descrito acima, ou pode compreender
uma CDR1 e CDR2 de um anticorpo, cada uma das gquais ¢é
independentemente seleccionada a partir de um anticorpo que
compreende cadeia pesada de um anticorpo seleccionado a
partir de 3.1.1, 3.1.1H-A78T, 3.1.1H-A78T-V88A-V97A, 7.1.2,
10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 22.1.1H-C109A,
23.5.1. 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1H-D16E, 23.29.1 e 24.2.1.
Em outro exemplo descrito no presente documento, a cadeia
pesada compreende uma CDR3, e pode também compreender as

regides CDR1 e CDR2, cada uma das quais ¢ independentemente
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seleccionada a partir de uma CDR1 e CDR2 regido de uma
regido varidvel de cadeia ©pesada que compreende uma
sequéncia de aminodcidos seleccionada a partir das SEQ ID
NOS: 2, 10, 18, 26,34, 42, 50, 58, 66, 74, 82, 90, 92, 96
ou 98 (como mostrado nas Figs. 1D-1H ou Figs. 2D-2H) ou
codificada por uma sequéncia de &cido nucleico seleccionada
a partir das SEQ ID NOS: 1, 9, 17, 25, 33, 41, 49, 57, 65,
73, 81, 89, 91, 95 ou 97. Em outra forma de realizacdo o
anticorpo compreende uma cadeia pesada de anticorpo 21.4.1
como revelado acima e uma cadeia leve de anticorpo 21.4.1
como revelado acima.

Um tipo de substituicdo de aminocadcido que pode ser
produzido é alterar uma ou mais cisteinas no anticorpo, que
pode ser guimicamente reactiva, com um outro residuo, tal
como, sem limitacéo, alanina ou serina. Num exemplo
descrito no presente documento, a substituicdo de cisteina
¢ feita numa regido estrutural de um dominio varidvel ou no
dominio constante de um anticorpo. Em outro exemplo, a
cisteina é uma regido ndo candnica do anticorpo. Outro tipo
de substituicdo de aminocadcidos que pode ser feito é mudar
quaisquer locais proteoliticos potenciais no anticorpo,
particularmente aqueles gque estdo numa regido estrutural de
um dominio varidvel, no dominio constante de um anticorpo,
ou numa regido ndo candnica do anticorpo. A substituicdo de
residuos de cisteina e remocdo de locais proteoliticos
podem diminuir o risco de qualgquer heterogeneidade no
produto de anticorpo e assim aumentar a sua homogeneidade.
Outro tipo de substituicdo de aminoédcido ¢é eliminar os
pares de asparagina-glicina, que formam os locais de
desamidacdo potenciais, mediante a alteracdo de um ou de
ambos o0s residuos. Isto é€ feito preferentemente em regides
estruturais, o dominio constante ou regides ndo candnicas
do anticorpo.

Activacdo de CD40 por Anticorpo Anti-CD40

O anticorpo anti-CD40 da invencdo é um anticorpo de
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activacédo, 1isto é, um agonista de CD40. Um anticorpo de
activacdo amplifica ou substitui os efeitos de CD40L sobre
CD40. Em alguns exemplos descritos no presente documento o
anticorpo de activacdo € essencialmente um mimético de
CD40L, e compete com CD40L para a ligacdo a CD40. Em
algumas formas de realizacdo, o anticorpo nédo compete com
CD40L para a ligacdo a CD40, mas amplifica o efeito de
ligacdo de CD40L a CD40. Em algumas formas de realizacdo, o
anticorpo anti-CD40 activa CD40 na presenga ou auséncia de
CD40L.

Inibicdo de Crescimento Tumoral In Vivo por Anticorpos
Anti-CD40

O anticorpo anti-CD40 da invencdo inibe a proliferacédo
de células tumorais in vitro ou crescimento tumoral 1in
vivo.

Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo inibe o
crescimento tumoral em pelo menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %,
70 %, 75 %. Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo
inibe o crescimento tumoral em 75 %. Numa forma de
realizacdo, a inibicdo de crescimento tumoral ¢é detectavel
14 dias apds tratamento inicial com o anticorpo. Em outras
formas de realizacdo, a inibicdo de crescimento tumoral &
detectédvel 7 dias apds tratamento inicial com o anticorpo.
Em alguns exemplos descritos no presente documento, outro
agente antineoplédsico ¢ administrado ao animal com ©
anticorpo anti-CD40. Como descrito no presente documento, o
agente antineopldsico inibe adicionalmente o crescimento
tumoral. Como descrito no presente documento, o agente
antineoplédsico pode ser adriamicina ou taxol. Em alguns
exemplos descritos no presente documento, a co-
administracdo de um agente antineoplédsico e o anticorpo
anti-CD40 inibe o crescimento tumoral em pelo menos 50 %,
apdés um periodo de 22-24 dias a partir do inicio do
tratamento em comparacdo com O crescimento tumoral num

animal ndo tratado.
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Inducédo da Apoptose por Anticorpos Anti-CD40

Também se descreve no presente documento um anticorpo
anti-CD40 que induz a morte celular de células CD40
positivas. Em alguns exemplos descritos no presente
documento, o anticorpo causa a apoptose de células CD40
positivas in vivo ou in vitro.

Aumento da Expressdo de Moléculas de Superficie Celular

Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo anti-CD40
aumenta a expressdo de moléculas de superficie de célula B,
incluindo, mas ndo limitado a ICAM, MHC-II, B7-2, CD71,
CD23 e CD83. Em algumas formas de realizacdo, 1 wug/ml do
anticorpo aumenta expressdo de ICAM num ensaio de regulacéo
positiva de molécula de superficie de célula B de sangue
completo em pelo menos 2 vezes, ou mais preferentemente em
pelo menos 4 vezes. Em algumas formas de realizacdo, 1
upg/ml do anticorpo aumenta a expressdo de MHC-II num ensaio
de regulacdo positiva de molécula de superficie de célula B
de sangue completo em pelo menos 2 vezes, Oou mais
preferentemente em pelo menos 3 vezes. Em algumas formas de
realizacdo, 1 pg/ml do anticorpo aumenta a expressdo de
CD23 em ensaio de regulacdo positiva de molécula de
superficie de célula B de sangue completo em pelo menos 2
vezes, ou mais preferentemente em pelo menos 5 vezes. Veja-
se, por exemplo, Exemplo VII, Quadro 25.

Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo anti-CD40
aumenta a expressdo de moléculas de superficie de células
dendriticas incluindo, mas ndo limitado a MHC-II, ICAM, B7-
2, CD83 e B7-1. Em algumas formas de realizacdo o intervalo
de regulacdo positiva é similar ao intervalo de regulacéo
positiva observado em células B. Veja-se, por exemplo,
Quadros 25 e 26, infra. Em algumas formas de realizacdo, o
anticorpo regula positivamente preferentemente a expressédo
de moléculas de superficie de células dendriticas, tais
como B7-2 e MHC-11, em comparacdo com a expressdo de célula

B destas moléculas. Veja-se, por exemplo, Quadro 27.
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Aumento de Secrecdo de Citocinas Celulares

Em algumas formas de realizacdo o anticorpo aumenta a
secrecdo celular de citocinas incluindo, mas ndo limitado a
IL-8, IL-12, IL-15, IL-18 e IL-23.

Em algumas formas de realizacdo o anticorpo aumenta a
secrecdo de citocina por células dendriticas e mondcitos
aderentes. Em algumas formas de realizacdo a producdo de
citocina ¢ aumentada ainda pela co-estimulacdo com um ou
mais de LPS, SE-y ou IL-1f. Em ainda outro aspecto da
invencdo, o anticorpo com co-estimulacdo de LPS aumenta a
producdo de IL-12p70 num ensaio de célula dendritica com um
ECsg de cerca de 0,48 pwpg/ml. Em algumas formas de
realizacdo, o anticorpo aumenta a producdo de IL-12p40 em
células dendriticas com um ECs; de cerca de 0,21 pg/ml.
(Veja-se, por exemplo, Exemplo VIII).

Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo aumenta a
secrecdo de IFN-gama por células T num ensaio de célula
dendritica/célula T alogénica, como descrito no Exemplo
VIII. Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo aumenta
a secrecéio de IFN-gama num ensaio de célula
dendritica/célula T alogénica com um ECsg de cerca de 0,3
pg/ml. Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo aumenta
a secrecéio de IFN-gama num ensaio de célula
dendritica/célula T alogénica com um ECsyg de cerca de 0,2
mg/ml. Numa forma de realizacdo, © anticorpo aumenta a
secrecdo de IFN-gama num ensaio de célula dendritica/célula
T alogénica com um ECsy de cerca de 0,03 ug/ml.

Métodos de Producdo de Anticorpos e Linhas Celulares de

Producdo de Anticorpos

Como descrito no presente documento, o0s anticorpos
humanos da invencdo podem ser produzidos pela imunizacédo de
um animal n&do humano que compreende no seu genoma alguns ou
todos o0s locais de <cadeia ©pesada e cadeia leve da
imunoglobulina humana com um antigeno de CD40.

Preferentemente o animal ndo humano é um animal XenoMouse™.
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Os ratinhos XenoMouse™ s&o estirpes de ratinho
planejadas gque compreendem grandes fragmentos de locais de
cadeia pesada e cadeia leve da imunoglobulina humana e sé&o
deficientes na producdo de anticorpos de ratinho. Veja-se,
por exemplo, Green et al., Nature Genetics 7:13-21 (1994) e
Patentes US N° 5.916.771, 5.939.598, 5.985.615, 5.998.209,
6.075.181, 6.0921.001, 6.114.598, ©6.130.364, 6.162.963 e
6.150.584. Veja-se também documento WO 91/10741, documento
WO 94/02602, documento WO 96/34096, documento WO 96/33735,
documento WO 98/16654, documento WO 98/24893, documento WO
98/50433, documento WO 99/45031, documento WO 99/53049,
documento WO 00/09560, e documento WO 001037504.

Também se descreve no presente documento um método
para produzir anticorpos anti-CD40 a partir de anticorpos
de animais ndo humanos, ndo ratinhos mediante a imunizacédo
de animais transgénicos n&do humanos que compreendem locais
de imunoglobulina humana com um antigeno de CD40. Pode-se
produzir tais animais utilizando os métodos descritos nos
documentos acima citados. O0Os métodos revelados nestes
documentos podem ser modificados como descrito na Patente
US 5.994.619. 0Os animais ndo humanos sdo ratinhos, ratos,
ovinos, suinos, caprinos, bovinos e equinos.

Os ratinhos XenoMouse™ produzem um repertdrio humano
semelhante a adulto de anticorpos completamente humanos e
geram anticorpos humanos especificos ao antigeno. Em alguns
exemplos, os ratinhos XenoMouse™ contém aproximadamente 80
% do repertdério de gene V de anticorpo humano através da
introducdo de fragmentos cromossoma artificial de levedura
(YAC) de configuracdo de linha germinal de tamanho megabase
do loci de cadeia pesada humana e loci capa de cadeia leve.
Veja-se Mendez et al., Nature Genetics 15:146-156 (1997),
Green e Jakobovits, J. Exp. Med. 188:483-495 (1998), e
documento WO 98/24893.

Em algumas formas de realizacdo, ©0s animais néo

humanos que compreendem os genes da imunoglobulina humana
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sédo animais que possuem  uma imunoglobulina  humana
"minilocus". Na abordagem minilocus, um local Ig exdgeno &
imitado através da inclusdo de genes individuais do local
Ig. Assim, um ou mais genes Vg, um ou mais genes Dy, um ou
mais genes Jy, um dominio constante mu, e um segundo
dominio constante (preferivelmente um dominio constante
gama) sdo formados numa construgcdo para insercdo num
animal. Esta abordagem é descrita, inter alia, nas Patentes
Us N© 5.545.807, 5.545.80¢, 5.569.825, 5.625.126¢,
5.633.425, 5.661.016, 5.770.429, 5.789.650, 5.814.318,
5.591.669, 5.612.205, 5.721.367, 5.789.215, e 5.643.763.

Uma vantagem da abordagem de minilocus é a rapidez com
que as construcdes incluindo porgdes do locus de Ig podem
ser geradas e introduzidas em animais. No entanto, uma
desvantagem potencial da abordagem de minilocus €& que néo
pode haver diversidade de imunoglobulinas suficiente para
suportar desenvolvimento de células B completo, tal gque
pode haver menor producdo de anticorpos.

Também se descreve no presente documento um método
para preparar anticorpos anti-CD40 humanizados. Em alguns
exemplos descritos no presente documento, os animais néo
humanos s&o imunizados com um antigeno de CD40 conforme
descrito a seguir sob condic¢cdes que permitem a producdo de
anticorpos. Células produtoras de anticorpos sdo isoladas
dos animais, fusionadas com mielomas para produzir
hibridomas, e &cidos nucleicos que codificam as cadeias
leve e pesada de um anticorpo anti-CD40 de interesse sé&o
isolados. Estes 4cidos nucleicos sdo subseguentemente
planejados utilizando as técnicas conhecidas pelos peritos
na especialidade e como descrito mais a seguir para reduzir
a quantidade de sequéncia ndo humana, isto ¢, humanizar o
anticorpo para reduzir a resposta imunoldgica em seres
humanos.

Em alguns exemplos descritos no presente documento, o©

antigénio de CD40 ¢é CD40 isolado e/ou purificado. Numa
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forma de realizacdo preferida, o antigénio de CD40 é CD40
humano. O antigénio de CD40 pode ser um fragmento de CD40.
O fragmento de CD40 pode ser o dominio extracelular de
CD40. O fragmento de CD40 pode compreender pelo menos um
epitopo de CD40. O antigénio de CD40 pode também ser célula
que expressa ou sobre-expressa CD40 ou um fragmento
imunogénico do mesmo na sua superficie. 0Os antigénios de
CD40 podem também ser uma proteina de fusdo de CD40.

A imunizacdo de animais pode ser feita por qualquer
método conhecido na especialidade. Veja-se, por exemplo,
Harlow e Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Nova
Iorque: Cold Spring Harbor Press, 1990. 0Os métodos para
imunizar animais ndo humanos tais como ratinhos, ratos,
ovelha, cabras, porcos, gado e cavalos sdo bem conhecidos
na especialidade. Veja-se, por exemplo, Harlow e Lane,
supra, e Patente US 5.994.619. 0O antigénio de CD40 pode ser
administrado com um adjuvante para estimular a resposta
imune. 0Os adjuvantes exemplares incluem adjuvante de Freund
completo ou incompleto, RIBI (dipéptidos de muramilo) ou
ISCOM (complexos imunocestimuladores). Tais adjuvantes podem
proteger o polipéptido da dispersdo rapida mediante o
sequestro num depdbsito local, ou eles podem conter
substancias que estimulam o hospedeiro a segregar factores
que sdo quimiotédcticas para os macrbdéfagos e outras porcdes
do sistema imune. Preferivelmente, se um polipéptido
estiver sendo administrado, o plano de imunizacdo envolvera
duas ou mais administracdes do polipéptido, espalhadas ao
longo de véarias semanas.

0O Exemplo I descreve a producdo de anticorpos
monoclonais anti-CD40.

Producdo de Anticorpos e Linhas Celulares de Producdo de
Anticorpos

Apds a imunizacdo de um animal com um antigeno de

CD40, os anticorpos e/ou células produtoras de anticorpos

podem ser obtidos a partir do animal. Em alguns exemplos
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descritos no presente documento, o soro contendo anticorpo
anti-CD40 ¢é obtido a partir do animal por hemorragia ou
sacrificio do animal. O soro pode ser utilizado como é
obtido do animal, uma fraccdo de imunoglobulina pode ser
obtida do soro, ou o0s anticorpos anti-CD40 podem ser
purificados a partir do soro. E bem conhecido a um perito
ordindrio na especialidade gque o soro ou imunoglobulinas
obtidas desta maneira serdo policlonais. A desvantagem de
fusionar anticorpos policlonais preparados a partir do soro
¢ que a gquantidade de anticorpos que pode ser obtida é
limitada e o) anticorpo policlonal tem um arranjo
heterogéneo de propriedades.

Em alguns exemplos descritos no presente documento
linhas celulares imortalizadas produtoras de anticorpos sé&o
preparadas a partir de células isoladas do animal
imunizado. Apds a imunizacdo, o animal ¢é sacrificado e
nédulo linfético e/ou células B esplénicas s&o
imortalizadas. Os métodos de imortalizar as células
incluem, mas ndo sdo limitados a, transferéncia das mesmas
com oncogenes, infeccdo das mesmas com o virus oncogénico,
cultivo das mesmas sob condig¢des que seleccionam as células
imortalizadas, submisséao das mesmas aos compostos
carcinogénicos ou mutantes, fus&do das mesmas com uma célula
imortalizada, por exemplo, uma célula de mieloma, e
inactivacdo das mesmas com um gene supressor tumoral. Veja-
se, por exemplo, Harlow e Lane, supra. Se a fusdo com
células de mieloma for utilizada, as células de mieloma
preferivelmente ndo segregam polipéptidos de imunoglobulina
(uma linha celular né&o secretora). Células imortalizadas
sdo rastreadas usando CD40, uma porcdo do mesmo, OuUu uma
célula que expressa CD40. Como descrito no presente
documento, o rastreio inicial pode ser realizado usando um
imuncensaio ligado a enzima (ELISA) ou um radioimunoensaio.
Um exemplo do rastreio ELISA é fornecido no documento WO
00/37504.
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As células produtoras de anticorpos anti-CD40, por
exemplo, hibridomas, sdo seleccionadas, clonadas e ainda
submetidas ao rastreio com relacdo as caracteristicas
desejéaveis, incluindo crescimento robusto, alta producdo de
anticorpos e caracteristicas de anticorpo desejéveis, como
debatido mais a seguir. Os hibridomas podem ser expandidos
in vivo em animais singeneicos, em animais que carecem de
um sistema imune, por exemplo, ratinhos nus, ou em cultura
celular 1in vitro. 0Os métodos de seleccdo, clonagem e
expansdo de hibridomas sdo bem conhecidos daqueles de
habilidade usual na técnica.

Como descrito no presente documento, o) animal
imunizado é um animal ndo humano que expressa 0Ss genes da
imunoglobulina humana e as células B esgplénicas sé&o
fundidas a uma linha celular de mieloma da mesma espécie
como © animal ndo humano. Preferentemente, o animal
imunizado é um ratinho XENOMOUSE™ e a linha de células de
mieloma ¢ um mieloma de ratinho n&o secretor. Como descrito
no presente documento, a linha de células de mieloma é
preferentemente P3-X63-AG8.653. Veja-se, por exemplo,
Exemplo L

Em outro aspecto, a invencdo proporciona hibridomas
que produzem um anticorpo anti-CD40 humano. Numa forma de
realizacdo preferida, os hibridomas sdo hibridomas de
ratinho, como descrito acima. Em outras formas de
realizacdo, o0s hibridomas s&do produzidos numa espécie néo
humana, ndo ratinho tal como ratos, ovinos, suinos,
caprinos, bovinos e equinos. Em outra forma de realizacéo,
0s hibridomas s&o hibridomas humanos.

Acidos Nucleicos Vectores, Células Hospedeiras e Métodos

Recombinantes de Producdo de Anticorpos

Acidos Nucleicos
A presente invencdo também abrange moléculas de &acido
nucleico que codificam anticorpos anti-CD40 da invencdo. Em

algumas formas de realizacédo, diferentes moléculas de &acido
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nucleico codificam uma cadeia pesada e uma cadeia leve de
uma imunoglobulina anti-CD40 como reivindicada. Em outras
formas de realizacdo, a mesma molécula de &cido nucleico
codifica uma cadeia pesada e uma cadeia leve de uma
imunoglobulina anti-CD40.

Em alguns exemplos descritos no presente documento, a
molécula de &cido nucleico que codifica o dominio variavel
da cadeia leve compreende uma sequéncia de gene VX humano
A3/A19 (DPK-15), L5 (DP5) ou A27 (DPK-22) ou uma sequéncia
derivada da mesma. Em alguns exemplos descritos no presente
documento, a molécula de é&acido nucleico compreende uma
sequéncia de nucledétidos de um gene Vk A3/Al9 e um gene
Jkl, Jk2 ou Jk3 ou sequéncias derivadas da mesma. Em alguns
exemplos descritos no presente documento, a molécula de
dcido nucleico compreende uma segquéncia de nucledtidos de
um gene Vk L5 e um gene Jxk4. Em alguns exemplos a molécula
de &4cido nucleico compreende uma sequéncia de nucledtidos
de um gene Vx A27 e pode ser um gene Jk3.

Em alguns exemplos descritos no presente documento, a
molécula de 4&cido nucleico que codifica a cadeia leve,
codifica uma sequéncia de aminoacidos que compreende 1, 2,
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 mutacdes da sequéncia de
aminoadcidos de linha germinal. Em alguns exemplos descritos
no presente documento, a molécula de &cido nucleico
compreende uma sequéncia de nucledtidos que codifica uma
sequéncia de aminoédcidos Vi gque compreende 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9 ou 10 substituicdes ndo conservativas de
aminodcidos e/ou 1, 2 ou 3 substituicdes ndo conservativas
em comparacdo com a sequéncia de linha germinal. As
substituicdes podem ser nas regides CDR, as regides
estruturais ou no dominio constante.

Em algumas formas de realizacdo, a molécula de éacido
nucleico que codifica o dominio variédvel da cadeia leve
(V1) codifica uma sequéncia de aminodcidos Vr que

compreende uma ou mais mutacgdes em comparacdo com a
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sequéncia de linha germinal que s&o idénticas as mutacdes
encontradas na Vp do anticorpo 21.4.1. Também se descrevem
sob este aspecto os anticorpos 3.1.1, 3.1.1L-L4M-L83V,
7.12.10-8,3,15.1.1, 21,21, 22.1.1, 23.5.1, 23.25.1,
23.28.1, 2328.1L-C92A, 23.29.1 e 24.2.1. Também se
descrevem no presente documento moléculas de acido nucleico
que codificam pelo menos trés mutacdes de aminocdcidos em
comparacdo com a sequéncia de linha germinal encontrada na
Vi; de um dos anticorpos 3.1.1, 3.1.1L-L4M-L83V, 7.1.2,
10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 212,1, 22.1.1, 23-5,1. 23.25.1,
2328.1, 2328. IL-C92A. 23.29.1 e 24.2.1.

Em algumas formas de realizacdo, a molécula de &cido
nucleico-compreende uma sequéncia de nucledbdétidos que
codifica a sequéncia de aminocadcidos V; do anticorpo
monoclonal 21.4.1 (SEQ ID NO:44). Também se descrevem sob
este aspecto o anticorpo monoclonal 3.1.1 (SEQ ID NO: 4),
3.1.1L-L4M-1L83V (SEQ ID NO: 94), 7.1.2 (SEQ.ID NO: 12),
10.8.3 (SEQ ID NO: 20), 15.1.1 (SEQ ID NO: 28), 21.2.1 (SEQ
ID NO: 36), 22.1.1 (SEQ ID NO: 52), 23.5.1 (SEQ ID NO: 60),
23.28.1 (SEQ ID NO: 68), 23-28.1L-C92A (SEQ ID NO: 100),
23.29.1 (SEQ ID NO: 76) ou 24.2.1 (SEQ ID NO: 84), ou uma
porcdo do mesmo. Em alguns exemplos a dita porcéo
compreende pelo menos a regido CDR3. Em algumas formas de
realizacdo, o é&cido nucleico <codifica a sequéncia de
aminodcidos da cadeia leve CDRs do dito anticorpo. Em
algumas formas de realizacdo, a dita porcdo é uma porcéo
contigua que compreende CDR1-CDR3.

Em algumas formas de realizacdo, a molécula de é&cido
nucleico compreende uma sequéncia de nucledétidos que
codifica a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO:44 ou a
dita sequéncia gque ndo possuil a sequéncia sinal. Também se
descrevem sob este aspecto as sequéncias de aminoédcidos das
SEQ ID NOS: 4,12, 20 28, 36. 52, 60, 68, 76, 84, 94 ou 100,
ou a dita sequéncia que ndo possui a seguéncia sinal. Em

algumas formas de realizacdo preferidas a molécula de &acido
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nucleico compreende a sequéncia de nucledbdétidos da SEQ ID
NO: 43 ou a dita seguéncia gque ndo possui a sequéncia
sinal. Também se descrevem sob este aspecto as sequéncias
de nucleétidos das SEQ ID NOS: 3, 11, 19, 27, 35, 51, 59,
o7, 75, 83, 93 ou 99, ou pode ser uma porcdo das mesmas, as
ditas sequéncias opcionalmente ndo possuem a sequéncia
sinal.

Em algumas formas de realizacéo, a dita porcéo
codifica uma regido Vi. Em alguns exemplos descritos no
presente documento, a dita porcdo codifica pelo menos a
regido CDR2. Em algumas formas de realizacdo, o é&cido
nucleico codifica a sequéncia de aminoacidos das CDRs de
cadeia leve do dito anticorpo. Em algumas formas de
realizacdo, a dita porcdo codifica uma regido contigua da
CDR1-CDR3.

Em alguns exemplos, a molécula de 4&cido nucleico
codifica uma sequéncia de aminodcidos Vi que é pelo menos
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %; 95 %, 97 %, 98 % ou 99 %
idéntica a uma sequéncia de aminodcidos Vr de qualguer um
dos anticorpos 3.1.1, 3.1.1L-L4M-1.83V, 7.1.2, 10.8.3,
15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1,
23.28.1L-C92A, 23.29.1 ou 24.2.1, ou uma sequéncia de
aminoadcidos V; de qualquer uma das SEQ ID NOS: 4, 12, 20,
28, 36, 44, 52, 60, 68, 76, 84, 94 ou 100. Numa forma de
realizacdo preferida, a molécula de &cido nucleico codifica
uma sequéncia de aminoédcidos V; idéntica a sequéncia de
aminodcidos Vi do anticorpo 21.4.1 ou a SEQ 1ID NO:44.
Também se descrevem no presente documento moléculas de
dcido nucleico gque hibridam sob condic¢des altamente
restringentes, tais como aguelas descritas acima, a uma
sequéncia de é&cido nucleico que codifica a sequéncia de
aminoacidos das SEQ ID NOS: 4, 12, 20, 28, 36, 44, 52, 60,
68, 76, 84, 94 ou 100, ou que tem a sequéncia de é&cido
nucleico das SEQ ID NOS: 3, 11, 19, 27, 35, 43, 51, 59, 67,
75, 83, 93 ou 99.
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Em outra forma de realizacdo o &cido nucleico codifica
uma cadeia leve de comprimento total do anticorpo 21.4.1.
Também se descrevem sob este aspecto os anticorpos de
3.1.1, 3.1.1L-LAM-L83v, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.2.1,
22.1.1, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.IL-C92Aa, 23.29.1,
23.29.1L-R174K ou 24.2.1. Em outra forma de realizacdo, o
dcido nucleico codifica uma cadeia leve qgque compreende a
sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 48. Também se
descrevem sob este aspecto SEQ ID NOS: 8, 1leo, 24, 32, 40,
48, 56, 064, 72, 80, 88, 94, 100 ou 102, ou uma cadeia leve
que compreende uma mutacdo, tal como uma revelada no
presente documento. Além disso, o éacido nucleico pode
compreender a sequéncia de nucledétidos das SEQ ID NOS: 7,
15, 23, 31, 39, 47, 55, 63, 71, 79 ou 87, ou uma molécula
de A4cido nucleico que codifica uma cadeia leve que
compreende uma mutacdo, tal como uma revelada no presente
documento.

Como descrito no presente documento a molécula de
4dcido nucleico pode codificar o dominio varidvel da cadeia
pesada (Vyg) que compreende uma sequéncia de gene Vy humano
3-30+, 4-59, 1-02, 4.35 ou 3-30.3 ou uma sequéncia derivada
da mesma. Em varias formas de realizacdo, a molécula de
dcido nucleico compreende um gene Vy humano 3-30+, um gene
D4 (DIR3) e um gene humano Jyg6; um gene humano 3-30+, um
gene Vg humano D1-26 (DIR5) e um gene humano Jz6; um gene
humano 4,35, um gene Vy humano DIR3 e um gene humano Ju6;
um gene humano 4-59, um gene Vyz humano D4-23 e um gene
humano Jg4; um gene humano 1-02, um gene Vyz humano DLR1 e
um gene humano Jg4; um gene humano 3-30+, um gene Vi humano
D6-19 (DIR3) e um gene humano Jyz4; um gene humano 3-30+, um
gene Vg humano D1-1 e um gene humano Jy6; um gene humano 3-
30+, um gene Vy humano D4-17 e um gene humano Jg6; um gene
humano 3-30.3, um gene Vg humano D4-17 e um gene humano
Jg6; um gene humano 4-59, um gene Vy humano D4-17 (DIR1l) e

um gene humano Jz5 ou sequéncia derivada a partir dos genes
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humanos.

Em alguns exemplos descritos no presente documento, a
molécula de 4cido nucleico <codifica wuma sequéncia de
aminodcidos que compreende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7; 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 ou 18 mutacdes em comparacdo com
a sequéncia de aminoacidos de linha germinal dos genes
humanos V, D ou J. Em alguns exemplos descritos no presente
documento, as ditas mutacdes sdo na regido Vy. Em algumas
formas de realizacdo, as ditas mutacdes sdo nas regides
CDR.

Como descrito no presente documento, a molécula de
dcido nucleico pode codificar uma ou mais mutacdes de
aminocdcidos em comparacdo com a sequéncia de linha germinal
que sdo idénticas as mutacdes de aminoidcidos encontradas na
Vy de anticorpo monoclonal 3.1.1, 3.1.1H-A78T, 3.1.1H-A78T-
V88A-vV97A, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1,
22.1.1H-C109A, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1H-DI16E,
23.29.1 ou 24.2.1. Em alguns exemplos, o &acido nucleico
codifica pelo menos trés mutacdes de aminocdcidos em
comparacdo com as sequéncias de linha germinal gque sé&o
idénticas a pelo menos trés mutacgdes de aminoacidos
encontradas num dos anticorpos monoclonais listados acima.

Em alguns exemplos descritos no presente documento a
molécula de &cido nucleico compreende uma sequéncia de
nuclebdétidos que codifica pelo menos uma porgdo da sequéncia
de aminodcidos Vi de anticorpo 3.1.1 (SEQ ID NO: 2),
3.1.1H-A78T (SEQ ID NO: 90), 3.1.1H-A78T-V88A-V97A (SEQ ID
NO: 92), 7.1.2 (SEQ ID NO: 10), 10.8.3 (SEQ ID NO: 18),
15.1.1 (SEQ ID NO: 26), 21.2.1 (SEQ ID NO: 34), 21.4.1 (SEQ
ID NO: 42), 22.1.1 (SEQ ID NO: 50), 22.1.1H-C109A (SEQ 1ID
NO: 96), 23.5.1 (SEQ ID NO: 58), 23.28.1 (SEQ ID NO: 66),
23.28.1H-D16E (SEQ ID NO: 98), 23.29.1 (SEQ ID NO: 74) ou
24.2.1 (SEQ ID NO: 82), ou a dita sequéncia qgue tem
mutacdes conservativas de aminodcidos e/ou um total de trés

ou menos substituicdes ndo conservativas de aminodcidos. Em
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varios exemplos descritos no presente documento, a
sequéncia codifica uma ou mais regides CDR, preferentemente
uma regido CDR3, todas as trés regides CDR, uma porcéao
contigua incluindo CDR1-CDR3, ou a regido Vy inteira, com
ou sem uma sequéncia sinal.

Em algumas formas de realizacdo, a molécula de &cido
nucleico compreende uma sequéncia de nucledtidos qgue
codifica a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 42 ou a
dita sequéncia gque ndo possuil a sequéncia sinal. Também se
descrevem sob este aspecto as sequéncias de aminoédcidos das
SEQ ID NOS: 2, 10, 18, 26, 34, 50, 58, 66, 74, 82, 90, 92,
96 e 98, ou a dita sequéncia que ndo possui a seqgquéncia
sinal. Em alguns exemplos descritos no presente documento,
a molécula de é&acido nucleico compreende pelo menos uma
porcdo da sequéncia de nucledtidos da SEQ ID NO: 1. 9, 17,
25, 33, 41, 49, 57, 65, 73, 81, 89, 91, 95 ou 97, ou a dita
sequéncia gue ndo possui a sequéncia sinal. Em alguns
exemplos descritos no presente documento, a dita porcéo
codifica a regido Vy (com ou sem uma sequéncia sinal). Uma
regido CDR3, todas as trés regides CDR, ou uma regiédo
contigua incluindo CDR1-CDR3.

Em alguns exemplos descritos no presente documento, a
molécula de &cido nucleico codifica uma sequéncia de
aminodcidos Vy que é pelo menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90
%, 95 %, 97 %, 98 %, ou 99 % idéntica as sequéncias de
aminoadcidos Vy mostradas nas Figs. 1A-1C ou 2A-2C ou a uma
sequéncia de aminodcidos Vy de qualquer uma das SEQ ID NOS:
2, 10, 18, 26, 34, 42, 50, 58, 66, 74, 82, 90, 92, 96 ou
98. Numa forma de realizacdo preferida, a molécula de éacido
nucleico codifica uma sequéncia de aminodcidos Vi idéntica
a sequéncia de aminodcidos Vy da SEQ ID NO: 42. As
moléculas de acido nucleico descritas no presente documento
incluem &cidos nucleicos que hibridam sob condicdes
altamente restringentes, tais como aquelas descritas acima,

a uma sequéncia de &4cido nucleico que codifica a sequéncia
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de aminoacidos das SEQ ID NOS: 2, 10, 18, 26, 34, 42, 50,
58, 66, 74, 82, 90, 92, 96 ou 98, ou gque tem a sequéncia de
dcido nucleico das SEQ ID NOS: 1, 9, 17, 25, 33, 41, 49,
57, 65, 73, 81, 89, 91, 95 ou 97. Numa forma de realizacéao
da invencdo o &4cido nucleico tem a sequéncia de é&cido
nucleico da SEQ ID NO: 41. Também descrito s&do moléculas de
dcido nucleico gue hibridam sob condic¢des altamente
restringentes, tais como aquelas descritas acima, a uma
sequéncia de &4cido nucleico que codifica uma Vy descrita
imediatamente acima.

Em outra forma de realizacdo, o &cido nucleico
codifica uma <cadeia pesada de comprimento total de
anticorpo 21.4.1 ou uma cadeia pesada que tem a sequéncia
de aminoadcidos da SEQ ID NO: 46. Também se descrevem sob
este aspecto 4&cidos nucleicos que codificam uma cadeia
pesada de comprimento total de um anticorpo seleccionado a
partir de 3.1.1, 3.1.1H-A78T, 3.1.1H-A78T-V88A. V974,
7.1.2, 10.8.3,15.1.1, 21.2.1, 22.1.1, 22.1.1H-C109A,
23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1H-D16E, 23.29.1 e 24.2.1,
ou uma cadeia pesada gque tem a sequéncia de aminodcidos das
SEQ ID NOS: 6, 14, 22, 30, 38, 54, 62, 70, 78 ou 86, ou uma
cadeia pesada que compreende uma mutacdo, tal como uma das
mutagcdes discutidas no presente documento. Em outra forma
de realizacéo, o acido nucleico pode compreender a
sequéncia de nucledtidos da SEQ ID NO: 45. Descreve-se
ainda no presente documento gque o &cido nucleico pode
compreender a sequéncia de nucledtidos das SEQ ID NOS: 5,
13, 21, 29, 37, 53, 61, 69, 77, 85 ou 89, ou uma molécula
de 4&cido nucleico que codifica uma cadeia pesada que
compreende uma mutacéao, tal Ccomo uma das mutacdes
discutidas no presente documento.

Uma molécula de &cido nucleico que codifica a cadeia
pesada ou leve inteira de um anticorpo anti-CD40 ou suas
porcdes pode ser isolada de qualquer fonte gque produza tal

anticorpo. Como descrito no presente documento, as
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moléculas de &acido nucleico da invencdo podem ser isoladas
de uma célula B isolada de um animal imunizado com CD40 ou
de uma célula imortalizada derivada a partir de tal célula
B que expressa um anticorpo anti-CD40. 0Os métodos de
isolamento de ARNm gque codifica um anticorpo sdo bem
conhecidos na especialidade. Veja-se, por exemplo, Sambrook
et al. O ARNm pode ser isolado e utilizado para produzir
ADNc para utilizacdo na reaccdo de cadeia polimerase (PCR)
ou clonagem de ADNc de genes de anticorpo. Preferentemente,
a molécula de &cido nucleico é isolada de um hibridoma que
tem como um dos seus parceiros de fusdo uma célula
produtora de imunoglobulina humana de um animal transgénico
nao humano. Preferentemente, a célula produtora de
imunoglobulina humana ¢ isolada de um animal XenoMouse™.
Como também descrito no presente documento, a célula
produtora de imunoglobulina humana ¢é de um animal
transgénico n&o humano, n&do ratinho, como descrito acima.
Também se descreve no presente documento que o acido
nucleico pode ser isolado de um animal n&o humano, néo
transgénico. As moléculas de &acido nucleico isoladas de um
animal n&o humano, nédo transgénico podem ser usadas, por
exemplo, para anticorpos humanizados.

Em algumas formas de realizacdo, um &acido nucleico que
codifica uma cadeia pesada de um anticorpo anti-CD40 da
invencdo pode compreender uma sequéncia de nucledtidos gue
codifica um dominio Vy da invencdo unida estruturalmente a
uma sequéncia de nuclebdétidos que codifica wum dominio
constante de cadeia pesada de qualquer fonte. Do mesmo
modo, uma molécula &cido nucleico que codifica uma cadeia
leve de um anticorpo anti-CD40 da invencédo pode compreender
uma sequéncia de nucledbdétidos que codifica um dominio V; da
invencéo unida estruturalmente a uma sequéncia de
nucledétidos que codifica um dominio constante de cadeia
leve de qualquer fonte.

Num outro aspecto da invencédo, as moléculas de éacido
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nucleico que codificam o dominio varidvel das cadeias
pesadas (Vy) e/ou leves (Vi) sdo "convertidas" em genes de
anticorpo de comprimento total. Numa forma de realizacéo,
as moléculas de &cido nucleico que codificam os dominios Vy
ou Vy sdo convertidas em genes de anticorpo de comprimento
total mediante a insercdo numa expressdo vector que
codifica anteriormente os dominios constantes de cadeia
pesada (Cpn) ou constantes de cadeia leve (Cy),
respectivamente, de tal forma que o segmento Vg esté
operativamente ligado ao(s) segmento (s) Cy dentro do
vector, e/ou o segmento Vi estd operativamente ligado ao
segmento Cp dentro do vector. Em outra forma de realizacéo,
as moléculas de &cido nucleico que codificam os dominios Vy
e/ou V; sdo convertidas em genes de anticorpo de
comprimento total através da unido, por exemplo, ligacéo,
de uma molécula de &cido nucleico gque codifica um dominio
Vi e/ou Vi a uma molécula de acido nucleico que codifica um
dominio Cy e/ou Cp usando técnicas biomoleculares padréo.
As sequéncias de 4acido nucleico de genes de dominio
constante da imunoglobulina de cadeia pesada e leve sé&o
conhecidas na técnica. Veja-se, por exemplo, Kabat et al,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5% Ed.,
NIH Publ. N° 91-3242, 1991. As moléculas de &cido nucleico
que codificam as cadeias pesadas e/ou leves de comprimento
total podem, entdo, ser expressas a partir de uma célula em
que elas foram introduzidas e o anticorpo anti-CD40
isolado.

As moléculas de &cido nucleico podem ser usadas para
recombinantemente expressar grandes quantidades de
anticorpos anti-CD40. As moléculas de &cido nucleico também
podem ser utilizadas para produzir anticorpos quiméricos,
anticorpos Dbiespecificos, anticorpos de cadeia Unica,
imunoadesinas, diacorpos, anticorpos transformados e
derivados de anticorpo, como descrito mais a seguir. Se as

moléculas de &cido nucleico forem derivadas de um animal
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ndo humano, nédo transgénico, as moléculas de &cido nucleico
podem ser utilizadas para a humanizacdo de anticorpos,
também como serd descrito a seguir.

Também se descreve no presente documento a utilizacédo
de molécula de acido nucleico da invencdo como uma sonda ou
iniciador de PCR para uma sequéncia de anticorpo
especifica. Por exemplo, o &cido nucleico pode ser usado
como uma sonda em métodos de diagndéstico ou como um
iniciador de PCR para amplificar as regides de ADN que
podem ser utilizadas, entre outros, para isolar as
moléculas de é&cido nucleico adicionais gque codificam os
dominios varidveis de anticorpos anti-CD40. Em alguns
exemplos descritos no presente documento, as moléculas de
dcido nucleico s&o oligonucledtidos. Em alguns exemplos
descritos no presente documento, os oligonucledétidos sé&o
dominios altamente variédveis das cadeias leves e pesadas do
anticorpo de interesse. Em alguns exemplos, 0s
oligonucledétidos codificam toda ou uma parte de uma ou mais
das CDRs de anticorpo. 3.1.1, 3.1.1H-A78T, 3.1.1H-A78T-
V88A-V97A, 3.1.1L-L4M-183V, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1,
21.2.1, 22.1.1, 22.1.1H-C10%9A, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1,
23.28.1H-D16E, 23.28.1L-C92A, 23.29.1 ou 24.2.1.

Vectores

A invencé&o proporciona vectores que compreendem
moléculas de &cido nucleico que codificam a cadeia pesada
de um anticorpo anti-CD40 da invencdo ou uma porcgdo de
ligacdo a antigeno do mesmo. A invencdo proporciona também
vectores que compreendem moléculas de &cido nucleico que
codificam a cadeia leve de tais anticorpos ou porgdo de
ligacdo a antigeno dos mesmos. Também descritos no presente
documento estdo vectores que compreendem moléculas de acido
nucleico que codificam as proteinas de fusédo, anticorpos
modificados, fragmentos de anticorpo, e sondas destas.

Em algumas formas de realizacdo, os anticorpos anti-

CD40, ou porgdes de ligacdo a antigeno da invencdo sé&o
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expressos através da insercdo de ADN que codificam as
cadeias leves e pesadas de comprimento parcial ou total,
obtidas como descrito acima, em vectores de expressdo tais
que 08 genes sdo operativamente ligados as necesséarias
sequéncias de controlo de expressdo tais como as sequéncias
de controlo transcricionais e traducionais. 0Os genes de
anticorpo sdo inseridos no vector de expressdo por métodos
padrdo (por exemplo, ligacdo dos locais de restricédo
complementares sobre o fragmento genético de anticorpo e
vectores, ou ligacdo final abrupta se nenhum local de
restricdo estiver presente). O gene de anticorpo ¢ ligado
num vector tal que as sequéncias de controlo
transcricionais e traducionais dentro do vector servem a
sua funcdo destinada de regulacdo da transcricdo e
translacdo do gene de anticorpo. O vector de expressido e as
sequéncias de controlo da expressdo s&o escolhidos para
serem compativeis com a célula hospedeira de expressio
usada. O gene de cadeia leve de anticorpo e o gene de
cadeia pesada de anticorpo podem ser inseridos em vectores
separados. Numa forma de realizacdo preferida, ambos os
genes sdo inseridos no mesmo vector de expressdo. 0Os genes
de anticorpo s&o inseridos no vector de expressdo por
métodos padréo (por exemplo, ligacdo dos locais de
restricdo complementares sobre o fragmento genético de
anticorpo e vectores, ou ligacdo final abrupta se nenhum
local de restricédo estiver presente).

Um vector conveniente ¢é aquele que codifica uma
sequéncia de imunoglobulina Cy ou Cr humana funcionalmente
completa, com os locais de restricdo apropriados planejados
de modo que qualguer sequéncia de Vy ou Vp possa facilmente
ser 1inserida e expressa, como descrito acima. Em tais
vectores, juncdo geralmente ocorre entre o local doador da
juncdo na regido J inserida e o local aceitante da juncéo
precedendo o dominio C humano, e também nas regides de

juncdo que ocorrem dentro dos exdes Cy humanos. O término
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da poliadenilacéo e transcricéao ocorre nos locais
cromossédmicos nativos a jusante das regides de codificacéo.
O vector de expressdo recombinante também pode codificar um
péptido sinal que facilita a secrecdo da cadeia de
anticorpo de uma célula hospedeira. O gene de cadeia de
anticorpo pode ser clonado no vector tal que o péptido
sinal é ligado na grelha ao amino terminal da cadeia de
imunoglobulina. O péptido de sinal pode ser um péptido de
sinal da imunoglobulina ou um péptido de sinal heterdlogo
(isto &, um péptido de sinal de uma proteina né&o
imunoglobulina) .

Além dos genes de cadeia de anticorpo, os vectores de
expressdo recombinantes da invencdo transportam sequéncias
reguladoras que controlam a expressdo dos genes da cadeia
de anticorpo numa célula hospedeira. Serd apreciado pelos
peritos na especialidade que o projecto do vector de
expressdo, incluindo a seleccdo de sequéncias reguladoras
pode depender de tais factores como a escolha da célula
hospedeira a ser transformada, o nivel de expressdo de
proteina desejado, etc. Sequéncias reguladoras preferidas
para a expressdo de célula hospedeira de mamiferos incluem
elementos virais que direccionam niveis altos de expresséo
de proteinas em células de mamiferos, tais como promotores
e/ou potenciadores derivados a partir de LTRs retrovirais,
citomegalovirus (CMV) (tal como o promotor/potenciador de
CMV) , Virus dos Simios 40 (SV40) (tal como o)
promotor/potenciador de SV40), adenovirus, (por exemplo, ©
promotor principal tardio de adenovirus (AdMLP)), polioma e
fortes promotores de mamiferos tais como imunoglobulina
nativa e promotores de actina. Para mais descricdo de
elementos reguladores virais, e sequéncias dos mesmos,
veja-se, por exemplo, Patente US N° 5.168.062, Patente US
N°¢ 4.510.245 e Patente US N° 4.968.615. 0Os métodos para
expressar anticorpos em plantas, incluindo uma descricdo de

promotores e vectores, bem como transformacdo de plantas
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sdo conhecidos na especialidade. Veja-se, por exemplo, a
Patente US N° ©6.517.529. Os métodos de expressar
polipéptidos em células bacterianas ou células fungicas,
por exemplo, células de levedura, também sdo bem conhecidos
na técnica.

Além dos genes de cadeia de anticorpos e sequéncias
reguladoras, os vectores de expressdo recombinante da
invencdo podem carregar sequéncias adicionais, tais como
sequéncias que regulam a replicacdo do vector nas células
hospedeiras (por exemplo, origens de replicacdo) e genes
marcadores selecciondveis. O gene marcador seleccionével
facilita a seleccdo de células hospedeiras em que o vector
foi introduzido (veja-se, por exemplo, as Patentes US N°
4.399.216, 4.0634.665, 5.179.017). Por exemplo, tipicamente
0 gene marcador seleccionadvel confere resisténcia aos
medicamentos, tais como G418, higromicina ou metotrexato,
numa célula hospedeira em que o vector foi introduzido. Os
genes marcadores seleccionédveis preferidos incluem o gene
diidrofolato reductase (DHFR) (para utilizacdo em células
hospedeiras do dhfr com seleccdo/amplificacéo de
metotrexato), o© neo gene (para seleccdo G418), e o gene
glutamato sintetase.

Células Hospedeiras de Ndo Hibridomas e Métodos de Produzir
Recombinantemente Proteina

As moléculas de acido nucleico que codificam
anticorpos anti-CD40 e vectores que compreendem estas
moléculas de A&cido nucleico podem ser usadas para a
transfeccdo de uma célula hospedeira adequada de mamifero,
planta, bacteriana ou levedura. A transformacdo pode gser
feita por qualguer método conhecido para a introducdo de
polinucledétidos numa célula hospedeira. 0Os métodos para a
introducdo de polinucledtidos heterdlogos em células de
mamifero s&do bem conhecidos na técnica e incluem a
transfeccdo mediada por dextrano, precipitacdo de fosfato

de célcio, transfeccdo mediada por polibreno, a fusédo
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protopléastica, electroporacéao, encapsulamento do (s)
polinucledétido(s) em lipossomas, e micro-injeccdo directa
do ADN em nucleos. Além disso, as moléculas de 4&cido
nucleico podem ser introduzidas nas células de mamifero por
vectores virais. Os métodos de transformar células sédo bem
conhecidos na técnica. Veja-se, por exemplo, Patentes US N°
4.399.216, 4.912.040, 4.740.461, e 4.959.455. Os métodos de
transformar células vegetais sdo bem conhecidos na técnica,
incluindo, por exemplo, a transformacdo mediada por
Agrobacterium, transformacdo biolistica, injeccdo directa,
electroporacdo e transformacdo viral. Os métodos de
transformar células bacterianas e de levedura também sé&o
bem conhecidos na técnica.

As linhas de c¢élulas de mamifero disponiveis como
hospedeiros para expressdo sdo bem conhecidas na técnica e
incluem muitas linhas celulares imortalizadas disponiveis
da Coleccdo Americana de Culturas Celulares (ATCC). Estas
incluem, entre outros, células do ovario de hamster chinés
(CHO), células NSO, células SP2, <células Hela, células
renais de hamster bebé (BHK), células renais de macaco
(COS), <células do carcinoma hepatocelular humanas (por
exemplo, Hep G2), células Ab49, e varias outras linhas
celulares. As linhas celulares de preferéncia particular
sdo seleccionadas através da determinacdo de quais linhas
celulares possuem niveis de expressdo elevados. Outras
linhas celulares que podem ser wutilizadas sdo linhas
celulares de 1insecto, tais como células Sf9. Quando os
vectores de expressido recombinantes que codificam os genes
de anticorpo forem introduzidos em células hospedeiras de
mamifero, os anticorpos sdo produzidos pelo cultivo das
células hospedeiras por um periodo de tempo suficiente para
levar em conta a expressdo do anticorpo nas células
hospedeiras ou, mais preferivelmente, secrecdo do anticorpo
no meio de cultura em que as células hospedeiras séo

cultivadas. Os anticorpos podem ser recuperados a partir do
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meio de cultura, utilizando métodos de purificacdo de
proteina padrdo. As células hospedeiras de planta incluem,
por exemplo, Nicotiana, Arabidopsis, lentilha d'agua,
milho, trigo, batata, etc. As células hospedeiras
bacterianas incluem espécies E. coli e Streptomyces. As
células hospedeiras de levedura incluem Schizosacaromyces
pombe, Sacaromyces cerevisiae e Pichia pastoris.

Além disso, a expressdo de anticorpos da invencdo (ou
outras fracgdes dos mesmos) a partir da producdo de linhas
celulares pode ser reforcada wusando varias técnicas
conhecidas. Por exemplo, o0 sistema de expressdo genética de
sintetase de glutamina (o sistema GS) é uma abordagem comum
para reforcar a expressdo sob certas condigdes. O sistema
GS ¢ debatido no todo ou em parte em conexdoc com as
Patentes Europeias N° 0 216 846, 0 256 055, 0 323 997, 0O
338 89303964.4.

E provavel que os anticorpos expressos por diferentes
linhas celulares ou em animais transgénicos terdo
diferentes glicosilacdo uns com o0s outros. No entanto,
todos o0s anticorpos codificados pelas moléculas de A&cido
nucleico aqui fornecidas, ou que compreende as sequéncias
de aminodcidos aqui fornecidas s&o parte da presente
invencdo, independente da glicosilacdo dos anticorpos.
Animais e Plantas Transgénicas

Os anticorpos anti-CD40 da invencdo também podem ser
produzidos de maneira transgénica através da geracdo de um
mamifero ou planta que ¢é transgénica com relacdo as
sequéncias de cadeia pesada e leve da imunoglobulina de
interesse e producdo do anticorpo numa forma recuperivel.
Em conexdo com a producdo transgénica em mamiferos, os
anticorpos anti-CD40 podem ser produzidos, e recuperados,
no leite de cabras, vacas, ou de outros mamiferos. Veja-se,
por exemplo, as Patentes US N° 5.827.690, 5.756.687,
5.750.172, 5.741.957. Em algumas formas de realizacdo, os

animais transgénicos ndo humanos que compreendem locais de
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imunoglobulina humana s&o imunizados com CD40 ou uma pPOrgao
imunogénico desta, como descrito acima. Os métodos para a
producdo de anticorpos em plantas sdo descritos, por
exemplo, nas Patentes US N° 6.046.037 e 5.959.177.

Em algumas formas de realizacéo, 0s animais
transgénicos ndo humanos ou plantas sdo produzidos através
da introducdo de uma ou mais moléculas de &cido nucleico
que codificam um anticorpo anti-CD40 da invencdo nos
animais ou plantas mediante técnicas transgénicas padréo.
Veja-se Hogan e Patente US N° 6.417.429, supra. As células
transgénicas utilizadas ©para a producdo de animais
transgénicos podem ser células estaminais embrionarias ou
células somédticas. Os organismos ndo humanos transgénicos
podem ser quiméricos, heterozigotos n&o quiméricos e
homozigotos ndo quiméricos. Veja-se, por exemplo, Hogan et
al., Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual 2°
ed., Cold Spring Harbor Press (1999); Jackson et al., Mouse
Genetics and Transgenics: A Practical Approach, Oxford
University Press (2000); e Pinkert, Transgenic Animal
Technology: A Laboratory Handbook, Academic Press (1999).
Em algumas formas de realizacdo, oS animais transgénicos
ndo humanos tém uma disrupcdo direccionada e substituicédo
por uma construcdo direccionada gque codifica uma cadeia
pesada e/ou uma cadeia leve de interesse. Numa forma de
realizacdo preferida, os animais transgénicos compreendem e
expressam moléculas de acido nucleico que codificam cadeias
leve e ©pesada que se ligam esgpecificamente a CD40,
preferentemente CD40 humano. Em algumas formas de
realizacdo, o©0s animais transgénicos compreendem moléculas
de &acido nucleico gque codificam um anticorpo modificado tal
como um anticorpo de cadeia simples, um anticorpo quimérico
ou um anticorpo humanizado. Os anticorpos anti-CD40 podem
ser produzidos em qualgquer animal transgénico. Numa forma
de realizacdo preferida, 0s animais ndo humanos séo

ratinhos, ratos, ovinos, suinos, caprinos, Dbovinos e



71

equinos. O animal transgénico n&do humano expressa ditos
polipéptidos codificados no sangue, leite, urina, saliva,
ladgrima, muco e outros fluidos corporais.

Bibliotecas de Apresentacdo em Fagos

Também se descreve no presente documento um método
para produzir um anticorpo anti-CD40 ou porcdo de ligacédo a
antigeno do mesmo que compreende as etapas de sintetizar
uma biblioteca de anticorpos humanos em fago, fazer o
rastreio da biblioteca com CD40 ou uma porcdo do mesmo,
isolar o fago que se liga a CD40, e obter o anticorpo do
fago. Por meio de exemplo, um método para preparar da
biblioteca de anticorpos para utilizacdo nas técnicas de
apresentacdo em fagos (phage display) compreende as etapas
de imunizar um animal nd&o humano que compreende locais de
imunoglobulina humana com CD40 ou uma porcdo antigénica
deste para criar uma resposta imunoldgica, extraindo as
células produtoras de anticorpo do animal imunizado; isolar
o ARN das células extraidas, inverter transcrevendo o ARN
para produzir ADNc¢c, amplificar o ADNc wutilizando um
iniciador, e inserir o ADNc num vector de apresentacdo em
fagos tal qgue os anticorpos sejam expressos no fago. Os
anticorpos anti-CD40 recombinantes da invencdo podem ser
obtidos desta forma.

Os anticorpos anti-CD40 humanos recombinantes da
invencdo podem ser isolados mediante o rastreio de uma
biblioteca de anticorpo combinatéria recombinante.
Preferentemente a biblioteca é uma biblioteca de
apresentacdo em fagos scFv, gerada usando ADNc humanos Vi e
Vy preparados a partir do ARNm isolado das células B. Os
métodos para a preparacdo e rastreio de tais bibliotecas
sdo conhecidos na técnica. Existem kits comercialmente
disponiveis para gerar bibliotecas de apresentacdo em fagos
(por exemplo, o Pharmacia Recombinant Phage Antibody
System, n°® de catdlogo 27-9400-01; e o kit de apresentacédo
em fagos SurfZAP™ de Stratagene, n°® de catdlogo 240612).
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H& também outros métodos e reagentes que podem ser
utilizados na geracdo e rastreio das Dbibliotecas de
visualizacdo de anticorpos (veja-se, por exemplo, a Patente
US N° 5.223.409; Publicacdes PCT N° WO 92/18619, documento
WO 91/17271, documento WO 92/20791, documento WO 92/15679,
documento WO 93/01288, documento WO 92/01047, documento WO
92/09690; Fuchs et al., Bio/Technology 9: 1370-1372 (1991);
Hay et al., Hum. Antibod. Hybridomas 3: 81-85 (1992); Huse
et al., Science 246: 1275-1281 (1989); McCafferty et al,
Nature 348: 552-554 (1990); Griffiths et al., EMBO J. 12:
725-734 (1993); Hawkins et al., J. Mol. Biol. 226: 889-896
(1992); Clackson et al., Nature 352: 624-628 (1991); Gram
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 3576-3580 (1992);
Garrad et al., Bio/Technology 9: 1373-1377 (1991) ;
Hoogenboom et al., Nuc. Acido Res. 19: 4133-4137 (1991); e
Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 7978-7982
(1991).

Num exemplo descrito no presente documento, para
isolar um anticorpo anti-CD40 humanos com as
caracteristicas desejadas, um anticorpo anti-CD40 humano
como se descreve no presente documento primeiro usado para
seleccionar sequéncias de cadeia leve e pesada humanas que
tém actividade de 1ligacdo a CD40 similares, wusando o
métodos de impressdo de epitopos descritos na Publicacédo
PCT N° WO 93/06213. As bibliotecas de anticorpo usadas
neste método sdo preferentemente Dbibliotecas de scFv
preparadas e rastreadas como descrito na Publicacdo PCT N°
WO 92/01047, McCafferty et al., Nature 348: 552-554 (1990);
e Griffiths et al., EMBO J. 12: 725-734 (1993). As
bibliotecas de anticorpo scFv preferivelmente s&o
submetidas ao rastreio usando CD40 humano como o antigeno.

Assim  que oS dominios Vi, e Vy  humanos s&o
seleccionados, as experiéncias de "mistura e comparacédo"
sdo realizadas, em que diferentes pares dos segmentos Vp e

Vi inicialmente seleccionados sdo submetidos o rastreio com
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relacdo a ligacdo de CD40 para seleccionar as combinacdes
de pares V./Vy preferida. Adicionalmente, ©para ainda
melhorar a qualidade do anticorpo, o0s segmentos Vy, e Vg
do(s) par(es) V./Vy preferido(s) podem ser aleatoriamente
transformados, de preferéncia dentro da regido CDR3 de Vy
e/ou Vi, num processo andlogo ao processo de mutacdo
somdtica in vivo responsdvel pela maturacdo por afinidade
de anticorpos durante uma resposta imune natural. Esta
maturacdo por afinidade in vitro pode ser executada pela
amplificacdo dos dominios Vg e V; usando iniciadores da PCR
complementares a CDR3 de Vi ou a CDR3 de Vi,
respectivamente, cujos iniciadores foram "bloqueados" com
uma mistura aleatdria das quatro bases de nuclebdtido em
certas posicgbes tal que os produtos da PCR resultantes
codificam os segmentos Vg e Vy em que as mutacdes
aleatérias foram introduzidas nas regides CDR3 Vg e/ou Vi.
Estes segmentos Vg e Vi aleatoriamente transformados podem
ser reexaminados com relacdo a ligacdo ao CD40.

Apds o rastreio e isolamento de um anticorpo anti-CD40
da invencdo de uma biblioteca de visualizacdo de
imunoglobulina recombinante, 0s adcidos nucleicos que
codificam o anticorpo seleccionado podem ser recuperados da
embalagem visor (por exemplo, a partir do genoma fago) e
subclonados em outros vectores de expressdo por técnicas de
ADN recombinantes padrdo. Se desejado, o &cido nucleico
pode ainda ser manipulado para criar outras formas de
anticorpo da invencédo, como serad descrito a seguir. Para
expressar um anticorpo humano recombinante isolado pelo
rastreio de uma biblioteca combinatdéria, o ADN que codifica
o anticorpo é clonado num vector de expressdo recombinante
e introduzido numa célula hospedeira de mamifero, como
descrito acima.

Mudanca de classe
Outro aspecto da invencdo proporciona um método para

converter a classe ou subclasse de um anticorpo anti-CD40 a
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outra classe ou subclasse. Em algumas formas de realizacéo,
uma molécula de &cido nucleico que codifica uma Vp ou Vg
que ndo inclui quaisquer sequéncias de acido nucleico que
codificam C; ou Cy é isolada usando métodos bem conhecidos
na especialidade. A molécula de é&cido nucleico entdo é
operativamente ligada a uma sequéncia de &acido nucleico que
codifica wum C; ou Cy de uma classe ou subclasse de
imunoglobulina desejada. Isto pode ser obtido usando um
vector ou molécula de &acido nucleico que compreende uma
cadeia Cp ou Cy, como descrito acima. Por exemplo, um
anticorpo anti-CD40 que foi originalmente IgM pode ser
conectado a uma IgG. Além disso, a comutacdo de classe pode
ser utilizada para converter uma subclasse IgG em outra,
por exemplo, a partir de IgGl para IgG2. Outro método para
produzir um anticorpo da invencdo que compreende um isotipo
desejado compreende as etapas de isolamento de um &acido
nucleico que codifica uma cadeia pesada de um anticorpo
anti-CD40 e um &cido nucleico que codifica uma cadeia leve
de um anticorpo anti-CD40, isolamento da sequéncia que
codifica a regido Vg, ligacdo da sequéncia Vy a uma
sequéncia que codifica um dominio constante de cadeia
pesada do isotipo desejado, que expressa o0 gene de cadeia
leve e a construcdo de cadeia pesada numa célula, e
colheita do anticorpo anti-CD40 com o isotipo desejado.
Anticorpos Desimunizados

Outro modo de produzir anticorpos com imunogenicidade
reduzida é a desimunizacdo de anticorpos. Como descrito no
presente documento, o anticorpo pode ser desimunizado
usando as técnicas descritas em, por exemplo, Publicacdes
PCT N° W098/52976 e W0O00/34317.
Anticorpos Mutados

Como descrito no presente documento, as moléculas de
dcido nucleico, vectores e células hospedeiras podem ser
utilizadas para produzir anticorpos anti-CD40 mutados. Numa

forma de realizacdo preferida, as mutacdes sdo feitas num
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dominio varidvel. P Por exemplo, uma mutacdo pode ser feita
numa ou mais das regides de CDR para aumentar ou diminuir a
Kp do anticorpo com relacdo a CD40, para aumento ou
diminuir a kgsrs, ou alterar a especificidade de ligacdo do
anticorpo.

As técnicas na mutagénese direccionada ao local séo
bem conhecidas na técnica. Veja-se, por exemplo, Sambrook
et al. e Ausubel et al., supra. Como descrito no presente
documento, as mutacgdes sdo feitas num residuo de aminodcido
que ¢é conhecido como sendo alterado em comparacdo com a
linha germinal num dominio varidvel de um anticorpo anti-
CD40. Também se descreve no presente documento gque uma ou
mais mutacgdes podem ser feitas num residuo de aminoacido
que ¢ conhecido como sendo alterado em comparacdo com a
linha germinal numa regido CDR ou regido estrutural de um
dominio wvariédvel, ou num dominio constante de um anticorpo
monoclonal 3.1.1, 3.1.1HA78T, 3.1.1H-A78T-V88A-V97A,
3.1.1L-LAM-183v, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 21.2.1,
22.1.1, 221.1H-C109A, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.28.1H-
D16E 23.28.1L-C92A, 23.29.1, 23.29.1L-R174K e 24.2.1. Como
também descrito no presente documento, uma ou mais mutacdes
sdo feitas num residuo de aminodcido que ¢é conhecido como
sendo alterado em comparagdo com a linha germinal numa
regido CDR ou regido estrutural de um dominio varidvel de
uma sequéncia de aminocdcidos seleccionada a partir das SEQ
ID NOS: 4, 12, 20, 28, 36, 44, 52, 60, 68, 76, 84, 94, 100,
102, 2, 10, 18, 26, 34, 42, 50, 58, 66, 74, 82, 90, 92, 9¢,
98, 100 ou 102, ou cuja sequéncia de &cido nucleico esté
apresentada nas SEQ ID NOS: 3, 11, 19, 27, 35, 43, 51, 59,
67, 75, 83, 93, 99,101, 1, 9, 17, 25, 33, 41, 49, 57, 65,
73, 81, 89, 91, 95, 927, 99 ou 10L1.

Num exemplo descrito no presente documento, a regido
estrutural ¢é transformada de modo que af(s) regido (6es)
estruturais resultantes possui (em) a sequéncia de

aminoadcido do gene da linha germinal correspondente. Uma
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mutacdo pode ser feita numa regido estrutural ou dominio
constante para aumentar a semivida do anticorpo anti-CD4O0.
Veja-se, por exemplo, Publicacdo PCT N° WO 00/09560. Uma
mutacdo numa regido estrutural ou dominio constante também
pode ser feita para alterar a imunogenicidade do anticorpo,
para proporcionar um local para a ligagdo covalente ou néao
covalente a outra molécula, ou para alterar tais
propriedades como fixacdo de complemento, ligacdo de FcR e
ADCC. De acordo com a invencgdo, um Unico anticorpo pode ter
mutacdes em qualgquer uma ou mais das regides estruturais,
do dominio constante e nas regides varidveis.

Alguns exemplos descritos no presente documento,
existem de 1 a 18, incluindo gualguer numero no intervalo,
as mutacdes de aminoédcido nos dominios Vg ou Vi do
anticorpo anti-CD40 mutado em comparacdo com O anticorpo
anti- CD40 antes da mutacdo. Em qualquer um do acima, as
mutacdes podem ocorrer numa ou mais regides de CDR. Além
disso, gqualquer uma das mutacdes podem ser substituicgdes de
aminodcido conservativas. Em algumas formas de realizacéo,
ndo hé& mais do que 5, 4, 3, 2, ou 1 mudanca de aminoéacido
nos dominios constante.

Anticorpos Modificados

Em outro exemplo descrito no presente documento, um
anticorpo de fusdo ou imunoadesina podem ser produzidos o
que compreende todo ou uma parte de um anticorpo anti-CD40
da invencdo ligada a outro polipéptido. Num exemplo, apenas
os dominios variaveis do anticorpo anti-CD40 sdo ligados ao
polipéptido. Em outro exemplo preferido, o dominio Vi de um
anticorpo anti-CD40 ¢é ligado a um primeiro polipéptido,
enquanto o dominio Vy de um anticorpo anti-CD40 é ligada a
um segundo polipéptido que se associa com o primeiro
polipéptido de uma maneira tal que os dominios Vg e Vi
podem interagir um com o outro para formar um local de
ligacdo a anticorpo. Em outra forma de <realizacéo

preferida, o dominio Vy é separado do dominio Vy por um
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articulador tal que os dominios Vy e V; podem interagir um
com o outro (veja-se a seguir sob Anticorpos de Cadeia
Unica). O anticorpo Vg-ligante-V, ¢é entdo ligado ao
polipéptido de interesse. O anticorpo de fusdo é Util para
direccionar um polipéptido a um tecido ou célula que
expressa CD40. o) polipéptido pode ser um agente
terapéutico, tal como uma toxina, factor de crescimento ou
outra proteina reguladora, ou pode ser um agente de
diagnéstico, tal como uma enzima que pode ser facilmente
visualizada, tal como peroxidase de rédbano silvestre. Além
disso, os anticorpos de fusdo podem ser criados em que dois
(ou mais) anticorpos de cadeia simples sdo ligados um ao
outro. Isto é util se alguém quiser criar um anticorpo
divalente ou polivalente numa cadeia de polipéptido tnica,
ou se alguém quiser criar um anticorpo biespecifico.

Para criar um anticorpo de cadeia tUnica, (scFv), os
fragmentos de ADN codificadores de Vy e Vi, s&o
operativamente ligados a outro fragmento que codifica um
articulador flexivel, por exemplo, que codifica a segquéncia
de aminoacidos (Glys-Ser)s;, tal que as sequéncias de Vy e Vi
podem ser expressas como uma proteina de cadeia Unica
contigua, com os dominios V; e Vy unidos pelo articulador
flexivel. Veja-se, por exemplo, Bird et al., Science 242:
423-426 (1988); Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85: 5879-5883 (1988); McCafferty et al., Nature 348: 552-
554 (1990). Os anticorpos de cadeia unica podem ger
monovalentes, se apenas um Vy e Vp isolados for utilizado,
bivalente, se dois Vi e Vy forem utilizados, ou
polivalente, se mais do que dois Vg e Vp forem utilizados.
Os anticorpos Dbiespecificos ou polivalentes podem ser
gerados o0s quais se ligam especificamente a CD40 e a uma
outra molécula.

Em outros exemplos descritos no presente documento,
outros anticorpos modificados podem ser preparados

utilizando anticorpo anti-CD40 que codifica as moléculas de
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dcido nucleico. Por exemplo, “corpos Capa” (Ill et al.,
Protein Eng. 10: 949-57 (1997)), ™“Minicorpos” (Martin et
al., EMBO J. 13: 5303-9 (1994)), "“Diacorpos” (Bolliger et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 0444-6448 (1993)), ou
“Janusinas” (Traunecker et al., EMBO J. 10: 3655-3659
(1991) e Traunecker et al., Int. J. Cancer (Supl) 7: 51-52
(1992)) podem ser preparados usando técnicas de biologia
molecular padrdo seguindo os ensinamentos da memdbria
descritiva.

Os anticorpos biespecificos ou fragmentos de ligacido a
antigeno podem ser produzidos por uma variedade de métodos
incluindo a fusdo de hibridomas ou ligacdo de fragmentos
Fab'. Veja-se, por exemplo, Songsivilai & Lachmann, Clin.
Exp. Immunol. 79: 315-321 (1990), Kostelny et al., J.
Immunol. 148: 1547-1553 (1992). Além disso, o0s anticorpos
biespecificos podem ser formados como "diacorpos" ou
"Janusinas". Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo
biespecifico liga-se a dois epitopos diferentes de CD40. Em
algumas formas de realizacdo, o anticorpo biespecifico tem
uma primeira cadeia pesada e uma primeira cadeia leve do
anticorpo monoclonal 3.1.1, 3.1.1H-A78T, 3.1.1H-A78T-V88A-
v97a, 3.1.1L-1L4M-1L83v, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1,
21.2.1, 22.1.1, 22.1.1H-C109A, 23.5.1, 23.25.1, 23.28.1,
23.28.1H-D16k, 23.28.1L-C92A. 23.29.1, 23.29.1L-R174K e
24.2.1, e uma cadeia de anticorpo pesada e cadeia leve
adicional. Em algumas formas de realizacdo, a cadeia leve e
cadeia pesada adicionais também s&do de um dos anticorpos
monoclonais identificados acima, mas sdo diferentes das
primeiras cadeias pesadas e leves.

Em alguns exemplos os anticorpos modificados descritos
acima s&do preparados usando um ou mais dos dominios
varidveis ou regides CDR de um anticorpo monoclonal anti-
CD40 humano proporcionado no presente documento, de uma
sequéncia de aminoédcidos do dito anticorpo monoclonal, ou

de uma cadeia pesada ou cadeia leve codificada por uma
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sequéncia de &cido nucleico que codifica o dito anticorpo
monoclonal.
Anticorpos Derivatizados e Marcados

Um anticorpo anti-CD40 ou porcdo de ligacdo a antigeno
da 1invencdo pode ser derivatizado ou vinculado a outra
molécula (por exemplo, um outro péptido ou proteina). Em
geral, os anticorpos ou porcdo dos mesmos sdo derivatizados
tais que a ligacdo a CD40 ndo ¢ afectada adversamente pela
derivatizacéo ou etiquetagem. Consequentemente, 0s
anticorpos e porc¢des de anticorpo da invencdo destinam-se a
incluir as formas tanto intactas quanto modificadas dos
anticorpos anti-CD40 humanos descritos no presente
documento. Por exemplo, um anticorpo ou porgdo de anticorpo
da invencéo pode ser funcionalmente ligado (pelo
acoplamento quimico, fuséo genética, associacéo nao
covalente ou de outra maneira) a uma ou mais outras
entidades moleculares, tais como um outro anticorpo (por
exemplo, um anticorpo biespecifico ou um diacorpo), um
agente de deteccdo, um agente citotdxico, um agente
farmacéutico, e/ou uma proteina ou péptido gque pode mediar
a associacdo do anticorpo ou porcdo de anticorpo com outra
molécula (tal como uma regido de nucleo de estreptavidina
ou cauda de polihistidina).

Um tipo de anticorpo derivatizado ¢ produzido pela
reticulacdo de dois ou mais anticorpos (do mesmo tipo ou de
tipos diferentes, por exemplo, para criar anticorpos
biespecificos). 0Os reticuladores adequados incluem aqueles
que sdo heterobifuncionais, tendo dois grupos distintamente

reactivos separados por um espacador adequado (por exemplo,

éster maleimidobenzoil-N-hidroxissuccinimida) ou
homobifuncionais (por exemplo, suberato de
dissuccinimidilo). Tais ligantes estdo disponiveis da

Pierce Chemical Company, Rockford, ITI.
Outro tipo de anticorpo derivatizado é um anticorpo

etiquetado. 0Os agentes de deteccdo Uteis com os guais um
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anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigeno da invencgdo pode
ser derivado incluem compostos fluorescentes, incluindo
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
cloreto de 5-dimetilamina-l-naftalenossulfonilo,
ficoeritrina, lantanideos fésforos, e similares. Um
anticorpo também pode ser etiquetado com enzimas que S&o
Uteis para a deteccdo, tais como peroxidase de raiz forte,
R-galactosidase, luciferase, fosfatase alcalina, glicose
oxidase, e similares. Quando um anticorpo for etiquetado
com uma enzima detectdvel, ¢é detectado mediante a adicdo de
reagentes adicionais gque a enzima usa para produzir um
produto de reaccdo que pode ser diferenciado. Por exemplo,
quando o agente peroxidase de rédbano picante estiver
presente, a adicéao de perdxido de hidrogénio e
diaminobenzidina leva a um produto de reaccdo colorido, que
é detectdvel. Um anticorpo também pode ser etiquetado com
biotina, e detectado através da medicdo indirecta da
ligacdo de avidina ou estreptavidina. Um anticorpo também
pode ser etiquetado com um epitopo de polipéptido
predeterminado por um repdrter secundario (por exemplo,
sequéncias de par de zipper de leucina, locais de ligacgédo
para anticorpos secundarios, dominios de ligacdo de metal,
etiquetas de epitopo). Em alguns exemplos descritos no
presente documento, as etiquetas sao ligadas por
subdivis®es de espacador de varios comprimentos para
reduzir impedimento estérico potencial.

Um anticorpo anti-CD40 pode também ser marcado com um
aminodcido radiomarcado. O radiomarcador pode ser usado
para ambos propdsitos de diagndstico e terapéuticos. Por
exemplo, o radiomarcador pode ser usado para detectar
tumores que expressam CD40 por meio de raios X ou outras
técnicas de diagnédstico. Além disso, o radiomarcador pode
ser usado terapeuticamente como uma toxina para células
cancerosas ou tumores. Exemplos de marcadores para

polipéptidos incluem, mas ndo sdo limitados a, os seguintes
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Um anticorpo anti-CD40 também pode ser derivatizado
com um grupo quimico tal como polietileno glicol (PEG), um
grupo metilo ou etilo, ou um grupo de hidrato de carbono.
Estes grupos sdo uUteis para melhorar as caracteristicas
bioldégicas do anticorpo, por exemplo, para aumentar a
semivida no soro ou para aumentar a ligacdo a tecido.

Composicdes Farmacéuticas e Kits

A  invencdo também se refere a composicgdes que
compreendem um agonista de anticorpo anti-CD40 humano para
utilizacdo no tratamento de individuos em necessidade de
imuncestimulacdo. Tais composicdes sdo Uteis para tratar,
prevenir, reduzir a frequéncia ou gravidade da infeccéo,
incluindo infeccdo wviral e Dbacteriana, para tratar um
disturbio hiperproliferativo, incluindo condicdes
cancerosas € pré-cancerosas, para tratar condicdes de
imunodeficiéncia genética, tais como sindrome de hiper-IgM
e para tratar condicdes de imunodeficiéncia priméria ou
combinada, incluindo condicdes caracterizadas por
neutropenia, num mamifero, incluindo seres humanos.
Individuos para tratamento com terapéutica de anticorpo
agonista anti-CcD40 incluem qualqgquer individuo em
necessidade de aumento imune, incluindo, mas ndo limitado a
0s ancianos e individuos que s&do imunodeprimidos, por
exemplo, devido a quimioterapia.

Disturbios hiperproliferativos que podem ser tratados
por um anticorpo agonista anti-CD40 da invencdo podem
envolver qualquer tecido ou &érgdo e incluem, mas ndo sé&o
limitados a cancros do cérebro, pulmdo, célula escamosa,
bexiga, géstrico, ©pancredtico, mama, cabeca, pescoco,
figado, renal, dos ovarios, prbstata, colo-rectal,
esofégico, ginecoldgico, nasofaringe, ou tireoide,
melanomas, linfomas, leucemias ou mielomas multiplos. Em

particular, anticorpos agonistas anti-CD40 humanos da
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invencdo sdo Uteis para tratar carcinomas da mama,
prbéstata, cdlon e pulméo.

O tratamento pode envolver a administracdo de um ou
mais anticorpos monoclonais agonistas anti-CD40 da
invencdo, ou fragmentos de ligacdo a antigénio dos mesmos,
em separado ou com um veiculo farmaceuticamente aceitéavel.
Como é utilizado no presente documento "veiculo
farmaceuticamente aceitével" significa qualgquer um e todos
os solventes, meio de dispersido, revestimentos, agentes
antibacterianos e antifiangicos, agentes de retardo
isotdénicos e de absorcéo, e similares que s&o
fisiologicamente compativeis. Alguns exemplos de veiculos
farmaceuticamente aceitdveis sdo 4gua, salina, salina
tamponada de fosfato, dextrose, glicerol, etanol e
similares, assim como suas combinacdes. Em muitos casos,
serd preferivel incluir agentes isotdnicos, por exemplo,
acucares, polidlcoois tais como manitol, sorbitol ou
cloreto de sdédio na composicdo. Exemplos adicionais de
substancias farmaceuticamente aceitaveis sédo agentes
molhantes ou quantidades menores de substidncias auxiliares,
tais como agentes molhantes ou emulsificantes, conservantes

ou tampbes, que reforcam a validade ou eficédcia do

anticorpo.
Anticorpos agonistas anti-CD40 da invencé&o e
composicdes que compreendem 0s mesmos, podem ser

administrados em combinac¢do com um ou mais outros agentes
terapéuticos, de diagnéstico ou profildcticos. Agentes

terapéuticos adicionais incluem outros agentes anti-

neoplésicos, anti-tumorais, anti-angiogénicos ou
quimioterapicos. Tais agentes adicionais podem ser
incluidos na mesma composicédo ou administrados

separadamente. Como descrito no presente documento um ou
mais anticorpos agonistas anti-CD40 da invencdo podem ser
usados como uma vacina ou como adjuvantes a uma vacina.

As composicdes desta invencdo podem estar numa
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variedade de formas, por exemplo, formas de dosagem
liquidas, semi-sdélidas e sélidas, tais como solucdes
liquidas (por exemplo, solucdes injectaveis e infusiveis),
dispersdes ou suspensdes, comprimidos, pilulas, pds,
lipossomas e supositdérios. A forma preferida depende do
modo planejado de administracdo e aplicacdo terapéutica. As
composicdes preferidas tipicas estdo na forma de solucgdes
injectéaveis ou infusiveis, tais como composicdes
semelhantes aquelas utilizadas para a imunizacdo passiva
dos seres humanos. O modo preferido de administracdo é
parentérico (por exemplo, intravenosa, subcuténea,
intraperitoneal, intramuscular). O anticorpo é administrado
por infus&do intravenosa ou injeccdo. Também preferido & que
o anticorpo seja administrado por injeccdo intramuscular ou
subcutéanea.

As composicdes terapéuticas tipicamente precisam ser
estéreis e estidveis sob as condigdes de fabrico e
armazenamento. A composicdo pode ser formulada como uma
solucdo, microemulsédo, dispersdo, lipossoma, ou outra
estrutura ordenada adequada a alta concentracdo de farmaco.
As solucgbdes estéreis 1injectédveis podem ser preparadas
mediante a incorporacgéao do anticorpo anti-CD40 na
quantidade requerida num solvente adequado com uma ou uma
combinacdo de ingredientes enumerados acima, se requerido,
seguidos pela esterilizacdo filtrada. Geralmente, as
dispersdes sdo preparadas pela incorporacdo do composto
activo num veiculo estéril que contém um meio de disperséo
bdsica e o0s outros ingredientes requeridos daqgueles
enumerados acima. No caso de pds estéreis para a preparacgdo
das solugdes injectédveis estéreis, os métodos preferidos de
preparacdo Sdo secagem a VACUO € secagem por congelamento
que produz um pd do ingrediente activo acrescido de
qualguer ingrediente desejado de uma solucdo anteriormente
filtrada estéril deste. A fluidez apropriada de uma solucgédo

pode ser mantida, por exemplo, mediante a utilizacdo de um
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revestimento tal como a lecitina, pela manutencdo do
tamanho de particula requerido no caso de dispersdo e pela
utilizacdo de tensioactivos. A absorcdo prolongada de
composicdes injectédveis pode ser realizada mediante a
inclusdo na composicdo de um agente que atrasa a absorcéo,
por exemplo, sais de monoestearato e gelatina.

Os anticorpos da presente invencéo podem ser
administrados por uma variedade de métodos conhecidos na
técnica, embora para muitas aplicacdes terapéuticas, a
via/modo preferida de administracéo é subcuténea,
intramuscular ou infusdo intravenosa. Como seréd observado
pelo artifice versado, a via e/ou modo de administracdo iréa
variar dependendo dos resultados desejados.

Como descrito no presente documento, nas composicdes
de anticorpo o composto activo pode ser preparado com um
veiculo que protegerd o anticorpo contra a liberacéo
rdpida, tal como uma formulacdo de liberacdo controlada,
incluindo implantes, emplastros transdérmicos, e sistemas
de liberacdo microencapsulados. 0Os polimeros biocompativeis
biodegradédveis podem ser utilizados, tais como acetato de
etileno vinilo, polianidridos, acido poliglicélico,
colagénio, poliortoésteres, e 4&cido poliléctico. Muitos
métodos para a preparacdo de tais formulagdes estédo
patenteados ou sdo geralmente conhecidos aos peritos na
especialidade. Veja-se, por exemplo, Sustained and
controlled Release Drug Delivery Systems (J. R. Robinson,
ed., Marcel Dekker, Inc., Nova Iorque, 1978).

Como descrito no presente documento, um anticorpo
anti-CD40 da invencdo pode ser administrado oralmente, por
exemplo, com um diluente inerte ou um veiculo comestivel
assimildvel. O composto (e outros ingredientes, se for
desejado) pode também ser incluido numa cépsula de carcaca
de gelatina dura ou macia, comprimido em comprimidos, ou
incorporado directamente na dieta do individuo. Para

administracdo terapéutica oral, os anticorpos anti-CD40
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podem ser incorporados com excipientes e usados na forma de
comprimidos ingeriveis, comprimidos bucais, trociscos,
capsulas, elixires, suspensdes, xaropes, wafers, e
similares. Para administrar um composto da invencdo por
outra qgue ndo a administracdo parentérica, pode ser
necessario revestir o composto com, ou co-administrar o
composto com, um material para prevenir a sua inactivacéo.

Os compostos activos adicionais também podem ser
incorporados nas composicodes. Em certas formas de
realizacdo, um anticorpo anti-CD40 da invencdo & co-
formulado com e/ou co-administrado com um ou mals agentes
terapéuticos adicionais. Estes agentes incluem, anticorpos
que se ligam a outros alvos (por exemplo, anticorpos que se
ligam a um ou mais factores de crescimento ou citocinas ou
0s seus receptores de superficie celular, tais como
anticorpo anti-CTL4), agentes antineoplésicos, agentes
anti-tumorais, agentes quimioterdpicos, andlogos de péptido
que activam CD40, CD40L soltvel, um ou mais agentes
quimicos que activa CD40, e/ou outros agentes conhecidos na
especialidade que podem potenciar uma resposta imune contra
células tumorais, por exemplo, IFN-B81, IL-2, IL-8, IL-12,
IL-15, IL-18, IL-23, IFN-vy, e GM-CSF. Tais terapéuticas de
combinacdo podem requerer dosagens menores do anticorpo
anti-CD40 bem como o0s agentes co-administrados, assim
evitando possiveis toxicidades ou complicag¢des associadas
as varias monoterapéuticas.

Os anticorpos agonistas anti-CD40 da invencdo e
composicbdes gque compreendem oS mesmos podem também ser
administrados em combinacdo com outros regimes
terapéuticos, em particular em combinacdo com tratamento
com radiacédo.

As composicdes da invencé&o podem incluir uma
"quantidade terapeuticamente eficaz" ou uma "quantidade
profilacticamente eficaz" de um anticorpo ou porcdo de

ligacéao a antigeno da invencéo. Uma “quantidade
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terapeuticamente eficaz” refere-se a uma quantidade eficaz,
em dosagens e por periodos de tempo necessarios, para
conseguir o resultado terapéutico desejado. Uma quantidade
terapeuticamente eficaz do anticorpo ou porc¢do de anticorpo
pode variar de acordo com factores tais como o estado da
doenca, idade, sexo, e peso do individuo, e a capacidade do
anticorpo ou porgdo de anticorpo para provocar uma resposta
desejada no individuo. Uma quantidade terapeuticamente
eficaz é também aquela em que quaisquer efeitos tdéxicos ou
prejudiciais do anticorpo ou porcdo de anticorpo sé&o
anulados pelos efeitos terapeuticamente benéficos. Uma
"quantidade profilacticamente eficaz" refere-se a uma
quantidade eficaz, em dosagens e por periodos de tempo
necesséarios, para alcancar o) resultado profildctico
desejado. Tipicamente, visto gque uma dose profilédctica é
utilizada em individuos antes de ou num estdgio mais
precoce da doenca, a quantidade profilacticamente eficaz
serd menos do que a quantidade terapeuticamente eficaz.

Os regimes de dosagem podem ser ajustados para
fornecer a melhor resposta desejada (por exemplo, uma
resposta terapéutica ou profiladctica). Por exemplo, um
tnico bolo pode ser administrado, varias doses divididas
podem ser administradas ao longo do tempo ou a dose pode
ser proporcionalmente reduzida ou aumentada conforme
indicado pelas exigéncias da situacdo terapéutica. E
especialmente vantajoso formular as composicdes
parentéricas na forma unitédria de dosagem para a facilidade
de administracdo e uniformidade de dosagem. A forma
farmacéutica unitédria como é utilizado no presente
documento refere-se as unidades fisicamente discretas,
adequadas como dosagens unitdrias para os individuos
mamiferos serem tratados; cada unidade <contendo uma
quantidade predeterminada de composto activo calculado para
produzir o efeito terapéutico desejado em associacdo com O

veiculo farmacéutico requerido. A especificacdo para as
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formas farmacéuticas unitdrias da invencédo é ditada pelas e
directamente dependente das caracteristicas Unicas do
anticorpo anti-CD40 ou porcdo e do efeito terapéutico ou
profiladctico particular a ser alcancgado, e (b) as
limitacdes inerentes na técnica de compor um tal anticorpo
para o tratamento de sensibilidade nos individuos.

Um intervalo exemplar, n&do limitativo para uma
quantidade terapeuticamente ou profilacticamente eficaz de
um anticorpo ou porcdo de anticorpo da invencdo é de 0,025
a 50 mg/kg, mais preferentemente de 0,1 a 50 mg/kg, mais
preferentemente de 0,1-25, de 0,1 a 10 ou de 0,1 a 3 mg/kg.
E para ser indicado que os valores de dosagem podem variar
com o tipo e gravidade da condicdo a ser aliviada. Deve ser
ainda compreendido que para qualquer individuo particular,
os regimes de dosagem especificos devem ser ajustados ao
longo do tempo de acordo com a necessidade individual e o
julgamento profissional da pessoa gque administra ou
supervisiona a administracdo das composigcdes, e que o0s
intervalos de dosagem apresentados no presente documento
sdo exemplares apenas.

Também se descrevem no presente documento kits que
compreendem um anticorpo anti-CD40 ou porcgdo de anticorpo
da invencdo ou uma composicdo que compreende tal anticorpo.
Um kit pode incluir, além do anticorpo ou composicéo,
agentes de diagndstico ou terapéuticos. Um kit pode
incluir, além do anticorpo ou composicdo, agentes de
diagnbéstico ou terapéuticos. Um kit pode também incluir
instrucdes para utilizacdo num método de diagndstico ou
terapéutico. Em particular, o kit pode incluir o anticorpo
ou uma composicdo que compreende-o e um agente de
diagnéstico que pode ser usado num método descrito a
seguir. Como descrito no presente documento, o kit pode
incluir também o anticorpo ou uma composicdo que o
compreende e um ou mais agentes terapéuticos que podem ser

usados num método descrito a seguir.



88

Também se descreve no presente documento a utilizacédo
das composicdes para inibir crescimento celular anormal num
mamifero a composicdo compreende uma quantidade de um
anticorpo da invencdo em combinacdo com uma quantidade de
um agente quimioterédpico, em que as quantidades do
composto, sal, solvato, ou proé-farmaco, e do agente
quimioteréapico sdo juntas eficazes na inibicdo de
crescimento celular anormal. Muitos agentes quimioterdpicos
sdo conhecidos actualmente na especialidade. Em algumas
formas de realizacéo, o) agente quimioterédpico é
seleccionado a partir do grupo que consiste em inibidores
mitdticos, agentes alquilantes, anti-metabolitos,
antibidticos intercalantes, inibidores de factor de
crescimento, inibidores de ciclo celular, enzimas,
inibidores de topoisomerase, modificadores de resposta
bioldégica, anti-hormonas, por exemplo, anti-androgénios, e
agentes anti-angiogénese.

Agentes anti-angiogénicos, tais como inibidores de
MMP-2 (metaloproteinase de matriz 2), inibidores de MMP-9
(metaloproteinase de matriz 9), e inibidores de COX-II
(ciclooxigenase II), podem ser usados em conjunto com um
anticorpo anti-CD40 da invencédo. Exemplos de inibidores de
COX-II uteis incluem CELEBREX™ (alecoxib), wvaldecoxib, e
rofecoxib. Exemplos de inibidores de metaloproteinase de
matriz Uteis s&do descritos no documento WO 96/33172
(publicado em 24 de Outubro de 1996), documento WO 96/27583
(publicado em 7 de Marco de 1996), Pedido de Patente
Europeia N° 97304971.1 (depositado em 8 de Julho de 1997),
Pedido de Patente Europeia N° 99308617.2 (depositado em 29
de Outubro de 1999), documento WO 98/07697 (publicado em 26
de Fevereiro de 1998), documento WO 98/03516
29 de Janeiro de 1998), documento WO 98/34918

(publicado em
(
13 de Agosto de 1998), documento WO 98/34915 (publicado em
(
(

publicado em

13 de Agosto de 1998), documento WO 98/33768
6 de Agosto de 1998), documento WO 98/30566

publicado em

publicado em
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16 de Julho de 1998), Publicacdo de Patente Europeia
606.046 (publicada em 13 de Julho de 1994), Publicacido de
Patente Europeia 931.788 (publicada em 28 de Julho de
1999), documento WO 90/05719 (publicado em 31 de Maio de
1990), documento WO 99/52910 (publicado em 21 de Outubro de
1999), documento WO 99/52889 (publicado em 21 de Outubro de
1999), documento WO 99/29667 (publicado em 17 de Junho de
1999), Pedido Internacional PCT N° PCT/IBR98/01113
(depositado em 21 de Julho de 1998), Pedido de Patente
Europeia N° 99302232.1 (depositado em 25 de Marcgo de 1999),
Pedido de patente da Grad-Bretanha numero 9912961.1
(depositado em 3 de Junho de 1999), Pedido provisdédrio US N°
0601148.464 (depositado em 12 de Agosto de 1999), Patente US
5.863.949 (expedida em 26 de Janeiro de 1999), Patente US
5.861.510 (expedida em 19 de Janeiro de 1999), e Publicacéo
de Patente Europeia 780.386 (publicada em 25 de Junho de
1997). Em alguns exemplos, os inibidores de MMP sdo aqueles
que ndo demonstram artralgia. Em alguns exemplos inibidores
de MMP inibem selectivamente MMP-2 e/ou MMP-9 em relacdo as
outras metaloproteinases de matriz (isto &, MMP-1, MMP-3,
MMP-4, MMP-5, MMP-6, MMP-7, MMP-8, MMP-10, MMP-11, MMP-12,
e MMP-13). Alguns exemplos especificos de inibidores de MMP
Uteis na presente invencdo sdo AG-3340, RO 32-3555, RS 13-
0830, e os compostos indicados na seguinte lista: &cido 3-
[ [4- (4-fluoro-fenoxi) - benzenosulfonil]- (1-

hidroxicarbamoil-ciclopentil)-amino]-propidbnico;

hidroxiamida do acido 3-ex0-3- [4- (4-fluoro-fenoxi) -
benzenosulfonilamino]-8-oxa-biciclo [3.2.1]octano-3-
carboxilico; hidroxiamida do &cido (2R, 3R) 1- [4-(2-cloro-

4-fluoro-benziloxi)-benzenosulfonil]-3-hidroxi-3-metil-
piperidina-2-carboxilico; hidroxiamida do &cido 4- [4-(4-
fluoro-fenoxi) -benzenosulfonilamino]-tetrahidro-piran-4-
carboxilico; acido 3- [ [4- (4-fluoro-fenoxi) -
benzenosulfonil]-(l-hidroxicarbamoil-ciclobutil)-amino]-

propidénico; hidroxiamida do &cido 4- [4-(4-cloro-fenoxi)-
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benzenosulfonilamino] -tetrahidro-piran-4-carboxilico;
hidroxiamida do acido (R) 3- [4- (4-cloro-fenoxi) -

benzenosulfonilamino] -tetrahidropiran-3-carboxilico;

hidroxiamida do é&cido (2R, 3R) 1- [4-(4-fluoro-2-metil-
benziloxi)-benzenosulfonil]-3-hidroxi-3-metil-piperidina-2-
carboxilico; acido 3- [ [4- (4-fluoro-fenoxi) -
benzenosulfonil]-(l-hidroxicarbamoil-1-metil-etil)-amino]-
propidnico; acido 3- [ [4- (4-fluoro-fenoxi) -
benzenosulfonil]-(4-hidroxicarbamoil-tetrahidro-piran-4-
il)-amino] -propidénico; hidroxiamida do &cido 3-exo-3- [4-

(4-cloro-fenoxi) -benzenosulfonilamino] -8-oxa-biciclo
[3.2.1]octano-3-carboxilico; hidroxiamida do &acido 3-endo-
3- [4-(4-fluoro-fenoxi)-benzenosulfonilamino]-8-oxa-biciclo
[3.2.1]octano-3-carboxilico; e hidroxiamida do &acido (R) 3-
[4- (4-fluoro-fenoxi) -benzenosulfonilamino] -
tetrahidrofurano-3-carboxilico; e sais farmaceuticamente
aceitdveis e solvatos dos ditos compostos.

Um composto da invencdo pode também ser usado com
inibidores de transducdo de sinal, tais como agentes que
podem inibir respostas de EGEF-R (receptor de factor de
crescimento epidérmico), tais como anticorpos de EGF-R,
anticorpos de EGF, e moléculas que sdo inibidores de EGF-R;
inibidores de VEGF (factor de <crescimento endotelial
vascular), tais como receptores de VEGF e moléculas dque
podem inibir VEGF; e inibidores de receptor de erbB2, tais
como moléculas orgédnicas ou anticorpos que se ligam ao
receptor etbB2, por exemplo, HERCEPTINTM (Genentech, Inc).
inibidores de EGF-R sdo descritos em, por exemplo, no
documento WO 95/19970 (publicado em 27 de Julho de 1995),
documento WO 98/14451 (publicado em 9 de Abril de 1998),
documento WO 98/02434 (publicado em 22 de Janeiro de 1998),
e Patente US 5.747.498 (expedida em 5 de Maio de 1998), e
tais substédncias podem ser usadas como descrito no presente
documento. Agentes de inibicdo de EGFR incluem, mas ndo sé&o

limitados a, o0s anticorpos monoclonais C225 e anti-EGEFR
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22Mab (ImClone Systems Incorporated), ABX-EGF (Abgenix/Cell
Genesys), EMD-7200 (Merck KgaA), EMD-5590 (Merck Kgahd),
MDX-447/H-477 (Medarex Inc. e Merck KgaldA), e 0s compostos

72D-1834, 72D-1838 e ZzD-1839 (AstraZeneca), PKI-166
(Novartis), PKI-166/CGP-75166 (Novartis), PTK 7877
(Novartis), CP 701 (Cephalon), leflunomida

(Pharmacia/Sugen), CI-1033 (Warner Lambert Parke Davis),
CI-1033/PD 183,805 (Warner Lambert Parke Davis), CL-387,785
(Wyet-Ayerst), BBR-1611 (Boehringer Mannheim GmbH/Roche),
Naamidina A (Bristol Myers Squibb), RC-3940-I1 (Pharmacia),
BIBX-1382 (Boehringer Ingelheim), OLX-103 (Merck & Co).,
VRCTC-310 (Ventech Research), toxina de fusdo de EGF
(Seragen Inc) ., DAB-389 (Scragen/Lilgand), ZM-252808
(Imperial Cancer Research Fund), RG-50864 (INSERM), LFM-Al2
(Parker Hughes-Cancer Center), WHI-P97 (Parker Hughes
Cancer Center), GN-282974 (Glaxo), KT-8391 (Kyowa Hakko) e
Vacina de EGF-R (York Medical/Centro de Immunologia
Molecular (CIM)). Estes e outros agentes de inibicdo de
EGF-R podem ser usados como descrito no presente documento.

Os inibidores de VEGF, por exemplo, SU-5416 e SU-6668
(Sugen Inc)., SH-268 (Schering), e NX-1838 (NeXstar) podem
também ser combinados com o composto da presente invencéo.
Os inibidores de VEGF s&do descritos em, por exemplo, no
documento WO 99/24440 (publicado em 20 de Maio de 1999),
Pedido Internacional PCT PCT/IB99/00797 (depositado em 3 de
Maio 3 de 1999), no documento WO 95/21613 (publicado em 17
de Agosto de 1995), documento WO 99/61422 (publicado em 2
de Dezembro de 1999), Patente US 5.834.504 (expedida em 10
de Novembro de 1998), documento WO 98/50356 (publicado em
12 de Novembro de 1998), Patente US 5.883.113 (expedida em
16 de Marco de 1999), Patente US 5.886.020 (expedida em 23
de Marco de 1999), Patente US 5.792.783 (expedida em 11 de
Agosto de 1998), documento WO 99/10349 (publicado em 4 de
Marco de 1999), documento WO 97/32856 (publicado em
Setembro 12, 1997), documento WO 97/22596 (publicado em 26
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de Junho de 1997), documento WO 98/54093 (publicado em 3 de
Dezembro de 1998), documento WO 98/02438 (publicado em 22
de Janeiro de 1998), documento WO 99/16755 (publicado em 8
de Abril de 1999), e documento WO 98/02437 (publicado em 22
de Janeiro de 1998). Outros exemplos de alguns inibidores
de VEGF especificos Uteis sob este aspecto se descrevem no
presente documento IM862 (Cytran Inc).; anticorpo
monoclonal anti-VEGF de Genen-tech, Inc.; e angiozyme, uma
ribozima sintética de Ribozyme e Chiron. Estes e outros
inibidores de VEGF podem ser usados como descrito no
presente documento. Inibidores de receptor de ErbB2, tais
como GN-282974 (Glaxo Wellcome ©plc), e os anticorpos
monoclonais AR-209 (Aronex Pharmaceuticals Inc). e 2B-1
(Chiron), podem ser, além disso, combinados com o composSto
da invencdo, por exemplo, agqueles indicados no documento WO
98/02434 (publicado em 22 de Janeiro de 1998), documento WO
99/35146 (publicado em 15 de Julho de 1999), documento WO
99/35132 (publicado em 15 de Julho de 1999), documento WO
98/02437 (publicado em 22 de Janeiro de 1998), documento WO
97/13760 (publicado em 17 de Abril de 1997), documento WO
95/19970 (publicado em 27 de Julho de 1995), Patente US
5.587.458 (expedida em 24 de Dezembro de 1996), e Patente
US 5.877.305 (expedida em 2 de Marco de 1999). Inibidores
de receptor de ErbB2 uteis sob os aspectos descritos no
presente documento s&o também  descritos no Pedido
Provisdério US N° 60/117.341, depositado em 27 de Janeiro de
1999, e no Pedido Provisdério US N° 60/117.346, depositado
em 27 de Janeiro de 1999. O0Os compostos inibidores de
receptor de erbB2 e substincias descritas nos Pedidos PCT,
Patentes US N°, e Pedidos provisdérios US mencionados acima,
bem como outros compostos e substdncias que inibem o
receptor de erbB2, podem ser usados com o composto da
presente invencdo como descrito no presente documento.

Os agentes anti-sobrevivéncia incluem anticorpos anti-

IGF-IR e agentes anti-integrina, tais como anticorpos anti-
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integrina.

Métodos Diagndsticos de Utilizacédo

Também se descrevem no presente documento métodos de
diagnéstico. Os anticorpos anti-CD40 podem ser usados para
detectar CD40 numa amostra bioldégica in vitro ou in vivo.
Descreve-se especificamente um método para diagnosticar a
presenca ou localizacdo de um tumor que expressa CD40 num
individuo em necessidade do mesmo, que compreende as etapas
de injectar o anticorpo no individuo, determinar a
expressdo de CD40 no individuo por meio da localizacdo de
onde o anticorpo foi ligado, comparar a expressdo no
individuo com essa de um individuo de referéncia normal ou
padrédo, e diagnosticar a presenca ou localizacdo do tumor.

Os anticorpos anti-CD40 podem ser usados num
imunoensaio convencional, incluindo, sem limitacdo, um
ELISA, um RIA, FACS, imunohistoquimica do tecido, Western
Blot ou imunoprecipitacdo. Os anticorpos anti-CD40 da
invencdo podem ser usados para detectar CD40 de seres
humanos. Em outra forma de realizacdo, os anticorpos anti-
CD40 podem ser usados para detectar CD40 de primatas do
Velho Mundo tais como macacos cinomolgos e rhesus,
chimpanzés e simios. Também se descreve no presente
documento um método para deteccdo de CD40 numa amostra
biolégica que compreende o contacto da amostra bioldgica
com um anticorpo anti-CD40 da invencdo e deteccdo do
anticorpo ligado. Como descrito o anticorpo anti-CD40 pode
ser directamente marcado com um marcador detectéavel. Como
descrito ainda, o) anticorpo anti-CD40 (o primeiro
anticorpo) pode ndo ser marcado e um segundo anticorpo ou
outra molécula que pode se ligar ao anticorpo anti-CD40 é
marcado; Como é bem conhecido a um perito na especialidade,
um segundo anticorpo é escolhido que é capaz de ligar-se
especificamente as espécies e classe particulares do
primeiro anticorpo. Por exemplo, se o anticorpo anti-CD40

for uma IgG humano, entdo o anticorpo secundadrio pode ser
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uma IgG anti-humano. Outras moléculas que podem se ligar
aos anticorpos incluem Proteina A e Proteina G, ambas das
quais sdo disponiveis comercialmente, por exemplo, da
Pierce Chemical Co.

Marcadores adequados para o anticorpo ou anticorpo
secunddrio foram revelados anteriormente, e incluem varias
enzimas, grupos protéticos, materiais fluorescentes,
materiais luminescentes e materiais radioactivos. Exemplos
de enzimas adequadas incluem peroxidase de réabano picante,
fosfatase alcalina, B-galactosidase, ou
acetilcolinaesterase; exemplos de complexos de grupo
protético adequados incluem estreptavidina/biotina e
avidina/biotina; exemplos de materiais fluorescentes
adequados incluem umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato
de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina
fluoresceina, cloreto de dansilo ou ficoeritrina; um
exemplo de um material luminescente inclui luminol; e
exemplos de material radioactivo adequado incluem '2°1, 'P'I

3°s ou °H.

14 14

Como também descrito no presente documento, o CD40
pode ser analisado numa amostra bioldégica por um
imunocensaio de concorréncia utilizando padrdes de CD40
marcados com uma substéncia detectédvel e um anticorpo anti-
CD40 ndo marcado. Neste ensaio, a amostra bioldgica, os
padrdes de CD40 marcados e o anticorpo anti-CD40 sé&o
combinados e a quantidade de padrédo de CD40 marcado ligada
ao anticorpo ndo marcado ¢ determinada. A quantidade de
CD40 na amostra bioldgica ¢ inversamente proporcional a
quantidade de padrdo de CD40 marcado ligado ao anticorpo
anti-CD40.

Pode-se usar os imunoensaios divulgados acima para
varios propbdésitos. Por exemplo, o0s anticorpos anti-CD40
podem ser utilizados ©para detectar CD40 nas células
cultivadas. Especificamente os anticorpos anti-CD40 podem

ser usados para determinar a quantidade de CD40 na
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superficie de células que foram tratadas com vVvarios
compostos. Este método pode ser utilizado para identificar
compostos que modulam os niveis de proteina CD40. De acordo
com este método, uma amostra de células ¢ tratada com um
composto de teste por um periodo de tempo engquanto uma
outra amostra é deixada sem tratamento. Se o nivel total de
CD40 tiver que ser medido, as células sdo submetidas a lise
e o nivel de CD40 total ¢é medido através de um dos
imunoensaios descritos acima. O nivel total de CD40 nas
células tratadas versus ndo tratadas ¢é comparado para
determinar o efeito do composto de teste.

Um imunocensaio bem adequado para medir niveis de CD40
total é um ELISA ou Western blot. Se o nivel de superficie
celular de CD40 tiver qgue ser medido, as células ndo séo
lisadas e o0s niveis de superficie celular de CD40 sé&o
medidos através de um dos imunoensaios descritos acima.
Outro imunoensaio para determinar niveis de superficie
celular de CD40 inclui as etapas de marcacdo das proteinas
de superficie celular com um marcador detectédvel, tal como

biotina ou '*°T

, 1munoprecipitar o CD40 com um anticorpo
anti-CD40 e entdo detectar o) CDh40 marcado. Outro
imunocensaio para determinar a localizacdo de CD40, por
exemplo, niveis de superficie celular, é usar
imunohistogquimica. Os métodos tais como ELISA, RIA, Western
Blot, imunoistoquimica, marcacdo da superficie celular das
proteinas de membrana integrais e imunoprecipitacdo s&do bem
conhecidos na técnica. Veja-se, por exemplo, Harlow e Lane,
supra. Além disso, o0s imunoensaios podem ser graduados para
cima para o rastreio de producdo elevada de modo a testar
um grande numero de compostos para activacdo ou inibicdo da
expressdo de CD40.

Os anticorpos anti-CD40 da invencdo também podem ser
usados para determinar os niveis de CD40 num tecido ou em
células derivadas do tecido. Em algumas formas de

realizacdo, o tecido ¢ um tecido doente. Como descrito no
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presente documento, o tecido pode ser tumor ou uma bidpsia
do mesmo. Em algumas variacdes do método, um tecido ou uma
bidpsia deste ¢é extirpado de um paciente. O tecido ou
bidépsia é depois usado num imunoensaio para determinar, por
exemplo, os niveis de CD40 totais, niveis de superficie
celular de CD40 ou localizacdo de CD40 pelos métodos
debatidos acima.

0O método de diagndéstico descrito acima pode ser usado
para determinar se um tumor expressa niveis altos de CD40,
que poderia ser indicativo de que o tumor € um alvo para
tratamento com anticorpo anti-CD40. Além disso, O mesmo
método pode também ser usado para monitorizar o efeito do
tratamento com anticorpo anti-CD40 por meio da deteccédo de
morte celular no tumor. O método de diagndéstico pode também
ser usado para determinar se um tecido ou célula expressa
niveis insuficientes de CD40 ou CD40 activado, e assim & um
candidato para tratamento com anticorpos anti-CD40 de
activacdo, CD40L e/ou outros agentes terapéuticos para
aumentar niveis ou actividade de CD40.

Os anticorpos da presente invencdo podem também ser
usados in vivo para identificar tecidos e o6rgdos que
expressam CD40. Em algumas formas de realizacdo, os
anticorpos anti-CD40 s&o usados para identificar tumores
que expressam CD40. Uma vantagem de utilizacdo dos
anticorpos anti-CD40 humanos da presente invencdo €& que
podem ser usados de maneira segura in vivo sem provocar uma
resposta imune ao anticorpo apds a administracdo, diferente
de anticorpos de origem n&do humana ou com anticorpos
humanizados.

O método compreende as etapas de administrar um
anticorpo anti-CD40 marcado de maneira detectdvel ou uma
composicdo gque compreende 0SS mesmos a um paciente em
necessidade de tal teste de diagndéstico e submeter o
paciente a anédlise de imageamento para determinar a

localizacdo dos tecidos que expressam CD40. A anédlise de
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imageamento é bem conhecida na especialidade médica, e
inclui, sem limitacdo, andlise por raios X, formacdo de
imagem por ressonadnciia magnética (MRI) ou tomografia
computadorizada (CE). O anticorpo pode ser marcado com
qualguer agente adequado para formacdo de imagem in Vvivo,
por exemplo, um agente de contraste, tal como bario, que
pode ser usado para andlise por raios X, ou um agente de
contraste magnético, tal como um quelato de gadolinio, que
pode ser usado para MRI ou CE. Outros agentes marcadores
incluem, sem limitacdo, radioisdtopos, tais como ?’Tc. Como
descrito no presente documento, o anticorpo anti-CD40 né&o
serd marcado e seréd digitalizado pela administracdo de um
segundo anticorpo ou outra molécula que seja detectavel e
que possa se ligar ao anticorpo anti-CD40. Numa variacéo,
uma bidpsia é obtida do paciente para determinar se o
tecido de interesse expressa CD40.

Métodos Terapéuticos de Utilizacédo

Em outro aspecto a invencdo proporciona um anticorpo
anti-CD40 da invencédo para utilizacdo em terapéutica.

Um anticorpo agonista anti-CD40 humano da invencéo
pode ser administrado a um ser humano ou a um mamifero néo
humano que expressa um CD40 de reaccdo cruzada. O anticorpo
pode ser administrado a tal mamifero ndo humano (isto &, um
primata, macaco cinomolgos ou rhesus) para propdsitos
veterindrios ou como um modelo animal de doenca humana.
Tais modelos animais s&do Uteis para a avaliacdo da eficécia
terapéutica de anticorpos desta invencédo.

Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo anti-CD40
é administrado a um individuo que sofre de
imunodeficiéncias primdrias e/ou combinadas, incluindo
imunodeficiéncia dependente de CD40 com Sindrome de hiper-
IgM, Immunodeficiéncia Varidvel Comum. Agamaglobulinemia de
Bruton, deficiéncias de subclasse IgG, e SCID ligado a X
(mutacdes de cadeia gama comuns). Em algumas formas de

realizacdo, o anticorpo anti-CD40 ¢é administrado para
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tratar um individuo que ¢ imunodeprimido, por exemplo,
devido a quimioterapia, ou tem uma doenca que debilita o
sistema imune, incluindo qualquer doenca de deficiéncia
imune adquirida, tal como VIH. Em algumas formas de
realizacdo, o anticorpo anti-CD40 ¢é administrado para
aumentar a imunidade de um individuo de idade avancada. Em
algumas formas de realizacdo, o anticorpo anti-CD40 &
administrado para tratar um individuo que tem uma infeccéo
bacteriana, viral, fuingica ou parasitica. Em algumas formas
de realizacdo, um anticorpo agonista anti-CD40 humano da
invencdo pode ser administrado profilacticamente a um
individuo que, por causa de idade, enfermidade ou pobre
saude geral é susceptivel a infeccdo para prevenir ou para
reduzir o numero ou gravidade de infeccdes.

Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo anti-CD40
¢ administrado a um individuo gque tem um disturbio
hiperproliferativo.

Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo anti-CD40
¢ administrado para tratar um individuo gque tem um tumor.
Em algumas formas de realizacdo, o tumor é CD40 positivo.
Em algumas formas de realizacdo, o tumor ¢é um CD40
negativo. O tumor pode ser um tumor sélido ou um tumor néo
s6lido tal como linfoma. Em algumas formas de realizacéo,
um anticorpo anti-CD40 é administrado a um paciente que tem
um tumor que é canceroso. Em algumas formas de realizacgéo,
0 anticorpo inibe proliferacdo de células de cancro, inibe
ou previne um aumento em peso ou volume de tumor, e/ou
causa uma diminuicdo em peso ou volume de tumor.

Os pacientes que podem ser tratados com anticorpos
anti-CD40 ou porgdes de anticorpo da invencdo incluem
pacientes que foram diagnosticados como tendo cancro
cerebral, cancro de pulméo, cancro 6sseo, cancro
pancredtico, cancro de pele, cancro da cabeca e pescocgo,
melanoma cutdneo ou intraocular, cancro uterino, cancro dos

ovarios, cancro rectal, cancro da regido anal, cancro do
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estdmago, cancro géastrico, cancro colo-rectal, cancro do
cblon, cancro da mama, tumores ginecoldbgicos (por exemplo,
sarcomas uterinos, carcinoma das trompas de Faldpio,
carcinoma do endométrio, carcinoma do colo do TUtero,
carcinoma da vagina ou carcinoma da vulva), cancro do
esbéfago, cancro do intestino delgado, cancro do sistema
enddcrino (por exemplo, cancro da tireoide, paratireoide ou
glandulas adrenais), sarcomas de tecidos moles, leucemia,
mieloma, mieloma multiplo, cancro da uretra, cancro do
pénis, cancro da prodstata, leucemia crdénica ou aguda,
tumores sdé6lidos da infancia, doenca de Hodgkin, linfomas
linfociticos, linfoma ndo Hodgkin, cancro da bexiga, cancro
do figado, cancro renal, cancro do rim ou ureter (por
exemplo, carcinoma de célula renal, carcinoma da pélvis
renal), ou neoplasmas do sistema nervoso central (por
exemplo, linfoma do CNS primario, tumores do eixo espinhal,
gliomas estaminais do cérebro ou adenomas da pituitéria),
glioma ou fibrossarcoma.

O anticorpo pode ser administrado de trés vezes ao dia
a uma vez a cada seis meses, e preferentemente pode ser
administrado por meio de uma via oral, da mucosa, bucal,
intranasal, inalével, intravenosa, subcuténea,
intramuscular, parenteral, intratumoral, transdérmica ou
topica. O anticorpo também pode ser administrado
continuamente através de uma minibomba. O anticorpo seré
geralmente administrado enquanto o tumor estiver presente
com a condicdo de gue o anticorpo faca com que o tumor ou
cancro pare de crescer ou diminua em peso ou volume. A
dosagem de anticorpo serd geralmente no intervalo de 0,025
a 50 mg/kg, mais preferentemente de 0,1 a 50 mg/kg, mais
preferentemente 0,1-20 mg/kg, 0,1-10 mg/kg, 0,1-5 mg/kg ou
ainda mais preferivel 0,1-2 mg/kg. O anticorpo pode também
ser administrado profilacticamente.

Como descrito no presente documento o anticorpo anti-

CD40 é administrado como parte de um regime terapéutico que
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inclui um ou mais féArmacos ou moléculas antineoplésicas
adicionais a um paciente que tem um disturbio
hiperproliferativo, tal como cancro ou um tumor. Agentes
anti-tumorais exemplares incluem, mas ndo s&o limitados a,
inibidores mitdéticos, agentes alguilantes, anti-
metabolitos, agentes intercalantes, inibidores de factor de
crescimento, inibidores de ciclo celular, enzimas,
inibidores de topoisomerase, modificadores de resposta
biolbégica, anti-hormonas, inibidores de cinase, inibidores
de metaloprotease de matriz, terapéuticas genéticas e anti-
androgénios. Em mais formas de realizacdo preferidas, o
anticorpo anti-CD40 é administrado com um agente
antineoplédsico, tal como adriamicina ou taxol. Em algumas
formas de realizacdo preferidas, a terapéutica anti-CD40 ¢
realizado Jjuntamente com radioterapéutica, quimioterapia,
terapéutica fotodindmica, cirurgia ou outra
imunoterapéutica. Em algumas formas de realizacdo, o
anticorpo anti-CD40 ¢é administrado com um ou mais
anticorpos adicionais. Por exemplo, o anticorpo anti-CD40
pode ser administrado com anticorpos gque s&do conhecidos
pela inibicdo de proliferacdo de células de tumor ou
cancro. Tais anticorpos incluem, mas ndo sdo limitados a,
um anticorpo que inibe CTLA4, receptor de erbB2, EGF-R,
IGF-1R, CD20 ou

Como descrito no presente documento, anticorpo anti-
CD40 pode ser marcado com um radiomarcador, uma imunotoxina
ou uma toxina, ou é uma proteina de fusdo gque compreende um
péptido téxico. O anticorpo anti-CD40 ou proteina de fusdo
de anticorpo anti-CD40 direcciona o radiomarcador,
imunotoxina, toxina ou péptido tdéxico a célula de cancro ou
tumor. Numa forma de realizacdo preferida, o radiomarcador,
imunotoxina, toxina ou péptido tdéxico é internalizado pela
célula de cancro ou tumor apds o anticorpo anti-CD40 se
ligar ao CD40 na superficie da célula.

Em outro aspecto, o anticorpo anti-CD40 pode ser usado
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terapeuticamente para induzir a apoptose de células
especificas num paciente. Em muitos casos, as células
direccionadas ©para apoptose sdo células cancerosas ou
tumorais. Assim, a invencdo proporciona um método de
inducdo de apoptose por meio da administracdo de um
anticorpo anti-CD40 a um paciente em necessidade do mesmo.

Em outro aspecto, um método de administrar um
anticorpo de activacdo anti-CD40 a um paciente para
aumentar a actividade de CD40 ¢é descrito no presente
documento. Um anticorpo anti-CD40 ¢ administrado com um ou
mais outros factores qgue aumentam a actividade de CD40.
Tais factores incluem CD40L, e/ou anadlogos de CD40L dque
activam CD40.

O anticorpo anti-CD40 pode ser também ser administrado
com um ou mais agentes potenciadores do sistema imune
adicionais, incluindo, sem limitacdo IFN-£1, IL-2, IL-8,
IL.-12, I1IL-15, IL-18, IL-23, IFN-vy, e GM-CSF.

Um anticorpo agonista anti-CD40 humano da invencgéao
pode também ser usado como um adjuvante para aumentar a
eficdcia de wuma vacina. Quando usado deste modo, ©
anticorpo anti-CD-40 activa CD40 em células apresentadoras
de antigénio, incluindo células B, células dendriticas e
monbébcitos bem como potenciam a producdo de moléculas
imunomoduladoras, tais como citocinas e quimiocinas. O
efeito imunoestimulador do anticorpo aumenta a resposta
imune do individuo vacinado ao antigénio de wvacina.

Em outro aspecto, um método para gerar uma vacina de
célula dendritica para cancro ou para imunoterapéutica de
célula dendritica ¢ descrito no presente documento. De
acordo com o método as células dendriticas de um paciente
com cancro sdo cultivadas durante 1-5 dias com lisado ou
homogeneizado de tumor, células tumorais destruidas por
irradiacdo ou outros meios, ou antigénios especificos a
tumor (por exemplo, péptidos, idiotipos) e 1-10 pg/ml de um

anticorpo anti-CD40. As células dendriticas pulsadas com
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antigénio de tumor sdo re-injectadas no paciente para
estimular respostas imunes anti-tumorais, particularmente
respostas de CTL anti-tumorais. Células dendriticas
derivadas de mondcitos para utilizacdo no método podem ser
obtidas a partir de uma amostra de sangue periférico por
meio da cultura em IL-4 e GM-CSF. Células dendriticas
também podem ser derivadas a partir da medula 6ssea de um
paciente por purificacdo magnética ou classificacdo de
células CD34 positivas, seguido por cultura em IL-4 e GM-
CSF'.

Terapéutica Genética

As moléculas de &cido nucleico da presente invencgéo
podem ser administradas a um paciente com necessidade
através da terapéutica genética. A terapéutica pode ser in
vivo ou ex vivo. Numa forma de realizacdo preferida, as
moléculas de &cido nucleico que codificam tanto uma cadeia
pesada quanto uma cadeia leve sd0 administradas a um
paciente. Também descrito no presente documento, as
moléculas de 4cido nucleico podem ser administradas tais
que elas sdo estavelmente integradas em cromossomas de
células B, porque estas células sédo especializadas para a
producdo de anticorpos. Como também descrito no presente
documento, as células precursoras B sdo transfectadas ou
infectadas ex vivo e re-transplantadas num paciente em
necessidade do mesmo. Também descrito no presente documento
estd que as células precursoras B ou outras células séo
infectadas in vivo usando um virus conhecido de infectar o
tipo de célula de interesse. Os vectores tipicos utilizados
para a terapéutica genética incluem lipossomas, plasmideos
e vectores virais. Os vectores virais exemplares sé&o
retrovirus, adenovirus e virus adeno-associados. Apds a
infeccdo, quer in vivo ou ex vivo, 0S niveis de expressédo
de anticorpos podem ser monitorizados por tomar uma amostra
do paciente tratado e usar qualquer imunoensaio conhecido

na técnica ou debatido no presente documento.
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Como descrito no presente documento, o método de
terapéutica genética compreende as etapas de administrar
uma molécula de &cido nucleico isolada que codifica a
cadeia pesada ou uma porcdo de ligacdo a antigeno desta de
um anticorpo anti-CD40 e que expressa a molécula do &cido
nucleico. Também descrito no presente documento estd que o
método de terapéutica genética compreende as etapas de
administrar uma molécula de &cido nucleico isolada que
codifica a cadeia leve ou uma porcdo de ligacdo a antigeno
desta de um anticorpo anti-CD40 e gue expressa a molécula
de &4cido nucleico. Outro método descrito no presente
documento é que o método de terapéutica genética compreende
as etapas de administrar uma molécula de &cido nucleico
isolada que codifica a cadeia pesada ou uma porcdo de
ligacdo a antigeno desta e uma molécula de &acido nucleico
isolada que codifica a cadeia leve ou o porcdo de ligacido a
antigeno desta de um anticorpo anti-CD40 da invencdo e que
expressa as moléculas de &cido nucleico. 0O método de
terapéutica genética pode também compreender a etapa de
administrar outro agente anti-cancro, tal como taxol ou
adriamicina.

De modo que esta invencéo possa ser melhor
compreendida, os seguintes exemplos sdo apresentados. Estes
exemplos sdo para propdsitos de ilustracdo e ndo devem ser
interpretados como limitativos do &ambito da invencdo de
qualquer maneira.

EXEMPLO I
Geracgédo de Hibridoma que Produz Anticorpo Anti-CD40

Os anticorpos da invencéo foram preparados,
seleccionados, e ensaiados como se segue:
Imunizacdo e geracdo de hibridoma

Foram imunizados XenoMice™ de oito a dez semanas de
idade intraperitonealmente ou nas suas patas traseiras com
um proteina de fusdo de CD40-IgG (10 pug/dose/ratinho) ou

com células 300.19-CD40 que ¢é uma linha de células
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transfectadas que expressam CD40 humano na sua membrana
plasmatica (10 x 10° células/dose/ratinho). Repetiu-se esta
dose cinco a sete vezes ao longo de um periodo de trés a
oito semanas. Quatro dias antes da fusdo, deu-se aos
ratinhos uma injeccédo final do dominio extracelular de CD40
humano em PBS. Foram fusionados os linfdécitos do baco e
nédulo linfatico de ratinhos imunizados com a 1linha de
células P3-X63-Ag8.653 de mieloma ndo segregadoras, e
submeteu-se as células fusionadas a seleccdo de HAT como
anteriormente descrito (Galfre e Milstein, Methods Enzymol.
73:3-46, 1981). Recuperou-se um painel de hibridomas todos
segregando anticorpos IgG2kx especificos CD40 humano. Foram
seleccionados onze hibridomas para estudo adicional e
designados como 3.1.1, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1,
21.2.1, 22.1.1, 23.5.1, 23.25.1, 23.29.1 e 24.2.1.

Os hibridomas 3.1.1, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1 e 21.4.1
foram depositados na Coleccdo Americana de Cultura Tipo
(ATCC) de acordo com o tratado de Budapeste, 10801
University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, em 6 de
Agosto de 2001. Os hibridomas 21.2.1, 22.1.1, 23.5.1,
23.25.1, 23.28.1, 23.29.1 e 24.2.1 foram depositados na
ATCC em 16 de Julho de 2002. Aos hibridomas foram

atribuidos os seguintes numeros de depdsito:

Hibridoma N°® de Depdsito
3.1.1 (LN 15848) PTA-3600
7.1.2 (LN 15849) PTA-3601
10.8.3 (LN 15850) PTA-3602
15.1.1 (LN 15851) PTA-3603
21.4.1 (LN 15853) PTA-3605
21.2.1 (LN 15874) PTA-4549
22.1.1 (LN 15875) PTA-4550
23.5.1 (LN 15855) PTA-4548
23.25.1 (LN 158706) PTA-4551
23.28.1 (LN 15877) PTA-4552

23.29.1 (LN 15878) PTA-4553
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24.2.1 (LN 15879) PTA-4554
EXEMPLO II

Sequéncias de Anticorpos Anti-CD40 Preparadas de acordo com

a invencéo

Para analisar a estrutura de anticorpos produzida cie
acordo com a invencdo, foram clonados 4cidos nucleicos que
codificam os fragmentos de cadeia pesada e leve dos
anticorpos monoclonais anti-CD40 produtores dos hibridomas.
A clonagem e a sequenciacdo foram conseguidas como se
segue.

Isolou-se Poli(A)" ARNm de aproximadamente 2 X 10°
células de hibridoma derivadas a partir de ratinhos
XenoMouse™ imunizados com CD40 humano como descrito no
Exemplo I usando um kit Fast-Track (Invitrogen). Seguiu-se
a PCR a geracdo de ADNc iniciado aleatdério. Usou-se
iniciadores da regido variédvel humano especificos para a
familia Vg ou VX humana (Marks et al., “Oligonucleotide
primers for polymerase chain reaction amplification of
human immunoglobulin variable genes and design of family-
specific oligonucleotide probes.” Eur. J. Immunol. 21:985-
991 (1991)) ou um iniciador Vy humano universal, MG-30,
CAGGTGCAGCTGGAGCAGTCIGG (SEQ ID NO: 118), em conjunto com
iniciadores especificos para a regido constante Cj2 humana,
MG-40d, 5’ -GCTGAGGGAGTAGAGTCCTGAGGA-3’ (SEQ ID NO: 119) ou
regido constante Cx (hkP2; como anteriormente descrito em
Green et al., 1994). Obteve-se moléculas de &acido nucleico
que codificam transcritos capa de cadeia leve e pesada
humana dos hibridomas produtores de anti-CD40 por
sequenciamento directo de produtos de PCR gerados a partir
de ARN de poli(A’) usando os iniciadores descritos acima.
Também se clonaram produtos de PCR em pCRII usando um kit
de clonagem TA (Invitrogen) e sequenciaram ambas cadeias
usando kits de sequenciamento de corante terminador Prism e
uma maquina de sequenciamento ABI 377. Analisou-se todas as

sequéncias por alinhamentos ao “directério de sequéncia V
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BASE” (Tomlinson et al., MRC Centre for Protein
Engineering, Cambridge, UK) usando programas de software
MacVector e Geneworks.

Além disso, os anticorpos monoclonais 3.1.1, 7.1.2,
10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 23.5.1, 23.28.1,
23.29.1 e 24.2.1 foram submetidos a clonagem e
sequenciamento de ADN de comprimento completo. Para tal
sequenciamento, isolou-se ARN de aproximadamente 4 X 10°
células de hibridoma usando kit de isolamento QIAGEN RNeasy
ARN (QIAGEN). O ARNm foi transcrito reversamente usando
0ligo-dT (18) e o kit Advantage RT/PCR (Clonetech). Usou-se
V Base para projectar iniciadores directos de amplificacédo
que incluiam locais de restricdo, sequéncia optima Kozak, o
local de inicio ATG e parte da sequéncia sinal da cadeia
pesada. O Quadro 1 1lista os iniciadores directos de
amplificacdo usados para sequenciar os clones de anticorpo.

QUADRO 1

Clone Cadeia pesada de iniciador directo

5 1.1 | 3-TATCTAAGCTTCTAGACTCGACCGCCACCATGGAGTTT
GGGCTGAGCTG-F{SEQ ID NO: 120)

7 1 5 | S“TATCTAAGCITCTAGACTCGACCGCCACCATGGAGTTT
GGGCTGAGCTG-3(SEQ ID NO: 121)

1083 | STATCTAAGCTTCTAGACTCGAGCGCCACCATGAAACAC
717 | CTGTGGTTCTTCC-3(SEQ ID NO: 122)

15 1.1 |5“TATCTAAGCTTCTAGACTCGAGCGCCACCATGAAACAT
CTGTGGTTICTTCC 3(SEQ 1D NO: 123)

51 4.1 |3-TATCTAAGCTTCTAGACTCGAGCGCCACCATGGACTGG
ACCTGGAGGATCC-I(SEQ D NO: 124)

21.2.1 ?TATC?AAGCTTCTAGACTCGACCGGCACﬁ&lEGA
T GTTTGGGCTGAGCTG-3 {SEQ ID NO:128)

55 1.1 |STATCTAAGCTTCTAGACTCGACCGCCACCATGGAG
TTTGGGCTGAGCTG-3' (SEQ 1 NO:129)

STATCTAAGCTTCTACACTCGACCGCCACCATGGAG

2351 | MTTGOGCTGAGCTG-3(SEQ 1D NO:130)




107

Clone [Cadeia pesada de iniciador directo

53 .28 1| 5-TATCTAAGCTTCTAGACTCGAGCGCCACCATGAAA
CATCTGTGGTTCTTCC-3(SEQ ID NO:131)

23.29.1| - TATCTAAGCTTCTAGACTCGACCGCCACCATGGAG
TTTGGGCTGAGCTG-3(SEQ ID NO:132)

24 2.1 | 5~TATCTAAGCTTCTAGACTCGAGCGCCACCATGAA
ACATCTGTGGTTCTTCC-3(SEQ ID NO:133)

Usou-se o mesmo método para projectar um iniciador
para incluir as sequéncias codificantes 3’7, o coddo de
parada da regido constante de IgG2, (5'-TTCTCTGATCAGAATTCC
TATCATTTACCCGGAGACAGGGAGAG-3’) (SEQ ID NO:125) e locais de
restricéo.

Também se usou o mesmo método para projectar um
iniciador ao redor do local de inicio ATG da cadeia capa:
(5’ -CT-TCAAGCTTACCCGGGCCACCATGAGGCTCC CTGCTCAGC-3’) (SEQ ID
NO:126) . Uma sequéncia ¢ptima Kozak (CCGCCACC) foi
adicionada 5’ ao local de inicio ATG. Este iniciador foi
usado para clonar por PCR as cadeias leves dos seguintes
clones de anticorpo: 3.1.1, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1,
21.2.1, 22.1.1, 23.5.1 e 23.29.1. Usou-se um segundo
iniciador directo 57 -TCTTC
AAGCTTGCCCGGGCCCGCCACCATGGAAACCCCAGCGCAG-3” (SEQ ID NO.
134) para clonar as cadeias leves de clones 23.28.1 e
24.2.1. Também se usou o mesmo método para projectar um
iniciador ao redor do coddo de parada da regido constante
capa (5" -TTCTTTGATCAGAATTCTCACTAACACTCTCCCCTGTTGAAGC-
37) (SEQ ID NO: 127). Usou-se os pares de iniciadores para
amplificar os ADNc usando o Kit Advantage High Fidelity PCR
(Clonetech). Obteve-se a sequéncia do produto de PCR por
sequenciamento directo usando técnicas padrido (por exemplo,
primer walking) usando kits de sequenciamento de corante
terminador e uma magquina de sequenciamento ABI. Clonou-se o
produto de PCR num vector de expressdo de mamiferos e os

clones foram sequenciados para confirmar mutacdes
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somdticas. Para cada clone, verificou-se a sequéncia em
ambas as cadeias em pelo menos trés reaccgdes.

Andlise de Utilizacdo de Gene

O Quadro 2 apresenta a utilizacdo pelos clones de

hibridomas seleccionados dos anticorpos de acordo com a

invencédo:
QUADRO 2
Utilizacdo do gene de cadeia pesada e leve
Clone Cadeia pesada Cadeia leve capa
Vi D JH VK JK
3.1.1 (3-30+) DP-49 D4+ DIR3 JH6 A3/A19 (DPK-15) JK1
7.1.2 (3-30+) DP-49 | DIR5+ D1-26 JH6 A3/Al9 (DPK-15) JK1
10.8.3 (4,35) VIV-4 DIR3 JH6 L5 (DP5) JK4
15.1.1 (4-59) DP-71 D4-23 JH4 A3/A19 (DPK-15) JK2
21.4.1 (1-02) DP-75 DLR1 JH4 L5 (DP5) JK4
21.2.1 (3-30+) DP-49 DIR3+ D6-19 JH4 A3/A19 (DPK-15) JK23
22.1.1 (3-30+) DP-49 D1-1 JH6 A3/Al9 (DPK-15) JK1
23.5.1 (3-30+) DP-49 D4-17 JH6 A3/Al9 (DPK-15) JK1
23.28.1 (4-59) DP-71 DIR1+ D4-17 JH5 A27 (DPK-22) JK3
23.29.1 (3-30,3) DP-46 D4-17 JH6 A3/ALl9 (DPK-15) JK1
24.2.1 (4-59) DP-71 DIR1+ D4-17 JH5 A27 (DPK-22) JK3

Andlise de Sequéncia E Mutacédo

Como serd apreciado, a andlise de utilizacdo de gene
proporciona somente uma visdo geral limitada de estrutura
de anticorpo. Como as células B em animais XenoMouse™ geram
estocasticamente transcritos capa de cadeia V-D-J pesada ou
V-J leve, existe um nUmero de processos secundarios que
ocorrem, incluindo, sem limitacdo, hipermutacdo somatica,
delecbes, N-adicdes, e extensdes de CDR3. Veja-se, por
exemplo, Mendez et al., Nature Genetics 15:146-156 (1997) e
Publicacéo de Patente Internacional WO 98/24893.
Consequentemente, para examinar adicionalmente a estrutura

de anticorpo, sequéncias de aminoadcidos preditas dos
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anticorpos foram geradas a partir dos ADNc obtidos a partir
dos clones. O Quadro A proporciona os identificadores de
sequéncia para cada uma das sequéncias de nucledtido e
aminodcidos preditas dos anticorpos sequenciados.

Os Quadros 3-7 proporcionam as sequéncias de
aminodcidos preditas e de nucledétidos das cadeias capa
pesada e leve dos anticorpos 3.1.1 (Quadro 3), 7.1.2
(Quadro 4), 10.8.3 (Quadro 5), 15.1.1 (Quadro 6) e 21.4.1
(Quadro 7).

Os Quadros 8-13 proporcionam as sequéncias de
aminodcidos preditas e de nucledtidos do dominio wvaridvel
da cadeia pesada e cadeia leve capa dos anticorpos 21.2.1
(Quadro 8), 22.1.1 (Quadro 9), 23.5.1 (Quadro 10), 23.28.1
(Quadro 11), 23.29.1 (Quadro 12) e 24.2.1 (Quadro 13).

A sequéncia de ADN do sequenciamento de comprimento
total de anticorpo monoclonal 23.28.1 difere de sequéncias
de ADN obtidas a partir do sequenciamento da regido Vy do
produto de PCR inicial por um par de base (C a G),
resultando numa mudanca de vresiduo 16 da cadeia pesada
natural de D a E.

Os Quadros 14-19 proporcionam as seqgquéncias de
aminocdcidos preditas e de nucledtidos das cadeias capa
pesada e leve dos anticorpos 21.2.1 (Quadro 14), 22.1.1
(Quadro 15), 23.5.1 (Quadro 1l6), 23.28.1 (Quadro 17),
23.29.1 (Quadro 18) e 24.2.1 (Quadro 19). Nos Quadros, a
sequéncia de péptido sinal (ou as bases que codificam as
mesmas) estdo sublinhadas.

Foram geradas dois anticorpos mutados, 22.1.1 e
23.28.1. A cadeia pesada de anticorpo 22.1.1 foi mutada
para alterar um residuo de cisteina na posicdo 109 a um
residuo de alanina. Designou-se o clone mutado 22.1.1H-
CO019A. A cadeia leve de anticorpo 23.28.1 na posicédo 92 foi
mutada também para alterar um residuo de cisteina a um
residuo de alanina. Designou-se o clone mutado 23.28.1L-
CO2A.



110

A mutagénese de residuos especificos foi levada a cabo
por meio do projecto de iniciadores e usando o Kit de
Mutagénese Direccionada a Local QuickChange de Stratagene,
de acordo com as instrucgdes do fabricante. As mutacdes
foram confirmadas por sequenciamento automatico, e
inserc¢des mutagenizadas foram subclonadas em vectores de
expressao.

O Quadro 20 proporciona as sequéncias de nucledtidos e
aminoadcidos da cadeia pesada mutada de anticorpo 22.1.1H-
C109A. O Quadro 21 proporciona as sequéncias de nucledtidos
e aminodcidos da cadeia leve mutada de anticorpo 23.28.1.
Os coddes ADN mutados sdo mostrados em italico. O residuo

de aminocdcido mutado estd em negrito.
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de ADN e proteinas do anticorpo 3.1.1

DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal
sublinhada) :
Sequéncia de ADN da|ATGGAGTITGGGT

cadeia pesada

TCTEIT. GAGGTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTG

GTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGG

AGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT

TCACCTTCAGTAGTTATGGCATGCACTGGGTCCG

CCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGOAGTGGETGEC

AGTTATATCAAAGGATGGAGGTAATAAATACCAT
GCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCA
GAGACAATTCCAAGAATGCGCTGTATCTGCAAAT
GAATAGCCTGAGAGTTGAAGACACGGUTGIGTAT
TACTGTGTGAGAAGAGGGCATCAGCTGGTTCTGG
GATACTACTACTACAACGGTCTGGACGTCTGGGG
CCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCC
ACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCT

GCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCGGCCCT
GUGGCTGCCTGETCAAGGACTACTTCOCCOAACCG
OTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCA
GCGGCGTGCACACCTTICCCAGCTGTCCTACAGTC

CTCAGGACTCTACTCOCTCAGCAGCGTGGTGACC

GTGCCCTCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACA
CCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAA
GGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGTGIC
GAGTGCCCACCGTGCOCAGCACCACCTGTGGCAG
GACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAA

GGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTC
ACGTGCOTOOTGOTGGACGTGAGCCACGAAGAC

CCCGAGGTCCAGTTICAACTGUTACGTGGACGGEG
TGGAGGTGCATAATGOCAAGACAAAGCCACGGE

AGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCOTGTGGTCAG
COTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACTGGCTGAAC
GGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAA

GGCCTCCCAGCCCCCATCOAGAAAACCATCTCCA
AAACCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGT

ACACCCTGCCOCCATCCCGGGAGGAGATGACCAA
GAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGC
TTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCA
CACCTCCCATGCTGOACTCCGACGGCTCCTICTTC
CTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGT
GGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGAT
GCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAG
AGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA
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DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal
sublinhada) :
Sequéncia de| MEFGLSWVFLVALLRGVOCOVQLVESGGGVVQPG
, | RSLRLSCAASGFTFSSYGMHEWVROAPGRGLEWVA
proteina da cadela| yigRDGGNKYHADSVKGRFTISRDNSKNALYLOMN
pesada SLRVEDTAVYYCVRRGHOLVLGYYYYNGLDVWG

QGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDK TV
ERKCCVECPPCPAPPYVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRT

PREEQFNSTERVVSVIIVWQHMWWHNGKEHRIECVS
NKGLPAPEKTISKTKGPREPQVYTLPPSREEMTK.
NQVSLTCLVEGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PMLDSBGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCEVMHE

Sequéncia de

cadeia leve

ADN da

Al}HﬁPTNQKSLSLSPGK

“'"“GA?CCAGTF"GATATTCT
GCTGACTCAGTCTCCACTCTQCCTGCCQGTCACCC
CTGGAGAGCCGGOCTCCATCTCCTGUAGOTCTAG
TCAGAGCCTCTTGTATAGTAATGGATACAACTTTIT
TGCGATTGGTACCTOCAGAAGUCAGGGCAGTICTCC
ACAGCTCCTGATCTATTTGGGTTCTAATCGGGCCT
CCGGGETCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATC
AGGCACAGATTTTACACTGAAAATCAGCAGATTG
GAGGCTGAGUATGTTGGGOTTTATTACTGCATGC
AAGCTCTACAAACTCCTCGGACGTTCGGCCAAGG
GACCAAGGTGGAAATCAAACGAACTGTGGCTGC
ACCATCTGTICTTICATCTICCCGUCATCTGATGAGC
AGTTGAAATCTGCGAACTGCCTCTGTITGTGTIGCCT
GCTGAATAACTTICTATCCCAGAGAGGCCAAAGTA
CAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCA
AGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGAC
GCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGT
CTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGC

GTTAG

Sequéncia
proteina da

leve

de

cadeia

MRLPAQLLGLIMLWVSGSSGDIVL TQSPLSLPVTEG
EPASISCRSSQSLLYSNGYNFLDWYLQKPGQSPQLLI
YLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRLEAEDVG

VYYCMQALQTPRTFGQGTK VEIKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNAL

QSGNSOQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK
VY ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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maturo de Sequéncia

DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal
sublinhada) :
Dominio variavel| CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGCAGGCGTG

GTCCAGCCTGGGAGGTOCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGTTATGGCAT
GCACTGGOTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTG
GAGTGGGTGGCAGTTATATCAAAGGATGGAGGT
AATAAATACCATGCAGACTCCGTGAAGGGCCUAT
TCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAATGCGCT
GTATCTGCAAATGAATAGCCTGAGAGTTGAAGAC
ACGGCTGTGTATTACTGTGTGAGAAGAGGGCATC
AGCTGGTTCTGOGATACTACTACTACAACGGTCT
GGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTC
TCCTCA

de ADN da cadeia
pesada
Dominio varigvel

maturo de Sequéncia
de da

cadeia pesada

proteina

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGPIFSSYGMH
WVRQAPGKGLEWVAVISKDGGNK YHADS VK GRFT
ISRDNSKNALYLOMNSLRVEDTAVYYCVRRGHQL
VLGYYYYNGLDVWGQGTTVTVSS

Dominio variavel

maturo de Sequéncia

GATATTGTGCTGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCC
CGTCACCCCTGRAGAGCCGGLOTCCATCTCCTGO

AGGTCTAGTCAGAGCCTCTTGTATAGTAATGGAT

ACAACTTTTTGGATTGGTACCTGCAGAAGCCAGG
GCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTATTIGGGTTICTA
ATCGGGCCTCCGOOGTCCCTGACAGGTTCAGTCG
CAGTGGATCAGGCACAGATTTTACACTGAAAATC
AGCAGATTGGAGGCTGAGGATGTTGGGGTTTATT
ACTGCATGCAAGCTUTACAAACTCCTCGGACGTT

CGGCCAAGGGACCAAGGTOGAAATCAAA

de ADN da cadeia
leve
Dominio varidvel

maturo de Sequéncia
de da

cadeia leve

proteina

DIVLTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLYSNGYNFL
DWYLQKPGQSPQLLIVLGSNRASGVPDRFSGSGSGT
DFTLKISRLEAEDVGOVYYCMQALQTPRTFGQGTKYV
ER

ADN da cadeia pesada

(dominio variavel)
(3.1.1H-A78T) SEQ 1ID
NO: 89

CAGGTGCAGCTGOTGGAGTCTGGUGGGAGGCOTG
GTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTAOTG
CAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGTTATGGCAT
GCACTOGGTCCGCCAGGLTCCAGGCAAGGGGLTG

AATAAATACCATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGAT
TCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAATCGCT
GTATCTGCAAATGAATAGCCTGAGAGTTGAAGAC
ACGGCTGTGTATTACTGTGTGAGAAGAGGGCATC
AGCTGGTTCTOGGATACTACTACTACAACGGICT
GGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTC
TCCTCA
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DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal
sublinhada) :
Proteina da cadeia| QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFIFSSYGMH
csada (dominio WVRQAPGKGLEWVAVISKDGGNKYHADSVEGRFT
P ISRDNSKN7LYLOMNSLRVEDTAVYYCVRRGHQLY
variavel) (3.1.1H-| LGYYYYNGLDVWGQGTTVIVSES
A78T) SEQ ID NO: 90

ADN da cadeia pesada
(dominio variavel)
(3.1.1H-A78T-V88A-

V97A) SEQ ID NO: 91

C&GGTGCAGCT GG‘I’GGAGTCTGGGGGAGGGGTG

CAGCCT CT GGAITC&CC’I‘I‘CAGTAGTT&TGG’CAT
GCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGOGCTG
GAGTGOGTGGCAGTTATATCAAAGGATGGAGGT
AATAAATACCATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGAT
TCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAATACOCT
GTATCTGCAAATGAATAGCCTGAGAGETGAAGAC
ACGGCTGTGTATTACTGTGeGAGAAGAGGGCATC
AGCTGGTTCTGGOATACTACTACTACAACGGTCT
GGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTC
TCCTCA

Proteina da cadeia
(dominio
(3.1.1H-

SEQ

pesada
variavel)
A78T-VB88A-VITA)
ID NO: 92

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMH
WVRQAPGKGLEWVAVISKDGONKYHADSVKGRFT
ISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARRGHQLY
LGYYYYNGLDVWGEQGTTVTIVES

ADN da cadeia leve

GATATTGTGaTGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCC

COTCACCCCTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTOGC

AGGTCTAGTCAGAGCCTCTIGTATAGTAATGGAT

ACAACTTTITGOGATTGGTACCTGCAGAAGCCAGG
GCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTATTTGGGTTCTA
ATCGGGCOCTCCGGGOTCCCTGACAGUTITCAGTGO
CAGTGG &TCAGGCAEAGATTI‘I‘A{?APT GAAAATC
AGCAGAETGGAGGCTGAGGATGTIGGGGTTTATT
ACTGCATOCAAGCTCTACAAACTCCTCGGACGTT

COGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAA

(dominio variavel)
(3.1.1L-L4M-L83V)

SEQ ID NO: 93
Proteina da cadeia
leve (dominio
variavel) (3.1.1 L-
L4M-L.83V) SEQ ID NO:

94

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLYSNGYNE
LDOWYLQKPGQSPQLLIVLGSNRASGVPDRFSGSGSG
TDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTPRTFGQGTK
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de ADN e proteinas do anticorpo 7.1.2

DESCRICAO:

SEQUENCIA (sequéncia sinal
sublinhada) :

Sequéncia de ADN da

cadeia pesada

ATGGAGTTITGG 4 [ :
TCTTT AGOTGTCCAGT TCAGGTGCAGCTG
GTGGAGTCTGQGGGAGGCGTGGTCCAGCCIGGG
AGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTCAGTAGCTATGGCATGCACTGGGTCCG
 CCAGGUTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGT
 AGTTATATCAAATGATGGAGATAATAAATACCAT
 GCAGACTCCGTGTGGGGCCGATTCACCATCTCCA
GAGACAATTCCAGGAGCACGCTTTATCTGCAAAT
| GAACAGCCTGAGAGCTGAGGACACGGCYGTATAT
TACTGTGCGAGAAGAGGCATGGAGGTCTAGTGGG
AGCCGTGGGGATTACTACTACTACTACGGTTTGG
| ACGTCTGOGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTC
| CTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCC
 CPGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGUA
: CAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTT
. CCCCGAACCOGTGACGGTIGTCOTGGAACTCAGGE
- GCTCTGACCAGOGGOGTGCACACCTTCCCAGOTG
- TCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAG
CGTGGTGACCGTOCCCTCCAGCAACTTCGGCACC
CAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCA
GCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCA
AATGTTGTGTICGAGTGCCCACCGTGCCCAGCACC
ACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCC
CAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGAC
CCCTGAGGTCACGTGCGTGOTGGTGGACGTGAGC
CACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTALG
TGGACGGUGTGGAGGTGUATAATGCCAAGACAA
AGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCC
GTGTGGTCAGCOGTCCTCACCGTTGTGCACCAGGA
CTGGCTGAACGGCAAGCAGTACAAGTGCAAGGT
CTCCAACAAAGGCCTCCCAGCCCUCATCGAGAAA
ACCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGCCCCGAGAA
CCACAGGTGTACACCCTGCCCOCATCCCGGGAGE
AGATGACCAAGAACCAGGTCAGLCTGACCTGCCT
GGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTG
GAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAATAAC
TACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCUGACG
GCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGAC
AAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTITCTCAT
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTA
CACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

TGA
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DESCRICAO:

SEQUENCIA

(sequéncia sinal

Sequéncia
proteina da

pesada

de

cadeia

subllnhada)

FGLSWVFLVALLRGYOCQVQLVESGGGYVQPRG
RSURLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVA
VISNDGDNK YHADSVWGRFTISRDNSRSTLYLQMN
SLRAEDTAVYYCARRGMGSSGSRGDYYYYYGLDV
WGQGTTVTVSSASTEGPSVFFLAPCSRSTSESTAAL
GCLVKDYEPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHEPSNTRVD
KTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKIDTLM
BRIPEVICVYVDVSHEDPEVOFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKC
KVSNKGLPAPIEKTISK TKGOPREPOVY TLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPMLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQXSLSLSPGK

Sequéncia de

cadeia leve

ADN da

A’TGAQE&E ngC{. ‘{}CTC‘AC'C" '{’“ b §

GATGﬁCTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCC
CTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTOGCAGGTCTAG
TCAGAGCCTCTTGTATAGTAATGGATACAACTTTT
TGGATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCC
ACAGCTCCTGATCTATTTGGOTTCTAATCGGGCCT
COGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTOGCAGTGGATC
AGGCACAGATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGTG
GAGGCTGAGGATGTTGGGGTTTATTACTGCATGC
AAGCTCTACAAACTCCTCGGACGTTCGGCCAAGG
GACCAAGGTGCAAATCAAACGAACTGTGOCTGC
ACCATCTGTCTTCATCTTCCCGUCATCTGATGAGC
AGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTOTGCCT
GCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTA
CAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCA
AGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGAC
GCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGT
CTACGCCTGCOAAGTCACCCATCAGGGUCTGAGC
TCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGRGGAGAGT
GTITAG

Sequéncia
proteina da

leve

de

cadeia

MRIPAQLEGLIMLWVSGSSGDIVMTQSPLSLPVTP
GEPASISCRSSQSLLYSNGYNFLDWYLQKPGQSPQIL
LIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDV
GVYYCMQALQTPRIFGQGTEVEIKRTVAAPSVEIFP
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVIDNA
LQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC
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DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal
sublinhada) :
Dominio varisvel| CAGGTGCAGCTGOTGGAGTCTGGGGGAGGCGTG

maturo de Sequéncia

GTCCAGCCTGGGAGGTCOCTGAGACTCTCCTGYG
CAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGCTATGGCAT
GCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTG
GAGTGGGTGGCAGTTATATCAAATGATGGAGATA
ATAAATACCATGCAGACTCCGTGTGGGGCUGATT
CACCATCTCCAGAGACAATTCCAGGAGCACGCTT
TATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCTGAGGACA
CGGCTGTATATTACTGTGCGAGAAGAGGCATGGG
GTCTAGTGGGAGCCGTGGGCATTACTACTACTAC
TACGOTTTGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGG
TCACCGTCTCCICA

de ADN da cadeia
pesada
Dominio varigvel

maturo de Sequéncia
de da

cadeia pesada

proteina

WVRQAPGKGLEWVAVISNDGDNK YHADSVWGRF
TISRDNSRSTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARRGMGS
SGSRGDYYYYYGLDVWGQGTIVTVSS

Dominio variavel

maturo de Sequéncia

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGEC
CGTCACCCCTGGAGAGUCOGCCTCCATOTCCTGE

AGGTCTAGTCAGAGCCTCTTGTATAGTAATGGAT

ACAACTTTTTGGATTGGTACCTGCAGAAGCCAGG

GCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTATTTGGGTICTA
ATCGGGCCTCCGGOGTCCCTGACAGGTTCAGTGE
CAGTGGATCAGGCACAGATTITACACTGAAAATC
AGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGGGGTTTATT
ACTGCATGCAAGCTCTACAAACTCCTCGGACGTT

CGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAA

de ADN da cadeia
leve
Dominio varidvel

maturo de Sequéncia

de proteina da

cadeia leve

DIVMTQSPLSLPYTPGEPASISCRESQSLLYSNGYNF
LDWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSG
TOFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTPRTFGQGTK
VEIK




118

Quadro 5: Sequéncias de ADN e proteinas do anticorpo 10.8.3

DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal
subllnhada)

Sequéncia de ADN|

da cadeia pesada CAGGAGTCGGGCCCAGGAGTGGTGMGCCTTCGC
AGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTCTGGTGGE

AGCCCGCCGGGAAGGGACTGGAATGGATTGGGC
GTGTCTATACCAGTGGGAGCACCAACTACAACCC
CTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATGTCAGTAGAC
ACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCT
CTGTGACCGLCGCGGACACGGCCGTGTATTACTG
TGCGAGAGATGGTCTTTACAGGGGGTACGGTATG
GACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCOTCT
CCTCACGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTOCC
CCTGGCGCCCTRCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGT
ACAGCOGLCCTGGGUTGOCTGOTCAAGGACTACT
TCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGG
CGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCAGCT
GTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCOCTCAGCA
GCOTGGTGACCOTGCCCTCCAGCAACTTCGGLAL
CCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCC
AGCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGC
AAATGTTGTGTCGAGTGCCCACCGTGCCCAGCAC
CACCTGTGGCAGGACCOTCAGTCTICCTCTICCCC
CCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGA
CCCCTGAGGTCACGTGLOTGGTGGTGUACGTGAG
CCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTAC
GTGGACGOCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACA
AAGCCACGGGAGCAGCAGTTCAACAGCACGTTIC
CGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTTGTIGCACCAGG
ACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGD
TCTCCAACAAAGGCCTCOCAGCCCCCATCGAGAA
AACCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGCCCCGAGA
ACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAG
GAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCC
TGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGT
GOAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAA
CTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGAC
GGUTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGG
ACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCY
CATGCTCCATGATOCATGAGGCTCTGCACAACCA
CTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGT
AAATGA
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DESCRICAO:

SEQUENCIA
sublinhada) :

(sequéncia sinal

de

proteina da cadeia

Sequéncia

pesada

MEKHLWFFLLLVAAPRWVISQVQLQESGPGLVKFPSE
TLSLTCTVSGGSISSYYWIWIRQPAGKGLEWIGRVY
TSGSTNYNPSLK&EVEMSVBTSKNQ$SLKISSVTAA

vswmmamaﬂscn$nT?AvLQSSGLYELSSVVTV?SS
NFEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPC
PAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTFEVTCVVVDY

SHEDPEVQFNWYVDGVEVHENAK TKPREEQFNSTFR
VVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTI
SKTEGOPREPQVYTLPPSREEMTENQVSLTCLVKG

FYPSDIAVEWESNGOPENNYK TTPPMLDSDGSFFLY
SKLTVDRSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

de

da cadeia leve

Sequéncia ADN

GATG&CGCAGTCTCC&TCTTCCGTGTCTGﬁATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCGGGCGAG
TCAGCCTATTAGCAGCTGGTTAGUCTGGTATCAG
CAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAACTCCTGATTIT
ATTCTGCCTCCGGTTTGCAAAGTGGOGTCCCATC
AAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTYIC
ACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATT
TTGCAACTTACTATTGTCAACAGACTGACAGTTTC
COGCTCACTTTCGGOGGCGGGACCAAGGTGGAGA
TCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCITCAT
CTTCCCOGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGA
ACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTA
TCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGA
TAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGT
GTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTAC
AGCCTCAGCAGCACCCTGACGCOTGAGCAAAGCA
GACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGOGAA
GTCACCCATCAGGGCUTGAGCTCGCCCGTCACAA
AGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

de

proteina da cadeia

Sequéncia

leve

MRLPAQLLGELLL WFPGSRCDIQMTQSPSSVSASVG
DRVTITCRASQPISSWLAWYQOKPGKAPKLLIVSAS
GLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
QTDSEPLTFGGGTK VEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLE
SGTASVVCLLNNFYPREAKVQWEVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLILSKADYEKHKVYACE
VTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal
sublinhada) :

Dominio variavel| CAGEGTGCAGCTGCAGGAGTCOGGLCCAGGACTG
GTGAAGCCTTCGCAGACCCTGICCCTCACCTGCA

maturo de| MTGTCTCTGOTGGCTCCATCAGTAGTTACTACTGG

Sequéncia de ADN| ATCTGGATCCGGCAGCCCGCOGGGAAGGGACTG

da cadeia pesada

GAATGGATTGGOGUGTGTCTATACCAGTGGRAGCA
CCAACTACAACCCCTCCCTCAAGAGTCGAGTCAC
CATGTCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTICTCC
CTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGUACACGG
CCGTGTATTACTGTGCGAGAGATGGTCTTTACAG
GGGGTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGAC
CACGGTCACCGTCTCCTCA

Dominio variavel
maturo de
Sequéncia de

proteina da cadeia

QVOLOQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSY YWIWT
ROPAGKGLEWIGRVY TSGSTNYNPSLKSRVTIMSVD
TSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARDGLYRGYGM

DVWGQGTTVIVSS

presada

Dominio variavel
maturo de
Sequéncia de ADN

da cadeia leve

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCGTGTY
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG
TCGGGUGAGTCAGCCTATTAGCAGCTGGTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAA
CTCCTGATTTATTCTIGCCTCCOGTTTGCAAAGTGG
GOTCCCATCAAGGTTCAGOGGCAGTGGATCTOGE
ACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGUCTGCAGT
CTGAAGATTTTGCAACTTACTATIGTCAACAGAC
TCGACAGTYTCCCGCTCACTTITOGGCGGLGGGACC
AAGGTGGAGATCAAA

Dominio variavel
maturo de
Sequéncia de

proteina da cadeia

leve

DIQMTQSPSSVSASVOGDRVTITCRASQPISSWLAWY
QUKPGKAPKLLIYSASGLQSGVPSRFSGSGSGTDFT
LITSSLQPEDFATYYCQQTDSFPLIFGGGTEVEIR
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Quadro 6: Sequéncias de ADN e proteinas do anticorpo 15.1.1

DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal
subllnhada)

Sequéncia de ADN daég‘

cadela pesada ?CAGGAGTCGGGCQCAQGACTGG?GAAGCETTOGG
- AGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTCTGGTGGC
TCCATCAGAAGTTACTACTGGACCTGGATCCGGC
' AGCCCCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGATTGGAT

ATATCTATTACAGTGGGAGCACCAACTACAATCC
CTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGAC
ATGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGTT
CTGTGACCGCTGCGGACACGGCCGTTTATTACTG

TGCGAGAAAGGGTGACTACGGTGGTAATTTTAAC
TACTTTCACCAGTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCA
CCGTCTCCPCAGCCTCCACCAAGBGCCCATCGGT

CTTCCCOCTGGCGUCCTGCTCCAGGAGCACCTCT

GAGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAG

GACTACTTCCCCGAACCOGTCACGGTGTCGTGGA
ACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTT
CCCAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCC
TCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTT
CGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCAC
AAGCCCAGCAACACCAAGGTOGACAAGACAGTT
GAGCGCAAATGTTGTGTCGAGTGCCCACCGTGCC
CAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCT
CTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATC
TCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGETGGTOG
ACGTGAGTCACGAAGACCCCGAGGTOCAGTTCAA
CTGOTACGIGGACGOCOTGOAGGTGCATAATGCC
AAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGC
ACGTTCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTTGTGE

ACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGT
GCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCAT
CGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGCC
CCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCC
CGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTG
ACCTGCCTOGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACA
TCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGG
AGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGA
CTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCA
CCOTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACG
TCTTCTCATGCTCOGTGATGCATGAGGCTCTGCAC
AACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTC
CGGGTAAATGA
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DESCRICAO:

SEQUENCIA
subllnhada)

(sequéncia sinal

Sequéncia
proteina da

pesada

de

cadeia

JLIVAAPRWVESQVQLQESGPGLVKPSE
TlSLTCTVSGGSE&Xﬁ@?ﬁWﬁ&NﬁfﬂKﬂEﬁﬂG&TY
YSGSTNYNPSLKSRVTISVOMSKNQFSLELSSVTAA
DTAVYYCARKGDYGGNFNYFHQWGQGTLVTVSES

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLYKDYFPEPY
TVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY SLISVVTIVES
SNFGTQTYTCNVDHK?SNTKVD&TVBRKCCVELPP

ﬂSKTKGQPREPQWPSREEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK TTPPMLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALENHY TQKS
LSLSPGK

Sequéncia de

cadeila leve

ADN da

g?ﬁ&g@gﬂQQQIQCTCA&CTCCTG&GGF?GCTA;
TOCTCTGGOTCTL TCCAGTGGGGATATIGT

GATGACTC&GTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCC
CTGGAGAGCOGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAG
TCAGAGCCTCCTACATACTAATGGATACAACTAT
TTCGATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTC
CACAACTCCTGATCTATITGGGTICTAATCGGGCC
TCCGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGAT
CAGGCACAGATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGT
GGAGGCTGAGGATGTTGGGGTTTATTACTGCATG
CAAGCTCTACAAACTOCGTACAGTTITGGCCAGH
GGACCAAGCTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTG

CACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCIGATGAG
CAGTTGAAATCTGGAACTGLCTCTGTTGTGTGCCT
GCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTA
CAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCA

AGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGAC
GCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGT

CTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGE
TCOUCCOTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGT
GTTAG

Sequéncia
proteina da

leve

de

cadeia

MRLPAQLLGEIMLWVSGSSGDIVMTQSPLSLPVTP
GEPASBISCRSSQSLLHTNGYNYFDWYLQKPGQSPQL
LIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGIDFTLKISRVEAEDV
GVYYCMQALQTPYSFOQGTKLEIKRTVAAPSVFIFP
PSDEQLESGTASVVCLLNNFYPREAKVQWEVIINA
LQSGNSQESVTIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal
sublinhada) :
Dominio varidvel| CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTG

maturo de Sequéncia

GTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCA
CTGTCTCTGOTGGCTCCATCAGAAGTTACTACTG
GACCTGGATCCGGCAGCCCCCAGGGAAGGGACT
GGAGTGGATTGGATATATCTATTACAGTGGGAGC
ACCAACTACAATCCCTCCCTCAAGAGTCGAGTCA
CCATATCAGTAGACATGTCCAAGAACCAGTTCIC
CCTGAAGCTGAGTTCTGTGACCGCTGCGGACACG
GCCOGTTTATTACTGTGCCAGAAAGGOTGACTACG
GTGGTAATTTTAACTACTTTCACCAGTGGGGCCA
GGGAACCCTOGTCACCGTCTCCTCA

de ADN da cadeia
pesada
Dominio varigvel

maturo de Sequéncia
de da

cadeia pesada

proteina

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSIRSYYWTW
RQPPGRGLEWIGYIYYSGSTNYNPSLESRVTISVD

MEXNQFSLEKLSSVTAADTAVY YCARKGDYGGNEN
YFHQWGQGTLVTVSS

Dominio variavel

maturo de Sequéncia

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGEC
CGTCACCCCTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTGC
AGOGTCTAGTCAGAGCCTCCTACATACTAATGGAT
ACAACTATTTCGATTGGTACCTGCAGAAGCCAGG
GCAGTCTCCACAACTCCTGATCTATTTGGGTTCTA
ATCGGGCCTCCGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGG
CAGTGGATCAGGCACAGATTITACACTGAAAATC
AGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGGGGITTATT
ACTGCATGCAAGCTCTACAAACTCCGTACAGTIT
TOGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAA

de ADN da cadeia
leve
Dominio variavel

maturo de Sequéncia
de da

cadeia leve

proteina

DIVMTQSPLSLPVIPGEPASISCRSSQSLLETNGYNY
FDWYLQKPGQSPQLLIYLOSNRASGVPDRFSGSGSG
TOFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTPYSFGQGTK

LEIK
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Quadro 7: Sequéncias de ADN e proteinas do anticorpo 21.4.1

DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal
sublinhada) :

Sequéncia de ADN da| ATGGACTGGACCTGGAGGATCCTICTICTTGGTOG
CAGCAGCCACAGGAGCCCACTCCCAGGTGCAGCT

cadeia pesada GGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTCGAAGAAGCCTGG
GGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGA
TACACCTTCACCGGCTACTATATGCACTGGGTGE
GACAGOCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGG
GATGGATCAACCCTGACAGTGGTGGCACAAACTA
TGCACAGAAGTTTCAGGGCAGGGTCACCATGACC
AGGGACACGTCCATCAGCACAGCCTACATGGAGS
TTACTGTGCGAGAGATCAGCCCCTAGGATATTGT
ACTAATGGTGTATGCTCCTACTTITGACTACTGGG
GOCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCTC
CACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGOCGCCC.

TGGGCTGCCTGGTCAAGQACTACTTCCCCGAACC
GGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACC
AGCGGCGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAGT
CCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGAC
CETGUCCTCCAGCAACTTOGGCACCCAGACCTAC
ACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCA
AGGTGGACAAGACAGTTOAGCGCAAATGTTGTGT
CCAGTGCCCACCOTGUCCAGCACCACCTATGGCA
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCA
AGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGT
CACGTGOGTGOTGGTGGACGTGAGCCACGAAGA
CCCCGAGGTCCAGTITCAACTGGTACGTGGACGGC
GTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCACGG
GAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGGTCA
GCGTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACTGGCTGAA
CGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAA
AGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCC
AAAACCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTG
TACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCA
AGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGG
CTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACC
ACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGUTCCTTCTT
CCTCTACAGCAAGCTCACCGTGOACAAGAGCAGG
TGGCAGCAGGGGAACGTCTICTCATGCTCCGTGA
TGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAA
GAGCCTCTCCCTOTCTCCGGGTAAATGA
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DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal
sublinhada) :
Sequéncia de| MDWTWRILFLVAAATGAHSQVQLVQSGAEVKRPG
, | ASVEVSCKASGYTFIGYYMHEWVRQAPGOGLEWM
proteina da cadelal GwINPDSGGTNYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMEL
pesada NRLRSDDTAVYYCARDQPLGYCTNGVCSYFDYWG

QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCL
VRKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHIFPAVLQESGLY
SLSSVVTVPSENFGTQTYTCNVDHKPFSNTRKVDKTV
ERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPEDTLMISRT
PEVICVVVIRVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHENAKTK
PREEQFNSTFRVVIVLIVVHQDWLNGKEYXKCEVS
NKGLPAPﬁﬂCH&KTKGQPREPQVYTIE?SRESMTK

Sequéncia de ADN da

cadeia leve

ALHNHYTQKSUMSPGK
AT‘A JCICCCTGCTCAGCTCCTGGGOCTICCTGE
T CCAGGTT ATGCGACATCCA
GATGACCCAGTCTCCATCTTCCGTGTCTGCATCTG
TAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCGGGCGAG
TCAGGGTATTTACAGCTGGTTAGCCTGGTATCAG
CAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAACCTCCTGATCT
ATACTGCATCCACTTTACAAAGTGGGGTCCCATC
AAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTOGGACAGATTTIC
ACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAACCTGAAGATT
TTGCAACTTACTATTGTCAACAGGCTAACATTTTC
COGCTCACTTICGGUGGAGGGACCAAGGTGGAGA
TCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCAT
CTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGA
ACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTA
TCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGA
TAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGT
GTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTAC
AGCCTCAGCAGCACCCTGACGUTGAGCAAAGCA
GACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAA
GTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAA
AGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

Sequéncia
proteina

leve

da

de

cadeia

MRLPAQLLGLLLLWEPGSRODIOMTQEPSSVEASVG
PRVTITCRASQGIYSWLAWYQQKPGKAPNLLIYTA
STLQSGVPSRFSGSGSGTDRTLTISSLQPEDFATYYC
QQANIFPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQL
KSGTASVVCLINNFYPREAKVQWEKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYAC
EVTHQGLSSPVTKSFHNRGEC
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DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal
sublinhada) :
Dominio variavel| CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGA

maturo de Sequéncia

AGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGCTTCTGGATACACCTTCACCGGCTACTATATG
CACTGGGTGUGACAGOCCCCTGGACAAGGGCTICG
AGTGGATGGGATGGATCAACCCTGACAGTGGTGG
CACAAACTATGCACAGAAGTTTCAGGGCAGGGTC
ACCATGACCAGGGACACGTCCATCAGCACAGCCT
ACATGGAGCTGAACAGGCTGAGATCTGACGACA
CGGCCGTATATTACTGTGCGAGAGATCAGCCCCT
AGGATATTGTACTAATGGTGTATGCTCCTACTITG
ACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCETCTC
CTCA

de ADN da cadeia
pesada
Dominio varigvel

maturo de Sequéncia
de da

cadeia pesada

proteina

QVOLVOSGAEVEKPGASVEVSCRASGYTFTGYYM
HWVRQAPGQUOLEWMGWINPDSGGTNYAQEFQGR
VIMTRDTSISTAYMELNRLRSDDTAVYYCARDQPL
GYCTNGVCSYFDYWGQGTLVTVSS

Dominio variavel

maturo de Sequéncia

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCGTGT
CTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTG
TCGGGCCAGTCAGOGTATTTACAGCTGGTTAGCC
TGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAC
CTCCTGATCTATACTGCATCCACTITACAAAGTGG
GGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGG
ACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAAC
CTGAAGATTTTGCAACTTACTATTGTCAACAGGC
TAACATTITCCCGCTCACTTITCGGCGCGAGGGACT
AAGGTGGAGATCAAA

de ADN da cadeia
leve
Dominio varidvel

maturo de Sequéncia
de da

cadeia leve

proteina

DIQMTQEPSSVSASVGDRVTITCRASQGIYSWLAWY

QOEPGKAPNLIIYTASTLQSGVPSRFSGSGSGIDFT
LTISSLOPEDFATYYCQQANIFPLTFGGGTEVEIK




Quadro 8:

ADN

127

e sequéncias de proteinas de

varidveis maturos do anticorpo 21.2.1

DESCRICAOQ:

SEQUENCTIA:

ADN da cadeia

pesada

CAGGTGCAGCTGGETGGAGTCTGGGGGAGGCGTG
GTCCAGCCTGOGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGGATICACCTTCAGTAGCTATGTCATG
CACTGGGTCCOGCCAGGCTCCAGGUAAGGGGLTGG
AGTGGGTGGCAGTTATGTCATATGATGGAAGTAG
TAAATACTATGCAAACTCCGTGAAGGGCCGATTC
ACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGT
ATCTGCAAATAAACAGCCTGAGAGCTGAGGACA
CGOCTGTGTATTACTGTGCGAGAGATGGGGHTAA
AGCAGTGCCTGGTCCTGACTACTGGGGCCAGGGA
ATCCTGGTCACCGTCTCCTCAG

da

cadeia pesada

Proteina

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYVMH
WVYRQAPGKCGLEWVAVMSYDGSSKYYANSVRKGRF
TISRONSKNTLYLQINSLRAEDTAVYYCARDGGKA
VPGPDYWGQGILVTVES

ADN da cadeia

leve

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCC
CGTCACCCCTGGAGAGCCGOCCTCCATCTOCTGC
AGOTCTAGTCAGAGTGTTCTGTATAGTAATGGAT
ACAACTATTTGGATTGGTACCTGCAGAAGCCAGG
GCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTATTTIGGGTTCTA
ATCGGGCCTCLGLGGTCCCTGACAGGTTCAGTGG
CAGTGGATCAGGCACAGATTTTACACTGAAAATC
AGCAGAGTGGAGGCTCAGGATGTTGGGGTTTATT
ACTGCATGCAAGTITTACAAACTCCATICACTTITC
GGCCCTGGGACCAAAGTGGATATCAAAC

Proteina da

cadela leve

DIVMTQSPLILPVIPGEPASISCRESQSVLYSNGYNY
LDWYLQKPGQSPQLLIYLGENRASGVPDRFSGSGSG
TDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQVLQTPFIFGPGTK
VDIK

dominios




Quadro 9:

ADN

128

e sequéncias de proteinas de dominios

varidveis maturos do anticorpo 22.1.1

DESCRICAOQ:

SEQUENCTIA:

ADN da cadeia

pesada

CAGGTGCAGCTGOTGGAGTCTGERGGAGGLGTG
GTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGOATTCACCTICAGTCGCTATGGCAT
GCACTGGGTCCGCCAGOCTCCAGGCAAGGGGCTG
GAGTGGOTGGCAGTTATATCATCTGATGGAGGTA
CACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCTGAGGACA
CGGCTGTGTATTACTGTACGAGAAGAGGCACTGG
AAAGACTTACTACCACTACTGTGGTATGGACGTC
TGGGGLCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAG

da

cadeia pesada

Proteina

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFIFSRYGMH
WYRQAPGKOGLEWVAVISSDOGNRK Y YADSVKGRFT
ISRDNSENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRRGTGKT
YYHYCOMDVWGQGTTVTVSES

ADN da cadeia

leve

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCC
CGTCACCCCTGGAGAGCCGGCLTCCATCTCCTGC
AGGTCTAGTCAGAGCCTCCTGTATAGTAATGGAT
ATAACTATTTGGATTGGTACCTGCAGAAGCCAGG
GCAGTCTCCACACCTCCTGATCTATTTGGGTTCTA
ATCGGGCCTCCGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGG
CAGTGOTTCAGGCACTGATTITACACTGAAAATC
AGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGGGGTITATT
ACTGCATGCAAGCTCTACAAACTCCTCGGACQTT
CGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAAC

Proteina da

cadeia leve

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLY SNGYNY
LDWYLQKPGQSPHLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGRC
TDFTLKISRVEAEDVGVY YCMQALQTPRTFGQGTE.
VEIK
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Quadro 10: ADN e sequéncias de proteinas de dominios
varidveis maturos do anticorpo 23.5.1

DESCRICAO: SEQUENCIA:
ADN da cadeia| CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTG
GTCCAGCCTGGOAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
pesada TAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAACTATGGCAT
GUACTGGOTCLGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTG
GAGTGGOTGGCAATTATATCATATGATGGAAGTA
ATAAATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCOATT
CACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATGTGUAAATGAACAGCCTGAGAGCTGAGGAC
ACGGCTOTGTATTACTGTGCGAGACGCGGTCACT
ACGGGAGGGATTACTACTCCTACTACGGTTTGGA
COTCTGGGOCCAAGGGACCACGOTCACCGTCTCC
TCAG

| WVRQAPGKGLEWYAIISYDGSNKYY ADSVKGRFTI
cadeia pesada | SRDNSKNTLYVQMNSLRAEDTAVYYCARRGHYGR
DYYSYYGLDVWGQGTTVIVSS

Proteina da

ADN da cadeia| SATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCC
COTCACCCCTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTGC
leve AGGTCTAGTCAGAGCCTCCYGUCTGGTAATGGAT
ACAACTATTTGGATTGGTACCTGCAGAAGCCAGG
GCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTATTTIGGGTTCTA
ATCGGGCCTCCGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGE
CAGTGGATCAGGCACAGATTITTACACTGAAAATC
AGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGGGGTTTATT
ACTGCATGCAAGCTCTACAAACTCCTCGGACGTT
CGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAAC

PIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRESQSLLYGNGYNY
, LDWYLQKPGQSPQLLIYLOSNRASGVPDRFSGSGSG
cadeia leve TOFTLEKISRVEAEDVGVYYCMQALQTPRTFGQGTE
VEIK

Proteina da




Quadro 11: ADN e

sequéncias

130

de proteinas de dominios

varidveis maturos do anticorpo 23.28.1

DESCRICAOQ:

SEQUENCTIA:

ADN da cadeia pesada

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGOGCCCAGGACTG

GTGAAGCCTTCGGACACCCTGTCCCTCACCTGCA

CTGTCTCYGGTGGCTCCATCAGAGGTTACTACTG

GAGCTGGATCCGGCAGCCCCCTGGGAAGGOACT

GGAGTGGATTGGATATATCTATTACAGTGGGAGC
ACCAACTACAACCCCTCCCTCAAGAGTCGAGTLA
CCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTICTC
CCTGAAGCTGAACTCTGTGACCGCTGCGGACACG
GCCGTGTATTATTGTGCGAGAAAGGGGGGCCTCY
ACGOTGACTACGGCTGGTTCGLCCCCCTGGGGCCA
GGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAG

Proteina da cadeia

pesada

QVQLOQESGPGLVKPSDTLSLTCTVSGGSIRGY YWS
WIRQPPGKGLEWIGYTYYSGSTNYNPSLKSRVTISV
DTSKNQFSLKLNSVTAADTAVYYCARKGGLYGDY
GWFAPWGQGTLVTVSS

ADN da cadeia leve

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGT
CTTTGTCTCCAGGOGAAAGAGCCACCCTCTCCTG
CAGGGUCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGLGACTTA
GCCTGGCACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCA
GACTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCAC
TGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTICT
GGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGG
AGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCA

AAGTGGAE&TCAAAC

Proteina da cadeia

leve

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVESSDLAWH
QUKPGRAFPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTL
TISRLEPEDFAVYYCQHCRSLFTFGPGTKVDIK

ADN da cadeia pesada

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTG

GTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCUTCACCTGCA
CTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGAGGTTACTACTG

GAGCTGGATCCGGCAGCCCCCTGGGAAGGGACT

GGAGTGGATTOGGTATATCTATTACAGTGGGAGC
ACCAACTACAACCCCTCCCTCAAGAGTCGAGTCA
CCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTICTC
CCTGAAGCTGAACTCTGTGACCGCTGCGGACACG
GCCOTGTATTATTGTGCGAGAAAGGGGGOCCTCT
ACGGTGACTACGGCTGGTTCGCCCCCTGGGGCCA
GGGAACCCTGGTC&QCGTCTCCTCAG

WEQPPGKGLEWIGYWYSGSTNYNPSLKSRWEV
DTSKNQFSLELNSVTAADTAVYYCARKGGLYGDY

(dominio variavel)

(23.28.1H-D16E) (SEQ

ID NO: 97)

Proteina da <cadeia QVQLUESGPUL
pesada (dominio

varidvel) (23.28.10-| GWFAPWGQGTLYTVSS
D16E) (SEQ ID NO:

98)
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Quadro 12: ADN e sequéncias de proteinas de dominios
varidveis maturos do anticorpo 23.29.1
DESCRICAO: SEQUENCIA:

ADN da cadeia

pesada

CAGGTGCAGCTGGTGEGAGTCTGGGGGAGGCGTG
GTCCAGCCTGGOAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTG
CAGCCTCTGOATTCACCTTCAGTAGCTATGCCAT
GCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTG
GAGTGGGTGGUCAGTTATATCATATGATGGAAGTA
ATAAATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATT
CACCATCTACAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCTGAGGACA
CGGCTGTGTATTACTGTGCGAGACGCGGTCACTA
GTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCT
CAG

da

cadeia pesada

Proteina

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMH
WVRQAPGKGLEWVAVISYDOGSNKYYADSVKGRFET
IYRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARRGHYG
NNYVYSYYGLDVWGQGTTVTVSS

ADN da cadeia

leve

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCC
COTCACCCCTGGAGAGCCGGECTCCATCTCCTGC
AGGTCTAGTCAGAGCCTCCTGCCTGGTAATGGAT
ACAACTATTTGGATTGOTACCTGCAGAAGCCAGG
GCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTATTTGGGTTCTA
ATCGGGCCTCCGGGATCCCTGACAGGTTICAGTGG
CAGTGGCTCAGGCACAGATTTTACACTGAAAATC
AGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGGGATTTATT
ACTGCATGCAAGCTCTACAAACTCCTCGGACGTT
CAGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAAC

Proteina da

cadeia leve

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLPGNGYNY
LDWYLQKPGQSPQLLIVLGENRASGVPDRFSGSGSG
TRFTLKISRVEAEDVGIY YCMOALQTPRTFGQGTK

VEIK
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Quadro 13: ADN e sequéncias de proteinas de dominios
varidveis maturos de anticorpo 24.2.1
DESCRICAO: SEQUENCIA

ADN da cadeia

pesada

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGUCCAGGACTG
GTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCA
CTETICTCTGGTGGCTCCATCAGAGGTTACTACTG
GAGCTGGATCCGGCAGCCCCCAGGBAAGOGACT
GOGAGTGGATTGGGTATATCTATTACAGTGGGAGC
ACCAACTACAACCCCTCCCTCAAGAGTCGAGTCA
CCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTICIC
CCTGAAGCTGAGTTICTGTGACCGCTGCGGACACG
GCCGTGTATTACTGTGCGAGAAGGGGGGGCCTCT
ACGGTGACTACGGCTGOTTCGCCCOCTGGGGCTUA
GGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAG

da

cadeia pesada

Proteina

QVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSIRGY YWS
WIRQPPGKGLEWIGYIY Y SGSTNYNPSLKSRVTISV
DTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARRGGLYGDY
GWFAPWGQGTLVTVSS

ADN da cadeia

leve

GAAATTOTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCTTGT
CTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCICCTG
GCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCA
GGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCAC
TGGCATCCCAGACAGGTTICAGTGGCAGTGGGTCT
GOGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGG
AGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCA
GTATAGTAGCTTATTCACTTICGGLCCTGGGACC
AAMAGTGGATATCAAAC

Proteina da

cadeila leve

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSTYLAWY
QOKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTL
TISRLEPEDFAVYYCQQYSSLFTFGPGTKVDIK




Quadro 14:

133

Sequéncias de ADN e proteinas do anticorpo

21.2.1

DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal
sublinhada) :

ADN da cadela| ATGGAGTITGGGCTGAGCTGEGITTICCTC (16

pesada TCTTITAAGAGGTGTCCAGTIGTICAGGTGCAGCTG

GTGGAGTCTGGGGGAGGCETGUTCCAGCCTGGG
AGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGOCTCTGGAT
TCACCTTCAGTAGCTATGTCATGCACTGGGTCCG
CCAGGCTCCAGGCAAGGOGCTGGAGTGGGTGGC
AGTTATGTCATATGATGGAAGTAGTAAATACTAT
GCAAACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCA
GAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAAT
AAACAGCCTGAGAGCTGAGGACACGGCTGTGTAT
TACTGTGCGAGAGATGUGGGTAAAGCAGTGCCTG
GTCCTGACTACTGGGGCCAGGGAATCCTGUETCAC
CGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGLTC
TTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCG
AGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGG
ACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTIGTCGTGGAA
CTCAGGCGLTCTGACCAGCGGUGTGCACACCTTC
CCAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCT
CAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTTC
GGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACA
AGCCCAGCAACACCAAGGTGCGACAAGACAGTTG
AGCGCAAATGTTGTGTCGAGTGCCCACCGTGCCC
AGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTC
TTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCT
CCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGA
CAGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAAL
TGGTACGTGGACGGUGTOGAGUTGCATAATGCCA
AGACAAAGUCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCA
CGTTCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTITGTGLAL
CAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGC
AAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCG
AGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGUCCC
GAGAACCACAGGTGTACACCCTGUCCCCATCCCG
GGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGAC
CTGCCTGGTCAAAGOGCTTCTACCCCAGCGACATC
GCCOTGGAGTGOGAGAGCAATGOCGUAGCCGGAG
AACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACT
CCGACGGCTCCTTICTTCCTCTACAGCAAGCTCACT
GTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTC
TICTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCICTGCACA
ACCACTACACGCAGAAGAGCCICTCCOTGTCTCC
GGGTAAATGA
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DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal

sublinhada) :

Proteina da cadeia|MRFGLSWVFLVALIRGVQCQVQLVESGGGVVQFRG
pesada RSLRLSCAASGFTFSSYVMHWVRQAPGKGLEWVA
VMSYDGSSKYYANS VKGRFTISRDNSKNTLYLQINS
LRAEDTAVYYCARDGGKAVPGPDYWGQGILVTVS
SASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVEDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSNFGTQTYTCNVDHKPSNTK VDK TVERKCCVECP
PCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVQFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQFNSTF
RVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPTEK
TISKTKGQPREPQVY TLPPSREEMTENQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYR TTPPMLDSDGSEFL
¥SKLTVDRSRWQQGNVESCSVMHEALHNHY TQKS
LSLSPGK

ADN da cadeia leve ATGAGGPTF: PC,'CAF»TC »EGGGCTGCTAA

GATGACTCAGTCTCCAGTCTCCCTGCCCGTCACCC
CTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAG
TCAGAGTGTTCTGTATAGTAATGGATACAACTAT
TTGCGATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTC
CACAGCTCCTGATCTATTTGGGTTCTAATCGGGCC
TCCGGGGTCCCTGACAGUTTCAGTGGCAGTGGAT
CAGGCACAGATTTITACACTGAAAATCAGCAGAGT
GOAGGCTGAGGATGTTGOGGTTTATTACTGCATG
CAAGTTTTACAAACTCCATTCACTTTCGGCCCTGG
GACCAAAGTGGATATCAAACGAACTGTGGUTGCA
CCATCTGTCTICATCTICCCGCCATCTGATGAGCA
GTTGAAATCTGCAACTGCCTCTIGTTOTETGCCTGC
TCAATAACTTCTATCCCAGAGAGGLCAAAGTACA
GTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGETAAC
TCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAG
GACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGT
TGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCT
ACGCCTGUGAAGTCACCCATCAGGGUCTGAGCTC
GCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTG
TTAG
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DESCRICAOQ:

SEQUENCIA (sequéncia sinal
sublinhada) :

Proteina da
leve

cadeia

GEPASISCRSSOSVLYSNGYNYLDWYLQKPGQSPQL
LIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFILKISRVEARDV
GVYYCMQVLQTPFTFGPGTKVDIKRTVAAPSVFIFP
PSDEQLESGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNA
LQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYERH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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Quadro 15: Sequéncias de ADN e proteinas do anticorpo

22.1.1

DESCRICAOQ:

SEQUENCIA (sequéncia sinal

ADN da cadeia pesada

sublinhada) :

GTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGG
AGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTCAGTCGCTATGGCATGCACTGGGTCOCG
CCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGC
AGTTATATCATCTGATGGAGGTAATAAATACTAT
GCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCA
GAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAAT
GAACAGCCTGAGAGCTGAGGACACGGCTGTGTAT
TACTGTACGAGAAGAGGGACTGGAAAGACTTACT
ACCACTACTOTGOTATGGACGTCTGGGGCCAAGE
GACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAG
GGCCCATCGUTCTTCCOCCTGGOGCCCTGCTCCA
GOGAGCACCTCCGAGAGCACAGCOGCCCTGGGCT
GLCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGOTGAC
GGTGTCGTGGAACTCAGGCGUTCTGACCAGLGGT
GTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAGTCOCTCAG
GACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCC
CTCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGC
AACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTG
GACAAGACAGTTGAGCOGCAAATGTTGTGTCGAGT
GCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACC
GTCAGTCTTCCICTTCCCCCCAAAACCCAAGGAL
ACCCTCATGATCTCCCGGACUCCTGAGGTCACGT
GCGTGGTGGTGGACGTGAGUCACGAAGACLCCG
AGGTCCAGTTCAACTOGGTACGTGGACGGCGTGGA
GQOTGCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGA
GCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGGTCAGCGTC
CTCACCGTTGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCA
AGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCC
TCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAAC
CAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACAC
CCTGCCLCCATCCOGGCGAGGAGATGACCAAGAAT
CAGGTCAGUCTGACCTGUCTGGTCAAAGGCTTCT
ACCCCAGCGACATCOCCOTGGAGTGGGAGAGCA
ATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACAC
CTCCCATGCTGGACTCOGACGGCTCUTTCTTCCTC
TACAGCAAGUTCACCGTGGACAAGAGCAGGATGG
CAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGUTCOGTGATGC
ATGAGGCYCTGCACAACCACTACACGCAGAAGA
GCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA
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DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal
sublinhada) :

Proteina da cadeia|MEFGLSWVFLVALLRGVOCQVQLVESGGGVVQPG
RSLRLSCAASGFTFSRYGMHWVRQAPGEKGLEWVA

pesada VISSDGONKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMN

SLRAEDTAVYYCTRRGTGKTYYHYCGMDVWGQG

TTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLS
SVVTVPSSNFGTQTYTCHNVDHKPSNTKVDKTVERK

COCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPEKPKDTLMISRTPEV
TCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKG

LPAPIEK TISK TEGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLD

SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEEALHN
HYTQKSLSLSPGK

ADN da cadeia leve

A?GA&C@g;CTGCTGAGCTCQZTQ gggﬁgg TGCTAA
SLR! [CTQUATCCAGTOGOGATATTGT
GATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCC
CTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAG
TCAGAGCCTCCTGTATAGTAATGGATATAACTAT
TTGGATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTC
CACACCTCCTGATCTATTTGGGTICTAATCGGGCC
TCCGGOGTCCCTGACAGOTTCAGTGGCAGTGATT
CAGGCACTGATTITACACTGAAAATCAGCAGAGT
GGAGGCTCAGGATGTTGGGUTITATTACTGCATG
CAAGCTCTACAAACTCCTCGGACGTTCGGLCAAG
GGACCAAGGTGGAAATCAAACGAACTGTGGCTG
CACCATCTGICTICATCTTCCCGUCATCYGATGAG
CAGTTGAAATCTGCAACTGCCTICTGTTGTGTGCCT
GCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTA
CAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCA
AGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCYTGAC
GCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGT
CTACGCCTGCOAAGTCACCCATCAGGGUCTGAGE
TCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGT

Proteina

leve

da

cadeila

GTTAG
MRLPAOLLGLLMLWYVSGSSGDIVMTQSPLSLPVTP
GEPASISCRSSQSLLYSNGYNYLDWYLQKPGQSPHL
LIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDV
GVYYCOMGQALQTPRIFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFP
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNA
LQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Quadro 16:

23.5.1

Sequéncias de ADN e proteinas do anticorpo
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DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal
sublinhada)'
ADN da cadeia| ATOQGAG :

pesada TTHTTTAAGﬁGGTCTCCACTGTCAGGTGCAGﬂTG
GTGGAGTCTGGGCGGAGGCATGGTCCAGCCTGOG
AGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGTAGCCTICTGGATT
CACCTTCAGTAACTATGGCATGCACTGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGCAAGGGGUTGOAGTGGGTGGCA
ATTATATCATATGATOGAAGTAATAAATACTATG
CAGACTCCGTGAAGGGUCGATTCACCATCTOCAG
AGACAATTCCAAGAACACGCTGTATGTGCAAATG
AACAGCCTGAGAGUTGAGGACACGGCTGTGTATT
ACTGTGCGAGACGCGGTCACTACGOGAGGUGATTA
CTACTCCTACTACGGTTTGGACGTCTGGGGCCAA
GGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCA
AGGGCCCATCRGTCTTCCCCCTGOLGCCCTGCTC
CAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCGGCCCIGGG
CTGCCTGOTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTO
ACGOTGTCGTGGAACTCAGGUGCTCTGACCAGCG
GOGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAGTCCTC
AGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTG
CCCTCCAGCAACTTCGGTACCCAGACCTACACCT
GCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGG
TOGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGITGTGTCGA
GTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGA
CCGTCAGTCTITCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGG
ACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCAC
GTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCT
GAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGUGTGSG
AGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGG
AGCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGGTCAGCGT
CCTCACCOTTOTGCACCAGGACTGGCTGAACGGC
AAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGC
CTCCCAGUCCCCATCCGAGAAAACCATCTCCAAAA
CCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACA
CCCTGCCCCCATCCOGGGAGGAGATCGACCAAGAA
CCAGGTCAGCCTGACCTGUCTGOGTCAAAGGCTTC
TACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGC
AATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACA
CCTCCCATGUTGGACTCCGACGGUTCCTTCTTCCY
CTACAGCAAGCTCACCGTGGACAACGAGCAGGTG
GCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATG
CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGA
GCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA
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DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal
sublinhada) :

Proteina da cadeia| MEFGLSWVFLVALLRGVQCOVQLVESGGGVVQPG

pesada RSLRISCVASGFTFSNYGMHWVRQAPGKGLEWVA

ASYDGSNKYYADSVEGRFTISRDNSKNTLYVQMNS
LRABDTAVYYCARRGHYGRDYYSYYGLDVWGQG
TTVTVSSASTK GPSVFPLAPCSRITSESTAALGCLVK
DYFPERPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLS
SVVTVPSSNFOTQTYTONVDHKPSNTKVDKTVERK
CCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEV
TCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQFNSTFRVVSVLTYVHQDWLNGKEYKCKVSNKG
LPAPIEBKTISKTRGQPREPQVY TLPPSREEMTENQVS
LICLVRKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLD
SDOSFFLY SKLTVDEKSRWOQOQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLILSPGK

ADN da cadeia leve

TQAGCQm m éf“(‘:’]” CIGGGGCTGCTAA

LT TCRIATS GTC »ﬂSATATTGT

G&TGACTCAGTCTCEACTCTCCCTGCCCGTCACCC
CTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAG
TCAGAGCCTCCTGCCTGGTAATGGATACAACTAT
TTGGATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGGLAGICTC
CACAGCTCOTGATCTATTTGGGTTCTAATCGGGCC
TCCGOGGTCOCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGAT
CAGGCACAGATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGT
GGAGGUTGAGCGATOTTGGGOTTTATTACTGUATG
CAAGCTUTACAAACTCCTCGGACGTTOGGCCAAG
GGACCAAGGTGGAAATCAAACGAACTGYGGCTG

CACCATCTGTCTICATCTICCCGCCATCTIGATGAG
CAGTTGAAATCTGGAACTGCCTSTGTTGTGTGOCT
GCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTA
CAGTGGAAGGTOGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTOTCACAGAGTAGGACAGCA
AGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCYTGAL
GCTCGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGT
CTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCOTGAGC
TCLGCOCGTCACAAAGAGCTTCAALAGGGOAGAGT
GTTAA

Proteina
leve

da

cadeia

LPAQL GSSGDIVMTQSPLSLPVTP
GBPASISCRSSQSLLPGNGYNYLDWYLQKPGQSPQL
LIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDV
GVYYCMQALQTPRTFGQGTK VEIKRTVAAPSVFIFP
PSDEQLKSGTAXVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNA
LQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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Quadro 17: Sequéncias de ADN e proteinas do anticorpo

23.28.1

DESCRICAO: SEQUENCIA (sequem:la 51nal subllnhada)

ADN da cadeial ATGAAACA

pesada MQ,%QA_MCAGGTG{?AGUTG
CAGGAGTCGGGCCCAGCACTGGTGAAGCCTTCGG
AGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTCTGGTGGC
TCCATCAGAGGTTACTACTGGAGCTGGATCCGGC
AGCCCCOCTGGGAAGGGACTGGAGTGBATTGGGT

ATATCTATTACAGTGGGAGCACCAACTACAACCC
CTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGAC
ACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAACT
CTGTGACCGCTGUGGACACGGUCGTGTATTATTG

TGCGAGAAAGGGGOGCCTCTACGUTGACTACGG

CTGGTTCGCCCCCTGGGGCCAGGGAACCCTAGGTC
ACCGTCTCOTCAGCCTCCACCAAGGOUCCATCGG

TCTTCCCCCTGGUGOCCTGCTCCAGGAGCACCTCC
GAG&GCAQAGCGGCCCTGGGCT GECTGC‘ TCMG

ACTCAGGCGCTCTGACCAGOGGCATGCACACCTT
CCCAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCC
TCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTT
CGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCAC
AAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTT
GAGCGCAAATGTTGTGTCGAGTGCCCACCGTGLC
CAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCT
CTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATC
TCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGG
ACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAA
CTGGTACGTGGACGGCGTOGAGGTGCATAATGCC
AAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGC
ACGTTCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTTGTGE
ACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGT
GCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCOCAGCCCOCCAT
CGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGCC
CCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCT
CGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTG
ACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACA
TCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGG
AGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGA
CTCCGACGGCTCCTICTTCCTCTACAGCAAGCTCA
CCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACG
TCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCAC
AACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGICTC
CGGGTAAATGA
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DESCRICAO:

SEQUENCIA (sequéncia sinal sublinhada):

Proteina da cadeia
pesada

WEFLLLVAAPRWVLSQVQLOESGPGLVRPSE
TLSLTCTVSGGSIRGY Y WSWIRQPPGRKGLEWIGYTY
YSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQESLKLNSVTAA
DTAVYYCARKGGLYGDYGWFAPWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPY
TVSWHNSGALTSGVHTFPAVLOQSSGLYSLSSVVIVPS
SNFGTQTYTCNVDHEKPSNTKVDETVERKCCVECPP
CPAPPVAGPSVFLFPPKPXDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTK PREBQFNSTE
RWSVLWVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPANEK
GFYPSDMVEWESNGQFENNYKTI‘PPMLDSBGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGK

ADN da cadeia leve

CCCCAGCGCAGCTTICTCTTCCTCCTGCT
&LTCTGGCT@FC’G. TCCACCGGAGAAATIGTG
TTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTIGTCTCC
AGGOGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGT
CAGAGTOTTAGCAGCAGUGACTTAGCCTGGCACC
AGCAGAAACCTGGUCAGGCTCCCAGACTCCTCAT
CTATGGTGCATCCAGCAGGGUCACTGGCATCCCA
GACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACT
TCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGA
TTITGCAGTGTATTACTGTCAGCACTGTCGTAGCT
TATTCACTTTCGGCCCTGGGACCAAAGTGGATAT

CAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTITCATC

TTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAA
CTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTAT
CCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGAT

AACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTG
TCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACA
GCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAG

ACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGUGAAGT
CACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAG
AGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

Proteina da cadeia
leve

METPAOLLFLLLLWLPESTGEIVLTQSPGTLSLSPGE
RATLSCRASQSVSSSDLAWHQQKPGQAPRLLIYGA

SSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC

QHCRSLFTFGPGTEVDIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLK
SGTASVVCLLNNFYPREAK VQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYERHKVYACE

VTHQGLSSPYTKSENRGEC
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Quadro 18: Sequéncias de ADN e proteinas do anticorpo
23.29.1

DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal sublinhada):
ADN da cadeial| A7 \ GCT Y
pesada

GIGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGG

AGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT

TCACCTTCAGTAGCTATGCCATGCACTGGGTCCG

CCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGATGGC

AGTTATATCATATGATGGAAGTAATAAATACTAT

GCAGACTCCOTGAAGGGUCCGATTCACCATCTACA
GAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAAT
GAACAGCCTGAGAGCTGAGGACACGOUTGTIGTAT
TACTGTGCGAGACGCGGTCACTACGGGAATAATT

ACTACTCCTATTACGGTTITGGACGTCTGGGGCCA

AGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACC

AAGGGCCCATCGOTCTTCCCCCTGGUGCCCTGET

CCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCGGCCCTGG

GCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGT

GACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGC
GGCETGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAGTCCT

CAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGT

GCCCTCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACC

TGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAG

GTGGACAAGACAGTITGAGCGCAAATGTTGTGICG
AGTGCCCACCGTGUCCAGCACCACCTGTGGCAGG
ACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAG

GACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCA

CGTGUGTOGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGALCCC
CGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGLGTG

GAGGTGCATAATGOCAAGACAAAGCCACGGGAG

CAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGGTCAGEG

TCCTCACCGTTIGTGCACCAGGACTGGCTGAACGG

CAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGG

CCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAA

ACCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTOTAL

ACCCTGCCCCCATCCCGGUAGGAGATGACCAAGA .
ACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTT

CTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGOAGAGC
AATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACA

CCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTICTTCCT |
CTACAGCAAGCTCACCOTGGACAAGAGCAGGTG |
GCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATOCTCCGTGATG

CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGA
GECTCTCOCTGTCTCCGGGTAAATGA
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DESCRICAOQ:

SEQUENCIA (sequéncia sinal sublinhada):

Proteina da cadeia
presada

ALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPG
RSLRLSCAASGFH%SYA@&QWVRQA?GKE&ENWVA
VISYDGSNKY YADSVKGRFTTYRDNSENTLYLQMN
SLRAEDTAVYYCARRGHYGNNYYSYYGLDVWGQ
GITVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLY
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHEPSNTRVDKTVER
KCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPXPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVIDGVEVHNAKTKPR
BEEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGEEYKCKVSENK
GLPAPIEKTISKTKGQPREPQVY TLFPSREEMTENG

VELTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPEM

LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEAL
HNHYTQKSLISLSPGK

ADN da cadeia leve

ATGAGGCTCOCTGCTCAGCTCCTGGGGCTGCTAA
TGCTCTGGGTCICTGGATCCAGTGGGGATATTGT
GAT&;ACTCAGTCTCCACTCTCCC’I‘GCCCGTCACCC
CTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAG
TCAGAGCCTCCTGCCTGGTAATGGATACAACTAT
TTGGATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTC
CACAGCTCCTGATCTATTTGGGTTCTAATCGGGCC
TCCGGGGTCCCTCACAGGTTCAGTGGCAGTGGCT
CAGGCACAGATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGT
GGAGGCTGAGGATGTTGGGATTIATTACTGCATG
CAAGCTCTACAAACTCCTCGGACGTTCGGCCAAG
GGACCAAGGTGGAAATCAAACGAACTGTIGGCTG
CACCATCTOICTTICATCTTCCCGCCATCTGATGAG
CAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCT
GCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTT
CAGTGGAGGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCA
AGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGAC
GCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGT
CTACGCCTGCOAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGE
TCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGT
GTTAG

Proteina da cadeia
leve

MRLPAQLLGLIMEWYSGSSGDIVMTQSPLSLPVTP
GEPASISCRSSQSLLPGNGYNYLDWYLQKPGQSPOL
LIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDV
?wﬁqmmmswcum}zﬁmv QOWRVDNA
LOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYERH
KVYACEVTHQGLSSPVIKSFNRGEC
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DESCRICAOQ:

SEQUENCIA (sequen01a sinal sublinhada):

ADN da cadeia level;

(23.29.1LR174K)
(SEQ ID NO:101)

' 'CTGI‘GGA CAG’PGGGGATATTGT

GA'IG&CTCAGTCT CCACTCTCCCTGCCCGICACCC
CTGGAGAGCCGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAG
TCAGAGCCTCCTGCUTGGTAATGGATACAACTAT
TTGGATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTC
CACAGCTCCTGATCTATTTGGGTTCTAATCGGGOC
TCCGGGGTCOCTCACAGGTTCAGTGGCAGTOGCT
CAGGCACAGATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGT
GGAGGCTGAGGATGTTGGGATITATTACTGCATG -
CAAGCTCTACAAACTCCTCGGACGTTCGGCCAAG
GGACCAAGUTGGAAATCAAACGAACTGTGGCTG
CACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAG
CAGTTGAAATCTGGAACTGCCICTGTITGTGTGCCT
GCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTT
CAGTGGA4AGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCA
AGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGAC
GCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGT
CTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGUCTGAGC
TCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGT
GTTAG

Proteina da cadeial}

leve
(23.29.1LR174K)
(SEQ ID NO:101)

L PAQLLGLLML WVSGSSGDIVMTQSPLSLPVTE
GEPASISCRSSQSLLPGNGYNYLDWYLOKPGQSPOQL
LIYLGSENRASGVPDRFIGSGSGTDFTLKISRVEAEDY
GIYYCMQALQTPRTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFP
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNA
LO3GNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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Quadro 19: Sequéncias de ADN e proteinas do anticorpo

24.2.1

ADN da cadeial

pesada CAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGG
- AGACCCTGTCCCTICACCTGCACTOTCTCTGOTGGC
TCCATCAGAGGTTACTACTGGAGCTGGATCCGGC
AGCCCCCAGGOAAGGCACTGGAGTGRATTGGGT

ATATCTATTACAGTGGGAGCACCAACTACAACCC
CTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGAL
ACGTCCAAGAACCAGTICTCCCTGAAGCTGAGTT
CTGTGACCGCTGUOGACACGGCCOGTGTATTACTG
TGCGAGAAGGGGGGGCCTCTACGGTGACTACGS

CTGGTTCGCCCCCIGOGRGCCAGGGAACCCTGGTC
ACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGG

TCTTCCCCCTGGOGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCC
GAGAGCACAGCGGCCCTGGGCTOCCTAOGICAAG

GACTACTTCCCCGAACCGOTGACGOTGTCGTGGA
ACTCAGGCGOTCTGACCAGCGGCGTGCACACTTT
CCCAGCTOTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCLC
TCAGCAGCGTOOTGACCGTGUCCTCCAGCAACTT

CGOCACCCAGACCTACACCTGUCAALGTAGATCAC
AAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTT

GAGUGCAAATGTTGTGTCGAGTGUCCACCGTGOC
CAGCACCACCTGTOOCAGGACTCOTCAGTCTICCT

CTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATC

TCCUGGACTLCTGAGGTCACGTGCGTGOTGGTGG
ACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTUCAGTTCAA
CTGGTACOTGGACGGUGTGOAGGTGCATAATGLC
AAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGC
ACGTTCCGTGETGOTCAGCGTCCTCACCOGTTGTIGC

ACCAGGACTOGCTGAACGGUCAAGGAGTACAAGT

GCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCLCAGCCCCCAT
CGAGAAAACCATCTUCAAAMACCAAAGGGCAGCC

CCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCC
CGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTG

ACCTGCCTGGTCAAAGGECTTCTACCCCAGCGACA
TCGCOGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGG

AGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTOGA
CTCCGACGOCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCA
COGTGQACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACG
TCTTCTCATGCTCOGTGATGCATGAGGCTCTGLAC
AACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTICCCTGTCTIC
CGGOTAAATGA

DESCRICAO: SEQUENCIA (sequenc1a sinal subllnhada)
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DESCRICAO:

SEQUENCIA (sequéncia sinal sublinhada) :

Proteina

cadeia pesada

da

MKHLWFFLLLV AAPRWVLSQVQLQESGPGLVKPSE
TLSLTCTVSGGSIRGYYWS WIRQPPGKGLEWIGYTY
YSGSTNYNPSLESRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAA

DTAVYYCARRGGLYGDYGWFAPWGQGTLVTVSS

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPV
TVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS
SNFGTQTYTONVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPP
CPAPPYVAGPSVELFPPKPKDTLMISRIPEVTCVVVD

VSHEDPEVOFNWYVDGVEVENAKTKPREEQFNSTF
RVVSVLTVVHODWLNGKEYKCK VSNRGLPAPIEK

TISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTXNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGK

ADN da

leve

cadeia

ATGGAAACCCCA QG(;& CTCT‘I‘CETC CTGCT
ACTCTGG CA SA AGAAATTGTG
TI‘GACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCC
AGGGOAAAGAGCCACCCTCICCTGCAGGGCCAGT
CAGAGTGTTAGCAGCACCTACTTAGCCTGGTACC
AGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCAT
CTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCA
GACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACT
TCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGA
TTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATAGTAGCT
TATTCACTTTCGGCCCTGGGACCAAAGTGGATAT
CAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATC

CTGCCTCTGFPGTGTGCCTGCTG&ATAACTTCTAT
CCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGAT
AACGCCCTCCAATCGGOGTAACTCCCAGGAGAGTG
TCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACA
GCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAG
ACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGT
CACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCOTCACAAAG
AGCTTCAACAGGGGAGAGTUTTAG

Proteina

cadeia leve

da

METPAQLLELLLLWLPDTTGRIVLTQSPGTLSLSPGE
RATLSCRASQSVSSTYLAWYQQOKPGQAPRLLIYGA
SSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC
QQYSSLFTFGPGTKVDIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLK
SGTASVVCLLNNEYPREAKVQOWK VDNALOSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYERHKVYACE
VTHQGLSSPVIKSFNRGEC
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Quadro 20: ADN e sequéncias de proteinas dos dominios

varidveis maturos de anticorpo 22.1.1H-C109A

DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal
sublinhada) :

GTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTICCTGTG
pesada (SEQ ID NO:| cAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTCGCTATGGCAT
95) GCACTGGGTCCGUCAGGCTCCAGGCAAGGGLCTS

GAGTGGGTGGCAGTTATATCATCTGATGGAGGTA
ATAAATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATT
CACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCTGAGGACA
COGCTOTGTATTACTOTACGAGAAGAGGGACTGS
AAAGACTTACTACOACTACGCCGGTATGGACGTC
TGGGGCCAAGGOACCACGGTCACCGTCTCCTCAG
, [ QVOLVESGGGVVOPGRSLRLSCAASGFIFSRYGMH
Proteina da cadelal g moapGRGLEWYAVISSDGONKYYADSVEGRET
pesada (SEQ ID NO:|ISRONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCTRRGTGKT
o6 YYHYAGMDVWGQGTTVIVSS

Quadro 21: ADN e sequéncias de proteinas dos dominios

varidveis maturos de anticorpo 23.28.1L-C92A

DESCRICAO: SEQUENCIA (sequéncia sinal

sublinhada) :
GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGT
CTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCICCTG
(SEQ ID NO: 99) CAGGOCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCGACTTA
GCCTGGCACCAGCAGAAACCTGGUCAGGCTCCCA
GACTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCAC
TGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCT
GGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGG
AGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCA
CGCCCGTAGCTTATTCACTTTCGGCCCTGGGACT
AAAGTGGATATCAAAC

\
Proteina da cadeia| EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSDLAWH
QQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTL
leve (SEQ ID| TISRLEPEDFAVYYCQHARSLFTFGPGTKVDIK
NO:100)
EXEMPLO IIT

Andlise de Substituicgdes de Aminodcidos da Cadeia Pesada e

ADN da cadeia leve

Leve

As Figuras 1D-1H e 2D-2H proporcionam alinhamentos de

sequéncia entre as sequéncias de aminodcidos dominio
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variavel de cadeia pesada preditas dos anticorpos
monoclonais 3.1.1, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 21.2.1,
22.1.1, 22.1.1H-C109A, 23.5.1, 23.28.1, 23.28.1H-D16E,
23.29.1 e 24.2.1 anticorpos e as sequéncias de aminoacidos
de linha germinal dos seus respectivos genes. A maioria daa
regides CDR3 de <cadeia pesada contém insercgdes de
aminoacidos.

O gene DLR1 usado no dominio Vg de anticorpo 21.4.1
codifica dois residuos de cisteina (Cys). A analise de
espectrometria de massa e modelagem de homologia
demonstraram que os dois residuos de Cys sdo ligados por
ponte de dissulfeto, e que esta ligacdo de dissulfeto né&o
quebra a estrutura do anticorpo.

As Figuras 1A-1C e 2A-2C proporcionam alinhamentos de
sequéncia entre as sequéncias de aminodcidos de cadeia leve
variadvel preditas dos anticorpos monoclonais 3.1.1, 7.1.2,
10.8.3, 15.1.1, 21.4.1, 21.2.1, 22.1.1, 23.5.1, 23.28.1,
23.28.1L-C92A, 23.29.1 e 24.2.1 clones e as seqguéncias de
aminodcidos de linha germinal dos seus respectivos genes.
As cadeias leves destes anticorpos s&do derivadas a partir
de trés genes Vk diferentes. Sete dos onze anticorpos usam
o gene Vk A3/A19, seis de gque tém duas mutacdes na CDRI
regido. Além disso, cinco dos sete anticorpos que utilizam
o gene Vk A3/Al19, também usam o gene Jkl; em todos estes
anticorpos o primeiro aminodcido derivado a partir do gene
Jxl é consistentemente alterado de um W a um R.

Seré apreciado que muitos das substituicdes
identificadas acima de aminodcidos ou insercdes existem em
proximidade imediata a ou dentro de uma CDR. Tais
substituicdes parecem possuir algum efeito sobre a ligacédo
do anticorpo a molécula de CD40. Além disso, tais
substituicdes poderiam ter um efeito significativo sobre a
afinidade dos anticorpos.

EXEMPLO IV

Reactividade Cruzada de Espécies dos Anticorpos da Invencgédo
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Andlises de FACS foram realizadas para determinar a
ligacdo e afinidade dos anticorpos da invencdo para CD40 de
varias espécies, particularmente certos macacos do velho
mundo. Incubaram-se aliquotas de sangue completo humano e
de macaco durante 1 hora em gelo com concentracdes
crescentes dos anticorpos anti-CD40 da invencéao
exemplificados no presente documento ou com um anticorpo
anti-hemocianina de molusco keyhole (KLH) como um controlo
negativo. Incubaram-se entdo as amostras durante 30 minutos
em gelo com RPE conjugado com IgG2 anti-humano
(ficoeritrina). A ligacdo foi medida por citometria de
fluxo de células B CD 19/CD20 positivas e os histogramas de
intensidade de fluorescéncia (F12-H) versus numero de
células (Contagens) foram analisados usando software Cel-
1Quest. A ligacdo foi estimada (Kp) para cada anticorpo a
partir dos graficos de intensidade de fluorescéncia média
versus concentracdo de anticorpos. Controlou-se a deplecéo
do anticorpo por meio da medicdo da ligacdo ao longo de um
intervalo de concentracdes celulares.

Os anticorpos 3.1.1, 7.1.2, 10.8.3, 15.1.1 e 21.4.1
foram testados para a ligacdo a células B humanas, rhesus e
cinomolgos. Também se testou os anticorpos 21.2.1, 22.1.1,
23.5.1, 23.25.1, 23.28.1, 23.29.1 e 24.2.1 para a ligacédo a
células B humanas e cinomolgos.

Observou-se que o sinal méximo e a concentracido para
metade da ligacgdo maxima to macaco células, foi dentro de
um factor de dois ao correspondente parametros para células
B humanas. Nenhuma ligacdo foi observada em experiéncias
similares com sangue de ratinho, rato, coelho e céo.
EXEMPLO V

Selectividade dos anticorpos para CD40

Realizou-se outro ensaio in vitro para determinar a
selectividade dos anticorpos da invencdo com respeito a
CD40.

ELISA de Selectividade CD40: Materiais e Métodos
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Cobriu-se uma placa de 96 pocos FluroNUNC (N° de Cat.
Nunc 475515) com quatro antigénios: CD40/Ig, CD44/Ig,
RANK/Ig, 4-1BB/Ig, TNFR-1/Ig e TNFR-2/Ig (antigénios
gerados no laboratério), durante a noite a +4 °C a 1 pg/ml
de 100 pl/poco em 0,1 M de tampdo bicarbonato de sdbédio, pH
9,6. Em seguida lavou-se a placa com PBST (PBS + 0,1 %
Tween-20) trés vezes e bloqueou-se a placa com PBST+0,5 %
de BSA a 150 pl/poco. Incubou-se a placa a temperatura
ambiente durante 1 hora e em seguida lavou-se com PBST trés
vezes. Em seguida, diluiu-se os anticorpos anti-CD40
gerados no Exemplo I em bloco a 1 upug/ml e adicionou-se os
anticorpos diluidos a ©placa. Incubou-se a placa a
temperatura ambiente durante 1 hora em seguida lavou-se com
PBRST trés vezes. Em seguida tratou-se 08 pogos dgue
continham os anticorpos gerados no Exemplo I com 100
ml/poco de IgG2-HRP anti-humano (Southern Biotech N° de
Cat. 9070-05) num 1:4000 diluicdo em bloco. Também, tratou-
se uma fila com IgG anti-humano (N° de Cat Jackson 209-035-
088) diluido até 1:5000 em bloco e adicionado a 100 upl/poco
para normalizar para o revestimento de placa. Também
tratou-se uma fila com anti-CD40 humano-HRP (N° de Cat
Pharmingen 345815/Custom HRP conjugado) a 0,05 mg/ml
diluido em bloco como um controlo positivo. Incubou-se a
placa a temperatura ambiente durante 1 hora e em seguida
lavou-se com PBST trés vezes. Adicionou-se substrato TMB (K
& P Labs) a 100 pl/poco e incubou-se a placa durante 5 a 10
minutos. Em seguida leu-se a placa usando um leitor de
placa Spectra-Max™. Os resultados mostraram que @ 0sS
anticorpos tém uma selectividade para CD40 que é pelo menos
100 vezes maior gue sua selectividade para RANK, 4-1RB,
TNFR-1 e TNFR-2 em que o sinal especifico de CD40 (sinal de
CD40 menos fundo) ¢ pelo menos 100X maior que o
correspondente sinal para as outras moléculas.
EXEMPLO VI
Estudos de Classificacdo de Epitopo
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Ao demonstrar gque os anticorpos da invencdo sé&o
selectivos para CD40, foram realizadas anédlise de ligacéo
por competicdo usando BIAcore e FACS.

Estudos de Competicdo BIAcore

Realizou-se estudos de competicédo BIAcore para
determinar se os anticorpos anti-CD40 humanos da invencéo
se ligam ao mesmo local ou a distintos locais na molécula
de CD40.

Nestas experiéncias usou-se um instrumento BIAcore
2000, seguindo os protocolos do fabricante. A Proteina A
foi imobilizada nas superficies de chip de sensor do
BIAcore. Uma concentracdo de saturacdo de CD40-Ig gque
compreende o dominio extracelular de CD40 foi unida ao chip
do sensor. Em seguida ligou-se um primeiro anticorpo
agonista humano anti-CD40 da invencdo, um anticorpo anti-
CD40 comercial ou CD40L ao CD40 ligado ao chip de sensor
sob condigbdes de saturacéo. Em seguida mediu-se a
capacidade de um segundo agonista de anticorpo humano anti-
CD40 da invencdo para competir com o primeiro anticorpo,
anticorpo comercial ou CD40L para a ligacdo a CD40. Esta
técnica permitiu designar os anticorpos a diferentes grupos
de ligacdo. A ligacdo a CD40 indicou o reconhecimento de um
epitopo independente. A falta de ligacdo pode indicar
reconhecimento do mesmo epitopo ou epitopos sobrepostos.
Estudos de FACS

Realizou-se estudos FACS para determinar se 0s
anticorpos anti-CD40 humanos da invencdo se ligam ao mesmo
local ou a distintos locais na molécula de CD40, e para
determinar se se ligam ao mesmo local ou a distintos locais
na molécula de CD40 como anticorpos anti-CD40
comercialmente disponiveis EA5 (N° de Cat. Alexis ANC-300-
050), LOB7/6 (Serotec MCA/590PE) e 5C3 (Pharmingen # 555458
(ndo marcado) e 555460 (PE marcado for FACS).

Contou-se e marcou-se células dendriticas tratadas com

anticorpos anti-CD40 da invencdo com PE marcado EA5 ou PE
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marcado LOB7/6 anticorpo em gelo durante 30 minutos. Apds
uma lavagem, a coloracdo de células foi analisada num
citédmetro de calibre B-D. A ligacédo reduzida dos anticorpos
comerciais foi interpretada como uma indicacdo de que o
anticorpo de teste se uniu ao mesmo ou epitopo sobreposto.

A anadlise de ligacdo por competicdo por meio de
BIAcore e FACS mostrou que o0s epitopos reconhecidos pelos
anticorpos mAb 21.4.1 se sobrepbde com o epitopo reconhecido
pelo anticorpo EAS, ndo se sobrepds com o epitopo
reconhecido pelo anticorpo LOB7/6 comercialmente disponivel
e ndo se sobrepde com o local de ligacdo para CD40L. Os
epitopos reconhecidos pelos anticorpos restantes da
sobreposicdo com o local de ligacdo para CD40L.

O Quadro 22 resume o0s resultados destes epitopo
classificacdo estudos.

QUADRO 22

Classificacédo de epitopo por meio de competicdo BIAcore de
Certos Anticorpos anti-CD40 da invencéo

EAS 5C3 |LOB7/ 3.1.1, 21.4.1| 23.25.1, CD40 L
0 21.2.1, 23.28.1,
22.1.1, 24.2.1
23.5.1,
23.29.1
EAS X X X X
5C3 X X X X
LOB7/6 X
3.1.1, X
21.2.1,
22.1.1,
23.5.1,
23.29.1
21.4.1 X x X
23.25.1, X X X X
23.28.1,
24 .2.1
CD40L x x x X x X

EXEMPLO VIT

Regulacdo positiva de Moléculas de superficie por

anticorpos anti-CD40
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Realizou-se um ensaio de sangue completo para
determinar se os anticorpos anti-CD40 humanos da invencéo
regulam positivamente a expresséo de moléculas de
superficie de células B.

Sangue completo Humano ou primata foi diluido 1:1 com

meio RPMI e incubado durante 24 horas com vVvarias
concentracdes de anticorpos agonistas contra CD40 ou
controlos. Células foram corados durante 30 minutos (em
gelo, no escuro) for HLA-DR,
ICAM, B7-1, B7-2, CD19/CD20, <CD40, CD23 e <CD71, wusando
reagentes de anticorpo marcados com fluorocromo
comercialmente disponiveis. As células foram entédo
analisadas num FACS-Caliber (Becton-Dickinson). As células
B foram identificadas por formacdo de ponte em células CD
19 ou CD20 positivas, e o0s marcadores de activacéao
determinados para esta ponte.

As vezes de aumento méaximo de fluorescéncia mediana (a
<1 pg/ml anticorpo), e a ECsp média obtida usando um dos
anticorpos anti-CD40 da invencdo reivindicada (21.4.1) sé&o
mostrados no Quadro 23.

QUADRO 23

Regulacdo positiva de Moléculas de superficie de células B

por um Anticorpo anti-CD40 da invencéo

Vezes de aumento méximo [ECsy (ng/ml)
Média +/- desvio padrdo |Média +/- desvio padréo
MHC IT 4,50 +/- 0,52 3,85 +/- 0,35
CD'71 2,30 +/- 0,77 0,73 +/- 0,28
ICAM 4,52 +/- 2,42 15,3 +/- 7,3
CD23 69,9 +/- 25,8 19,0 +/- 4,4
B7-2 2,74 +/- 0,14 16,0 +/- 21,9

Também realizou-se experiéncias para determinar se os
anticorpos anti-CD40 humanos da invencéo regulam
positivamente a expressdo de moléculas de superficie de

célula dendritica derivada de mondcito.
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Preparacdo das células dendriticas derivadas de mondcito

O sangue periférico foi colhido de voluntdrios humanos
normais. Células mononucleares foram isoladas usando tubos
Sigma Accuspin (St. Louis, MO), lavados com meio RPMI
(Gibco BRL, Rockville, MD) e colocados em baldes de cultura
de tecido a 5 x 10°/ml em meio RPMI completo (contendo 100
U/ml de penicilina/estreptomicina, 10 mM de tampdo HEPES, 2
mM de glutamina, 0,1 mM de aminodcidos nédo essenciais;
todos de Gibco BRL); e 10 % de soro fetal bovino (Hyclone,
Logan, Utah). Apdés um 3 horas de incubacdo a 37 °C (5 % de
CO;z), células nédo aderentes foram removidas e as células T
foram isoladas usando colunas de seleccdo (R&D Systems,
Minneapolis, MN). As células aderentes foram lavadas com
meio RPMI e incubadas durante 7 dias em meio RPMI completo
suplementado com 10 ng/ml de IL-4 (R&D Systems) e 100 ng/ml
de GM-CSEF (R&D Systems). As células ndo aderentes foram
entédo isoladas, lavadas, e utilizadas como células
dendriticas derivadas de mondécito (mDCs) para todas as
experiéncias. As células aderentes restantes foram
removidas usando tripsina / EDTA e utilizadas em
experiéncias que empregavam mondcitos aderentes.

Para determinar se os anticorpos anti-CD40 da invencédo
regulam positivamente a expressdo de marcadores de célula
superficie, as células dendriticas derivadas de mondcito
foram cultivadas com varias concentracdes dos anticorpos
agonistas durante 48-72 horas, seguido por coloracido (30
minutos, em gelo, no escuro) for HLA-DR, ICAM, B7-1, B7-2,
CD40 e (D83, wusando reagentes de anticorpo marcado com
fluorocromo comercialmente disponiveis. As células foram
entdo analisadas num FACS-Caliber (Becton-Dickinson).

As vezes de aumento maximo de fluorescéncia mediana (a
<1 pg/ml de anticorpo), e a ECsp média obtida usando um dos
anticorpos anti-CD40 da invencédo reivindicada (21.4.1) séo

mostrados no Quadro 24.
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QUADRO 24

Regulacdo positiva de Moléculas de superficie de
células dendriticas por um Anticorpo anti-CD40 da
invencéo

Vezes de aumento|ECsy (ng/ml)

maximo

Média +/- desvio|Média +/-

padréio desvio padréo
MHC II 7,7 +/- 5,6 252 +/- 353
CD83 36,3 +/- 42,2 233 +/- 262
ICAM 10,4 +/- 4,8 241 +/-140
B7-2 21,9 +/- 9,4 71,4 +/- 44,4

Realizou-se experiéncias similares com células B e
anti-CD40 da
Foi medida a expressdo de moléculas
B (MHC-II, ICAM, B7-1, B7-2 e

mas usando 1 pg/ml do anticorpo

mDCs usando vVAarios anticorpos invencido e
marcadores adicionais.
de superficie de células
CD23) como descrito acima,
anti-CD40.

no

Os resultados desta experiéncia sdo apresentados
25. expressdo de moléculas de
superficie de células dendriticas (MHC-II, ICAM, B7-1, B7-2
e CD83) apds 72 horas como indicado acima, mas usando 1
ug/ml do anti-CD40. Os

experiéncia sdo apresentados no Quadro 26.

Quadro Foi medida a

anticorpo desta
Quadros 25-26

de aumento em intensidade mediana +/-

resultados
mostram as vezes
desvio padrédo.

QUADRO 25

Regulacdo positiva de B-Moléculas de superficie celular por anticorpos
anti-CD40 da invencéo

MHC Classe|ICAM (CD54) |B7-1 (CD|R7-2 (CD86) |CD23

II 80)

célula B célula B célula B célula B célula B
3.1.1 3,2 +/- 2,6 1,3 +/- 0,2|1,7+/-0,2 1,2 +/- 0,4 |5,6 +/- 4,8
21.2.1 |1,2 +/- 0,2 1,3 +/- 0,9|0,9 +/- 0,5](1,0 +/-11,0 +/- 0,1

0,04

21.4.1 3,6 +/- 3,0 (5,0 +/- 3,0(1,9 +/- 0,8(1,8 +/- 0,7 |21,5 +/-34,8
22.1.1 (1,4 +/- 0,5 (1,1 +/- 0,2|1,2 +/- 0,3(1,0 +/- 0,1 1,3 +/- 0,2
23.5.1 (1,4 +/- 0,5 (1,1 +/- 0,2|1,4 +/- 0,6(1,0 +/- 0,1 |1,1 +/- 0,2
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Regulacédo positiva de B-Moléculas de superficie celular por anticorpos
anti-CD40 da invencdo

MHC Classe|ICAM (CD54) [B7-1 (CD|B7-2 (CD86) |CD23
11 80)
célula B célula B célula B célula B célula B

23,25.112,5 +/-

1 2,5 +/- 0,9|1,6 +/- 0,4|1,3 +/- 0,2 |4,3 +/- 2,3
23.28.1|1,1 +/- 0,

0

1

,1 +/- 0,2|1,8 +/- 0,6(1,0 +/- 0,1 (1,1 +/- 0,4
,0 +/- 0,211,3 +/- 0,610,9 +/- 0,2 |1,1 +/- 0,1
,6 +/- 0,8(1,1 +/- 0,4|1,1 +/- 0,2 |0,9 +/- 0,6

23,29.1|1,2 +/-
24.2.1 |1,8 +/-

=]

QUADRO 26

Regulacdo positiva de Moléculas de superficie de células dendriticas por
Anticorpos anti-CD40 da invencédo

MHC Classe|ICAM (CD54) |B7-1 (CD|B7-2 (CD86) CD83

II 80)

DC DC DC DC DC
3.1.1 |4,4 +/- 2,4 |1,5 +/- 0,7 |1,8 +/- 0,9(23,7 +/- 33,5 |15,2 +/-18,2
21.2.1{1,8 +/- 1,3 (1,5 +/- 0,9 0,9 +/- 0,4]1]7,4 +/- 10,5 10,8 +/-16,5
21.4.1(5,0 +/- 3,8 |3,7 +/- 1,4 |1,5 +/- 1,11]12,9 +/- 13,3 |48,6 +/-49,5
22.1.112,3 +/- 1,2 |1,6 +/- 0,7 1,4 +/- 1,0]|16,3 +/- 25,5 [12,0 +/-17,0
23.5.112,3 +/- 1,8 |1,2 +/- 0,5 |1,1 +/- 0,6(10,7 +/- 17,5 [9,2 +/- 11,1
23.25.(2,1 +/- 1,8 |2,4 +/- 1,0 1,1 +/- 0,5(3,3 +/- 4,2 13,6 +/-28,9
1

23.28. 2,4 +/- 1,7 2,7 +/- 2,1 |1,3 +/- 0,610,606 +/- 17,5 |18,3 +/-22,6

23.29.(2,0 +/- 1,5 |1,2 +/- 0,4 (0,9 +/- 0,5]8,4 +/- 10,6 10,6 +/-13,1

24.2.114,7 +/- 3,0 |2,1 +/- 1,2 |3,8 +/- 3,8|56,6 +/- 95,8 [31,2 +/-28,4

O Quadro 27 compara a regulacdo positiva de moléculas
de superficie celular em células dendriticas sobre células
B em termos da razdo de as vezes de aumento médio em
células dendriticas sobre as vezes de aumento médio em
células B.

QUADRO 27
Regulacéao positiva de Moléculas de
superficie celular em Células dendriticas
versus células B

B7-1 B7-2 MHC ICAM
(CD80) (CD86) Classe (CD54)
IT
3.1.1 1,08 19,40 1,38 1,15
21.2.1 1,01 7,37 1,49 1,12
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Regulacéao positiva de Moléculas de
superficie celular em Células dendriticas
versus células B

B7-1 B7-2 MHC ICAM

(CD80) (CD8o) Classe (CD54)

1T

21.4.1 10,77 7,04 1,37 0,74
22.1.1 1,18 16,36 1,01 1,44
23.5.1 10,83 10,54 1,59 1,06
23.25.1 10,66 2,57 0,85 0,98
23.28.110,71 10,81 2,16 2,57
23.29.110,73 9,07 1,66 1,23
24.2.1 |3,48 52,30 2,64 1,35

EXEMPLO VIII

Aumento de Secrecdo de citocina

Realizou-se um ensaio de célula dendritica derivada de
monécito para determinar se os anticorpos anti-CD40 humanos
da invencdo potenciam a secrecdo de IL-12p40, IL-12p70 e
IL-8.

As células dendriticas derivadas de mondécito e o0s
mondécitos aderentes foram preparados como descrito acima.
As células foram cultivadas na presenca de um anticorpo
anti-CD40 da invencdo (21.4.1) ou com um anticorpo de anti-
hemocianina de molusco keyhole (KLH) como um controlo
negativo. As citocinas foram medidas nos sobrenadantes a 24
horas por meio de ELISA (R&D Systems). Em alguns estudos
(veja-se Quadro 28), as células dendriticas derivadas de
mondécito tratadas com o anticorpo também foram co-
estimuladas com 100 ng/ml de LPS (Sigma), 1000 U/ml de IFNy
(R&D Systems) ou 25 ng/ml de IL-18 R&D Systems.

O anticorpo anti-CD40 aumentou a producdo IL-12p40,
IL-12p70 e IL-8 tanto em células dendriticas derivadas de
mondécito como em mondécitos aderentes. A presenca de LPS
ainda aumentou a producdo de IL-12p40 e IL-12p70. Somente
niveis minimos de citocinas foram detectados nos

sobrenadantes de células dendriticas incubados com o
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anticorpo de isotipo de controlo, anti-KLH. Os resultados
representativos sdo apresentados no Quadro 28 e nas Figuras
3 e 4. O Quadro 28 resume as principais citocinas
produzidas por células dendriticas ou mondcitos aderentes
em 1 pg/ml de um anticorpo anti-CD40 da invencdo (21.4.1)
+/- 100 ng/ml LPS. Como mostrado na Figura 3, o anticorpo
anti-CD40 aumentou producdo de IL-12p40 pelas células
dendriticas humanas. A Figura 4 ilustra a producéo
aumentada de IL-12p70 pelas células dendriticas humanas na
presenca de anticorpo e 100 ng/ml de LPS.
QUADRO 28

Aumento de Secrecdo de IL-12p40, IL-12p70 e IL-8 por um
Anticorpo anti-CD40 da invencé&o

Tratamento Citocina induzida
Tipo de|Anticorpo |LPS 100|IL-12p40 (IL-12p70 |IL-8
célula 1 ng/ml ng/ml ug/ml ng/ml ug/ml
Célula 21.4.1 + 32252 1000 ND
dendritica

21.4.1 - 1200 76 1200

anti-KLH [+ 14280 352 ND

anti-KLH |- 200 4 150
Mondcito 21.4.1 - ND ND 7000
aderente

21.4.1 + ND 425 ND

anti-KLH - ND ND 400

anti-KLH [+ ND 30 ND

ND = ndo determinado

Experiéncias similares foram realizadas usando
maltiplos anticorpos anti-CD40 da invencdo. As células
dendriticas derivadas de mondécito foram preparadas como
descrito acima e cultivadas na ©presenca de Vvarias
concentracdes dos anticorpos anti-CD40 e foram co-
estimuladas com 100 ng/ml LPS (Sigma). O IL-12p70 em the
sobrenadante foi medido a 24 horas por meio de ELISA (R&D
Systems) e a ECsy para cada anticorpo foi determinada. Os

resultados das experiéncias sdo apresentados no Quadro 29.
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QUADRO 29

Aumento de Secrecdo de IL-12p70 Em Células dendriticas

DC IL-12p70
Clone de|ECso pg/ml Max pg/ml
Anticorpo
21.4.1 0,3 1796-7004
22.1.1 0,1 720-1040
23.25.1 0,2 540-960
23.5.1 0,1 676-1112
24.2.1 0,2 754-3680
3.1.1 0,2 668-960
23.28.1 0,2 1332-1404
23.29.1 0,1 852-900
21.2.1 0,03 656-872

Também se testou a capacidade dos anticorpos anti-CD40
da 1invencdo para aumentar a secrecdo de IFN-gama das
células T num ensaio de c¢élula dendritica/célula T
alogénica. Para realizar este ensaio, células T e mondcitos
foram isolados do sangue periférico de voluntérios
saudéaveis. O0Os mondécitos foram diferenciados em células
dendriticas usando os métodos descritos acima. 1 x 10°
células T obtidas a partir de um individuo foram cultivadas
com 1 x 10° células dendriticas obtidas a partir de um
individuo diferente na presenca de um anticorpo anti-CD40
da invencdo ou um anticorpo de controlo. Apds 4 dias de
cultura, os sobrenadantes foram ensaiados para secrecdo de
IFN-gama por meio de ELISA. Os resultados deste ensaio séo
mostrados no Quadro 30.

QUADRO 30
Aumento de Secrecdo de IFN-gama por anticorpos anti-CD40 da
invencéao

DC Alo/T IFNy

Clone de

Anticorpo ECsq pg/ml Max pg/m
21.4.1 0,3 212
22.1.1 0,3 110-180
23.25.1 0,3 180-232
23.5.1 0,2 150-240
24.2.1 0,2 111-194
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Aumento de Secrecdo de IFN-gama por anticorpos anti-CD40 da
invencéao

DC Alo/T IFNy

Clone de

AnthOIpO EC5O Ug/ml Max pg/m
3.1.1 0,1 100-195
23.28.1 0,2 120-190
23.29.1 0,3 134-150
21.2.1 0,03 230-256
EXEMPLO IX

Inducdo de Inflamatdério Citocinas pelos anticorpos anti-

CD40 da invencéo
Os anticorpos 10.8.3, 15.1.1, 21.4.1 e 3.1.1 foram

testados num ensaio de libertacdo de citocina de sangue

completo descrito por Wing et al., Therapeutic. Immunol.
2:183-90 (1995) para determinar se inflamatdério citocinas
sdo induzido pelos anticorpos a concentracdo de 1, 10 e 100
ng/ml. Nenhuma libertacdo significativa de TNF-o, IL-1B3,
IFN-y, ou IL-6 foi observada com estes anticorpos nas
concentracdes indicadas em sangue de 10 dadores normais.
EXEMPLO X
Aumento de Imunogenicidade de Linha celular Jy por
Anticorpos Anti-CD40

As células JIYOYE CD40 ©positivas (ATCC CCL 87)

(“células Jy”) foram cultivadas e mantidas em meio RPMI. As
células JIYOYE foram incubadas durante 24 horas com um
anticorpo anti-CD40 da invencéo (21.4.1), ou com um
anticorpo de isotipo correspondido (anti-KLH), em meio RPMI
completo. As células foram entdo lavadas e tratadas com 25
mg de mitomicina C (Sigma) / 7 ml de meios durante 60 min.
Estas células foram entdo incubadas com células T humanas
isoladas numa razdo 1:100 durante 6 dias a 37 °C (5 % de
C0O,) . As células T foram entdo colhidas, lavadas, e o nivel
de actividade de CTL determinado contra crédmio 51 fresco
(New England Nuclear, Boston, MA) células JIYOYE marcadas.
Actividade especifica de CTL foi calculada como % citdlise

especifica = (citdlise Jy (cpm) - citdlise esponténea
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(cpm) )/ (total citbdlise (cpm) - citdlise esponténea (cpm)).

Como a Figura 5 ilustra, um anticorpo anti-CD40 da
invencéo (21.4.1) aumentou significativamente a
imunogenecidade contra células Jy tratadas com o anticorpo.
EXEMPLO XT

Modelo animal de tumor

Para investigar adicionalmente a actividade anti-
tumoral dos anticorpos anti-CD40 feitos de acordo com a
invencdo, um modelo de ratinho SCID-bege foi projectado
para testar o efeito in vivo do anticorpo sobre o
crescimento tumoral.

Obteve-se ratinhos bege SCID de Charles River e
permitiu-se que o0s ratinhos se aclimatassem uma semana
antes da wutilizacdo. As células tumorais (células Daudi
(ATCC CCL 213), células K562 CD40(-) (ATCC CCL 243) e
células Raji CD40(+) (ATCC CCL 86), células de cancro de
mama BT474 (ATCC HTB 20) ou células de prdéstata PC-3 (ATCC
CRL 1435)) foram injectadas subcutaneamente numa
concentracdo de 1 x 10’ células/animal. Em alguns casos, as
células T (5 x 10°) e células dendriticas (1 x 10°) do
mesmo dador humano Jjuntamente com as células tumorais foram
injectadas. Também se injectou um anticorpo anti-CD40 da
invencdo, ou um controlo de isotipo correspondido (anti-
KLH), intraperitonealmente, imediatamente antes da injeccéo
de tumor (uma injeccdo somente). Em seguida mediu-se o
crescimento tumoral. Experiéncias especificas s&do descritas
a seqgquir.

Numa experiéncia, injectou-se um anticorpo anti-CD40
da invencéo (21.4.1), ou um controlo de isotipo
correspondido (anti-KLH), intraperitonealmente, numa dose
de 10 mg/kg imediatamente antes da injeccdo de tumor (uma
injeccdo somente). As células tumorais (células Daudi)
foram injectadas subcutaneamente numa concentracdo de 1 x
107 células/animal. O crescimento tumoral foi medido com
calibradores nos dias 17, 19, 20, 21, 25, 26, 27 e 28 apdbs
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a implantacdo na presenca de células T humanas e células
dendriticas. Como mostrado na Figura 6, o anticorpo anti-
CD40 inibiu o crescimento tumoral em cerca de [60]%.

Em outra experiéncia, injectou-se um anticorpo anti-
CD40 da invencdo (21.4.1), ou um controlo de isotipo
correspondido (anti-KLH), intraperitonealmente, numa dose
de 0,1 mg/kg, 1 mg/kg ou 10 mg/kg imediatamente antes da
injeccdo de tumor (uma 1injeccdo somente). As células
tumorais (K562 células) foram injectadas subcutaneamente
numa concentracdo de 1 x 10’ células/animal. Nesta
experiénecia injectou-se células T (5 x 10°) e células
dendriticas (1 x 10°) do mesmo dador humano juntamente com
as células tumorais. O crescimento tumoral foi medido com
calibradores nos dias 17, 19, 20, 21, 25, 26, 27 e 28 apds
a implantacdo. Como mostrado na Figura 7, o anticorpo anti-
CD40 inibiu o crescimento tumoral em 60-85 %.

Em outra experiéncia, injectou-se um anticorpo anti-
CD40 da invencdo (21.4.1, 23.29.1 ou 3.1.1), ou um controlo
de isotipo correspondido (anti-KLH), intraperitonealmente,
imediatamente antes da injeccdo de tumor (uma injeccéo
somente). O anticorpo de controlo de isotipo correspondido
e anticorpo 21.4.1 foram injectados numa dose de 1 mg/ml.
Os anticorpos 23.29.1 e 3.1.1 foram injectados numa dose de
1, 0,1, 0,01, 0,001 ou 0,0001 mg/kg. As células tumorais
(células K562) foram injectadas subcutaneamente numa
concentracdo de 1 x 10’ células/animal. Nesta experiéncia
injectou-se células T (5 x 10°) e células dendriticas (1 x
10°) do mesmo dador humano juntamente com as células
tumorais. Em seguida mediu-se crescimento tumoral com
calibradores no dia 28 apdés a implantacdo. 0Os resultados
desta experiéncia sdo mostrados nas Figuras 8 e 9. Cada
ponto nas Figuras representa uma medicdo de um Unico
animal.

Em outra experiéncia, injectou-se um anticorpo anti-

CD40 da invencdo (21.4.1), ou um controlo de isotipo
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correspondido (anti-KLH), intraperitonealmente,
imediatamente antes da injeccdo de tumor (uma injeccéo
somente). Os anticorpos foram injectados numa dose de 1,
0,1, 0,01, 0,001 ou 00,0001 mg/kg. As células tumorais
(células Raji) foram injectadas subcutaneamente numa
concentracdo de 1 x 10’ células/animal. Em alguns animais,
injectou-se células T (5 x 10°) e células dendriticas (1 x
10°) do mesmo dador humano juntamente com as células
tumorais. Em seguida mediu-se crescimento tumoral com
calibradores no dia 28 apds a implantacdo. Os resultados
desta experiéncia sdo mostrados na Figura 10. Cada ponto na
Figura representa uma medicdo de um Unico animal.

Em ainda outra experiéncia, injectou-se um anticorpo
anti-CD40 da invencgdo (21.4.1, 23.28.1, 3.1.1 ou 23.5.1),
ou um controlo de isotipo correspondido (anti-KLH),
intraperitonealmente, imediatamente antes da injeccdo de
tumor (uma injeccéo somente) . Os anticorpos foram
injectados numa dose de 1 ou 0,1 mg/kg. As células tumorais
(células Raji) foram injectadas subcutaneamente numa
concentracdo de 1 x 10’ células/animal. Em seguida mediu-se
crescimento tumoral com calibradores no dia 28 apdbds a
implantacdo. Os resultados desta experiéncia sdo mostrados
na Figura 11. Cada ponto na Figura representa uma medigéo
de um Unico animal.

Em ainda outra experiéncia, injectou-se um anticorpo
anti-CD40 da invencdo (21.4.1, 23.29.1, ou 3.1.1), ou um
controlo de isotipo correspondido (anti-KLH),
intraperitonealmente, imediatamente antes da injeccdo de
tumor (uma injecc¢éo somente) . Os anticorpos foram
injectados numa dose de 1 mg/kg. As células tumorais (BT474
células de cancro de mama) foram injectadas subcutaneamente
numa concentracdo de 1 x 10’ células/animal. Injectou-se
células T (5 x 10°) e células dendriticas (1 x 10°) do
mesmo dador humano juntamente com as células tumorais. Em

seguida mediu-se crescimento tumoral com calibradores no
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dia 39 apdés a implantacdo. Como mostrado na Figura 12,
todos os anticorpos inibiram o crescimento tumoral de
cancro de mama. Cada ponto na Figura representa uma medicdo
de um Unico animal.

Em ainda outra experiéncia, injectou-se um anticorpo
anti-CD40 da invencédo (3.1.1), ou um controlo de isotipo
correspondido (anti-KLH), intraperitonealmente,

imediatamente antes da injeccdo de tumor (uma injeccéo

somente). 0Os anticorpos foram injectados numa dose de 1
mg/kg. As células tumorais (PC-3 células de prbstata
tumorais) foram injectadas subcutaneamente numa

concentracdo de 1 x 10’ células/animal. Em seguida mediu-se
crescimento tumoral com calibradores no dia 41 apdbds a
implantacdo. Como mostrado na Figura 13, o anticorpo anti-
CD40 inibiu o crescimento de tumor de prdéstata em cerca de
60 %. Cada ponto na Figura representa uma medicdo de um
tnico animal.

EXEMPLO XII

Sobrevivéncia de Ratinhos SCID-Bege Injectados com Células

Tumorais Daudi E Tratados Com Os anticorpos Anti-CD40 da

Invencdao

Em outra experiéncia, injectou-se um anticorpo anti-
CD40 da invencdo, ou um controlo de isotipo correspondido
(uma 1injeccdo), intraperitonealmente, imediatamente antes
da injeccdo de tumor. Os anticorpos foram injectados numa
dose de 1 ou 0,1 mg/kg. As células tumorais (células Daudi)
foram injectadas intravenosamente numa dose de 5 x 10°
células/animal. Entdo a sobrevivéncia do animal foi
monitorizada. Como mostrado na Figura 14, todos os
anticorpos anti-CD40 testados prolongaram a sobrevivéncia
de ratinhos injectados com tumores em pelo menos seis dias.

O Quadro 31 lista o EDsy dos anticorpos anti-CD40 nos
diferentes modelos de tumor sdélido descritos no Exemplo XI.
O Quadro 31 resume a actividade anti-tumoral in vivo de

alguns dos anticorpos anti-CD40 da invencdo em ratinhos
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SCID. Além disso, o quadro lista o EDsy; dos anticorpos
anti-CD40 no modelo de tumor sistémico Daudi descrito acima
no Exemplo XITI.

QUADRO 31

EDsg de Anticorpos anti-CD40 da invencdo Usando Diferentes
de Modelos de Tumor In vivo em ratinhos SCID

Anticorpo|CD40 (-) K562 CD40 (+) CD40 (+) CD40 (+)
& T/DC Raji &|Raji Daudi
T/DC
sub-cutédneo sub- sub-cutdneo intra-venoso
cutdneo
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
21.4.1 0,005 0,0008 0,016 0,1
22.1.1 0,01 ND > 1,0 0,1
23.25.1 21,0 ND > 1,0 ND
23.5.1 > 1,0 ND 21,0 ND
24.2.1 > 1,0 ND > 1,0 ND
3.1.1 0,02 ND 20,1 <0,1
23.28.1 > 1,0 ND 21,0 0,1
23.29.1 0,009 ND > 1,0 <0,1
21.2.1 s 1,0 ND ND ND

ND = N&do Determinado
EXEMPLO XIIT

Determinacdo de Constantes de Afinidade (Kp) de Anticorpos

anti-CD40 Completamente humanos por BIAcore

Medicdes de afinidade foram realizadas de anticorpos
purificados por ressonédncia de plasmido de superficie usando
o instrumento BIAcore 3000, seguindo o0s protocolos do
fabricante.

O instrumento de andlise de interaccdo bioespecifica
de Biosensor (BIAcore) utiliza ressonédncia de plasmdo de
superficie para medir as interacgdes moleculares num chip
sensor CM5. As mudancas nos indices refractivos entre duas
médias, vidro e dextrano carboximetilado, causadas pela
interaccdo de moléculas ao lado do dextrano do chip sensor,
sdo medidas e relatadas como mudancas em unidades de
reflectédncia arbitrdria (RU) como pormenorizado nas notas
de aplicacdo do fabricante.

A superficie de dextrano carboximetilado de uma célula
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de fluxo num chip sensor foi activada pela derivatizacéo
com 0,05 M N-hidroxisuccinimida mediado em 0,2 M N-etil-N'-
(dimetilaminopropil) carbodiimida durante 7 min. A proteina
de fusdo CD40-Ig (descrito no Exemplo I) numa concentracio
de 5 npg/ml, em 10 mM de acetato de Na, pH 3,5, foi
manualmente injectada na célula de fluxo numa taxa de 5
pl/min e covalentemente imobilizada a superficie da célula
de fluxo com a quantidade desejada de RU’s.

A desactivacdo de ésteres de N-hidroxisuccinimida né&o
reagidos foi realizada usando cloridrato de etanolamina a 1
M, pH 8,5. Apdés a imobilizacdo, as células de fluxo s&o
limpas de qualquer material ndo reagido ou pobremente
ligado com 5 injeccgdes de regeneracdo de 5 pl de 50 mM de
NaOH até uma linha de base estédvel ser alcancada. A célula
de fluxo 2, uma superficie de densidade alta, mediu
aproximadamente 300 RU’s apbds a preparacdo da superficie e
célula de fluxo 3, uma superficie de densidade baixa, mediu
aproximadamente 150 RU’s. Para a célula de fluxo 1, a
superficie de controlo activado, 35 ml de tampdo de acetato
de Na a 10 mM foram injectados durante a imobilizacdo no
lugar de antigénio. A célula de fluxo 4 continha
aproximadamente 450 RU’s de CTLA4-Ig imobilizada, um
controlo de antigénio irrelevante.

Uma série de diluicdo de cada anticorpo foi preparada
no intervalo de concentracdo de 100 pg/ml até 0,1 pg/ml em
meio logs. A taxa de fluxo foi ajustada a 5 pl/min e 25 pl
de cada amostra de ponto de concentracdo foram injectados
sobre o chip sensor com uma injeccdo de regeneracdo de 5 nul
de NaOH a 50 mM entre cada concentracdo de anticorpo
injectado. 0Os dados foram analisados wusando software
BIAevaluation 3.0.

Em experiéncias cinéticas de orientacdo reversa, o
anticorpo 21.4.1 foi imobilizado a superficie do chip
sensor usando o protocolo descrito acima. Anti-KLH foi

usado como uma superficie de anticorpo de controlo. O
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antigénio, proteina de fusdo CD40-Ig, foi injectado no
intervalo de concentracdo de 100 pg/ml até 0,1 pg/ml.
O Quadro 32 lista medicdes de afinidade para
anticorpos anti-CD40 representativos da presente invencéo:
QUADRO 32

Medic¢cdes de afinidade para Anticorpos anti-
CD40 da invencéao
Anticorpo |Kon (1/Ms) |Keee (1/8) Kp (M)

3.1.1 1,12 x 10° |3,31 x 10™° [3,95 x 107'"
10.8.3 2,22 x 10° 4,48 x 107" [2,23 x 107*?
15.1.1 8,30 x 10* [2,83 x 1077 |[4,05 x 107*?
21.4.1 8,26 x 10* 2,23 x 107° |[3,48 x 107'°
22.1.1 9,55 x 10° [1,55 x 107* (2,79 x 107*"

23.25.1 3,83 x 10° |1,65 x 107" |7,78 x 107*?
23.28.1 7,30 x 10° 8,11 x 107 |[1,61 x 107*’
23.29.1 3,54 x 10° |3,90 x 107 |7,04 x 107'
EXEMPLO XIV

Mapeamento de Epitopos dos Anticorpos Anti-CD40

Os ensaios de ligacdo foram feitos usando antigénio de
fusdo CD40 humano-IgGl Fc de Proteina A purificado. A
proteina de fusdo CD40 humano-IgGl Fc foi clonada em
Pfizer. A proteina de fusdo CD40 humano IgGl foi expressa
numa linha de células de mamiferos e purificada através de
coluna de Proteina A. A pureza do antigénio de fusédo foi
avaliada por SDS/PAGE.

O CD40 tem uma estrutura de uma proteina transmembrana
do tipo I tipica. A molécula madura ¢ composta de 277
aminoadcidos. O dominio extracelular de CD40 consiste em
quatro dominios ricos em cisteina do tipo TNFR. Veja-se,
por exemplo, Neismith e Sprang, TIBS 23:74-79 (1998); wvan
Kooten e Banchereau, J. Leukocyte Biol. 67:2-17 (2000);
Stamenkovic et al., EMBO J. 8:1403-1410(1989).

Ligagcdo dos Anticorpos Anti-CD40 a CD40 humano Reduzido e

Ndo Reduzido:
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Por causa do dominio extracelular de CD40 consistir em
quatro dominios ricos em cisteina, a disrupcdo das ligacdes
intramoleculares, por reducdo do agente, pode alterar a
reactividade do anticorpo. Para determinar se a disrupcgédo
das ligacgbes intramoleculares, por reducdo do agente,
alterou a reactividade de anticorpos anti-CD40
seleccionados da  invencgéo, CD40-hIgG purificado foi
carregado em SDS/PAGE (4-20 % gel) sob condig¢gdes ndo
redutoras (NR), ou redutoras (R). SDS/PAGE foi realizado
pelo método de Laemmli, usando um sistema mini-gel. As
proteinas separadas foram transferidas a membrana de
nitrocelulose. As membranas foram blogqueadas usando PBS
contendo 5 % (p/v) de leite seco ndo gordo durante pelo
menos 1 hora antes do desenvolvimento, e submetidas a
sondagem durante 1 h com cada anticorpo. 0s anticorpos
anti-CD40 foram detectados usando imunoglobulinas anti-
humanas de cabra conjugadas com HRP (diluic&o 1:8.000; N°
de Catdlogo A-8667 de Sigma) . As membranas foram
desenvolvidas usando Quimiluminescéncia aumentada (ECL®;
Amersham Bioscience) de acordo com as instrucdes do
fabricante.

O Western Blot foi entdo submetido a sonda com quatro
anticorpos anti-CD40 da invencédo: 21.4.1, 23.25.1, 23.29.1
e 24.2.1 (1 mg/ml,) seguido por IgG anti-humana de cabra
conjugada com HRP (1:8000 diluicdo). Os resultados desta
experiéncia sdo mostrados na Figura 15. Os resultados
indicam que os anticorpos 21.4.1, 23.25.1, 23.29.1 e 24.2.1
se ligam a CD40 n&do reduzido, mas ndo se ligam a reduzido,
0s anticorpos, assim, reconhecem um epitopo conformacional.
Ligacdo dos anticorpos anti-CD40 a Proteinas de Dominio
Deletado de CD40 humano:

A regido extracelular de CD40 inclui quatro dominios
repetidos do tipo TNFR (denominados como D1-D4). Veja-se,
por exemplo, Neismith e Sprang, TIBS 23:74-79 (1998); wvan
Kooten e Banchereau, J. Leukocyte Biol. 67:2-17 (2000);
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Stamenkovic et al., EMBO J. 8:1403-1410(1989). A Figura 16
mostra as sequéncias de aminodcidos dos dominios CD40 de
ratinho e humano D1-D4. Para investigar a contribuicdo de
diferentes regides da molécula de CD40 na apresentacdo do
epitopo, um numero de mutantes de dominio deletado foram
construidos.

Para preparar as construcdes de delecdo de CD40
humano, o dominio extracelular de CD40 humano inteiro
(aminoadcidos 1-193) foi amplificado a partir de ADNc de
células B humanas (CD19+) (Multiple tissue cDNA panels, N°
de Catélogo K1428-1, de Clontech) por PCR usando
iniciadores de sequéncia especificos, e uma cauda de 6XHis
foi adicionada ao C-terminal. Um iniciador 5’ de CD40
humano 5’ -GCAAGCTTCACCAATGGT TCGTCTGCCTCTGCAGTG-3’ (SEQ 1ID
NO: 135) foi usado com combinacdo diferente de iniciadores
3’ para a clonagem de comprimento completo e moléculas de
CD40 truncadas. O iniciador 3’ para a clonagem do dominio
extracelular de CD40 humano de comprimento total foi: 5’-
TCAGTGATGGTGATGGTGATGTCTCAGCCGAT CCTGGGGACCA-3’ (SEQ ID NO:
136). O iniciador 3’ usado para clonar os dominios D1-D3 de
CD40 humano foi: 5" -TCAGTGATGGTGATGGT-GATGTGGGCA
GGGCTCGCGATGGTAT-3’ (SEQ ID NO: 137) O iniciador 3’ wusado
para clonar os dominios de  CD40 D1-D2 foi: 57 -
TCAGTGATGGTGATGGTGATGA CAGGTGCAGATGGTGTCTGTT-3" (SEQ ID NO:
138) . Apds estas construcgdes de ADNc de CD40 truncado terem
sido geradas, foram expressas na linha de células 293F
usando o vector pCR3.1 (Invitrogen). As proteinas de fusédo
CD40-06XHis foram purificadas por eluicdo de uma coluna de
niquel.

As sequéncias de aminoacidos destes quatro mutantes de

delecdo sdo mostradas no Quadro 33.
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QUADRO 33
Proteinas de fusdo CD40 His-Tag
Mutante de|Sequéncia de aminoacidos (sequéncia
Delecédo: lider subllnhada)
CDh40 humano- VHPEPPTACREKQYLINS

QCCSLCOPGOKLVSDCTEFTETECLPC
GESEFLDTWNRETHCHQHK YCDPNLGLRVQQKGT
extracelular de| SETDTICTCEEGWHCTSEACESCVLHRS
comprimento CSPGFGVKQIATGVSDTICEPCPVGFFSNVSSAFEK
CHPWTSCETKDLVVQQAGTNKTDVVC
HEH (SEQ ID NO: 139)

Q] LW AVHPEPPTACREKQYLINS
QCCSLCQPGQKLVSDCTEFTETECLPC
GESEFLDTWNRETHCHOHKYCDPNLGLRVOQKGT
SETDTICTCEEGWHCTSEACESCVLHRS

CSPGFGVEQIATGVSDTICEPCPHHHHHH (SEQ ID
NO: 140}

D2) —6Xh] QCCSLCQPGQKLVSQCTEFTETECLPC
) s GESEFLDTWNRETHCHQHKYCDPNLGLRYQQEGT
SETDTICTCHHHHHH {SEQ ID NQ: 141)

Para expressar estas construcdes de delecdo de CD40

o6XHis (dominio

completo)

CD40 humano (D1-
D3)-6xHis

humano, as construcdes foram clonadas no vector pCR3.1
(Invitrogen) e a expressdo foi avaliada em varias linhas de
células 293F estdveis e transientemente transfectadas. Os
sobrenadantes das células 293F transientemente
transfectadas foram analisados para a ligacdo a anticorpos
21.4.1, 23.25.1, 23.29.1 e 24.2.1 por meio de ELISA e
Western Blot.

Os ensaios ELISA foram realizados usando sobrenadante
de células 293F transfectadas com diferentes construcdes de
CD40. As placas de ELISA foram revestidas com anticorpos
policlonais anti-CD40 humano de cabra (R&D N° de Catalogo
AF 632) ou anticorpos policlonais de CD40 anti-ratinho de
cabra (R&D N° de Catélogo AF 440) diluidos até 1 pg/ml em
tampdo de revestimento de placa de ELISA. A expressido de
construgcdes de CD40 em células 293F foi confirmada por
deteccédo com anticorpo anti-CD40 humano de cabra
biotinilado (R&D N° de Catdlogo BAF 632), anti-ratinho CD40
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de cabra (R&D N° de Catdlogo BAF 440), ou anti-His
conjugado com HRP (C terminal) (Invitrogen, N° de Catédlogo
46-0707). A ligacdo de anticorpos anti-CD40 humanos foi
detectada com IgG anti-humano de cabra conjugada com HRP
(Caltag especifico a FC H10507), diluido 1:2.000. Os
resultados, como mostrado no Quadro 34, indicam que a maior
parte se ndo todo o epitopo reconhecido pelos mAbs 21.4.1,
23.28.1 e 23.29.1 estd localizado na regido D1-D2 de CD40
enquanto o epitopo para o mAb 24.2.1 estd localizado pelo
menos parcialmente em dominio D3-D4. Uma proteina de fusédo
de CD40 humano - Fc de coelho foi usada como um controlo

para confirmar a especificidade de ligacdo a anticorpo.

QUADRO 34
ELISA: Ligacdo de Anticorpo a Mutantes de Delecdo CD40
CD40 (D1-D2)-6Xhis|CD40 (D1-D3)-6XHis| CD40-6XHis
humano humano humano
21.4.1 + + +
23.25.1 + + +
CD40 humano (D1- | CD40 humano (D1- [CD40 humano-
D2)-6Xhis D3) -6XHis 6XHis
23.29.1 + + +
24.2.1 - + +
anti-His + + +
anti-RbIg ND ND ND

As construgbes de delecdo de CD40 também foram
analisadas por analise de Western Blot. 0Os resultados séo
mostrados no Quadro 35. 0Os resultados de ELISA mostram que
o local de ligacdo dos anticorpos 21.4.1, 23.25.1, 23.29.1
e 24.2.1 envolve os dominios D1-D3. Os resultados também
mostram que o local de ligacdo para os anticorpos 21.4.1,
23.25.1 e 23.29.1 envolve o0s dominios D1-D2, e que o local

de ligacdo de anticorpo 24.2.1 envolve o dominio D3.
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QUADRO 35
Western Blot: Ligacdo de Anticorpo a
Mutantes de Delecao CD40
CD40 (D1-D3)- CD40 -6Xhis
6Xhis humano humano
21.4.1 + +
23.25.1 + +
23.29.1 + +
24.2.1 + +
anti-His + +
Anti-RbIg ND ND

Ligagdo dos Anticorpos Anti-CD40 a Ratinho CD40:

A determinacdo da capacidade dos anticorpos 21.4.1,
23.25.1, 23.29.1 e 24.2.1 de ligarem-se a CD40 de ratinho
foi iniciada.

Para esta experiéncia, CD40 de ratinho foi amplificado
de ADNc de células B de ratinho. A proteina de fusédo de
CD40 de ratinho(D1-D3)-6xHis foi clonada em pCR3.1, dque
utiliza o promotor CMV, para conduzir a transcricdo. O
iniciador 5’ wusado para clonar o dominio extracelular do
CD40 de ratinho foi: 57 -
TGCAAGCTTCACCATGGTGTCTTTGCCTCGGCTGTG-3" . O iniciador 37
usado para clonar os dominios D1 - D3 de CD40 de ratinho
foi: 5'-GTCCTCGAGTCAGTGATGGTGATGGTGATGT-GGGCAGGGATGACAGAC-
37, As construcdes de ADNc de ratinho e humanas foram
transfectadas em células 293F transientemente. A expresséo
de CD40 recombinante foi detectada por meio de ELISA usando
anticorpos policlonais contra CD40 de ratinho e humano,
anticorpos anti-His, e anticorpos anti-CD40 21.4.1,
23.25.1, 23.29.1 e 24.2.1. Os resultados destas
experiéncias sdo mostrados no Quadro 36. Esta experiéncia
mostra que todos os anticorpos sédo especificos para CD40

humano e ndo reagem de maneira cruzada com CD40 de ratinho.
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QUADRO 306
Reactividade cruzada de Ratinho e CD40 humano
CD40 (D1-D3) -6Xhis CcD40 (D1-D3) -
de Ratinho 6XHis humano
21.4.1 N&o Sim
23.25.1 N&o Sim
23.29.1 N&o Sim
24.2.1 N&o Sim
anti-CD40 humano de ,
Nao Sim
cabra
anti- CD40 de .
) Sim Nao
ratinho de cabra
Anti-His Sim Sim

Ligacdo dos anticorpos anti-CD40 a CD40 Quimérico Humano/de
Ratinho:

Devido a que os anticorpos 21.4.1, 23.25.1, 23.29.1 e
24.2.1 ndo se ligam a CD40 de ratinho, construiu-se
proteinas CD40 quiméricas humanas/de ratinho para mapear
mais definitivamente os epitopos daqueles anticorpos.

Para a construcdo de fusdes na grelha das proteinas
quiméricas de CD40 humano e murino, usou-se locais de
restricdo Unicos nos limites dos dominios de CD40 nas
posicdes i1dénticas no ADNc de ambos CD40 humano e de
ratinho. VArias construgdes de ADNc de CD40 foram geradas
usando o local de restricdo EcoRI no final do dominio 1
(nucledtido 244, aminoadcido 64) e o local de restricdo BanI
no final de dominio 2 (nucledétido 330, aminoacido 94)
(Figura 17).

Varios dominios de CD40 foram amplificados por PCR e
ligados. Esta abordagem permitiu a substituicdo de varios
dominios do CD40 de ratinho pelos dominios homdélogos do
CD40 humano. As construcdes obtidas sdo mostradas na Figura
18.

Determinou-se entdo se os anticorpos 21.4.1, 23.25.1,

23.29.1 e 24.2.1 foram capazes de ligar-se as proteinas
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quiméricas de CD40 de ratinho/humano por meio de ELISA. Os
resultados desta experiéncia sdo mostrados no Quadro 37.
Como mostrado no Quadro 37, mAbs 21.4.1 e 23.25.1
reconhecem um epitopo que estd localizado parcialmente em
D1 e parcialmente em D2; mAb 23.29.1 reconhece um epitopo
localizado na sua maior parte se ndo completamente em D2; e
mAb 24.2.1 reconhece um epitopo localizado em D2 e D3.
QUADRO 37

Ligacdo de Anticorpo a Proteinas de CD40 gquiméricas
Anticorpo HuD1l [HuD2 [HuD3 |HuD1, HuD2, HuD1,

D2 D3 D3
21.4.1 Ndo |Ndo [N&o Sim N&ao N&o
23.25.1 Ndo [N&o |Ndo |Sim N&ao N&o
23.29.1 N&o Sim |N&o Sim Sim N&o

24.2.1 N&o N&o N&o N&o Sim N&o
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REIVINDICACOES

1. Um anticorpo monoclonal ou uma porcdo de ligacdo a
antigénio do mesmo que se liga especificamente a e activa
CD40 humano, em gue o epitopo reconhecido pelo dito
anticorpo ou porcdo ndo se sobrepde ao local de ligacédo
para o ligando de CD40, em que o dito anticorpo ou porcéo
inibe o crescimento tumoral in vivo, e em que o dito
anticorpo compreende uma cadeia pesada e uma cadeia leve,
em que:
(a) as sequéncias de aminodcidos da CDR1, CDR2, e CDR3 da
dita cadeia pesada sdo aquelas de um dominio variavel de
cadeia pesada seleccionado a partir do grupo que consiste
em:
i) o dominio variavel de cadeia pesada de 21.4.1 (N° de
Depdsito de ATCC PTA-3605);
ii) um dominio variéavel de cadeia pesada que
compreende a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 42;
e
iii) um dominio wvaridvel de cadeia pesada codificado
pela sequéncia de nucledétidos da SEQ ID NO: 41; e
(b) as sequéncias de aminoédcidos da CDR1, CDR2, e CDR3 da
dita cadeia leve s&do aquelas de um dominio variavel de
cadeia leve seleccionado a partir do grupo gue consiste
em:
i) o dominio varidvel de cadeia leve de 21.4.1 (N° de
Depbsito de ATCC PTA-3605);
ii) um dominio variédvel de cadeia leve que compreende
a sequéncia de aminoédcidos da SEQ ID NO: 44; e
iii) um dominio varidvel de cadeia leve codificado

pela sequéncia de nucledbdétidos da SEQ ID NO: 43.

2. O anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo
com a reivindicacdo 1, em que:

(a) a dita cadeia pesada compreende a sequéncia de



aminodcidos de um dominio wvaridvel de cadeia pesada
seleccionado a partir do grupo que consiste em:
i) o dominio variavel de cadeia pesada de 21.4.1 (N° de
Depdsito de ATCC PTA-3605);
ii) um dominio variéavel de cadeia pesada que
compreende a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 42;
e
iii) um dominio wvaridvel de cadeia pesada codificado
pela sequéncia de nucledétidos da SEQ ID NO: 41; e
(b) a dita cadeia leve compreende a sequéncia de
aminoacidos de um dominio variavel de cadeia leve
seleccionado a partir do grupo que consiste em:
i) o dominio variadvel de cadeia leve de 21.4.1 (N° de
Depbésito de ATCC PTA-3605);
ii) um dominio varidvel de cadeia leve que compreende
a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO: 44; e
iii) um dominio variavel de cadeia leve codificado

pela sequéncia de nucledtidos da SEQ ID NO: 43.

O anticorpo de acordo com a reivindicacdo 1, em que
(a) a dita cadeia pesada compreende uma sequéncia de
aminodcidos seleccionada a partir do grupo gue consiste
em:
i) a sequéncia de aminoadcidos de cadeia pesada de
21.4.1 (N° de Depdsito de ATCC PTA-3605);
ii) a sequéncia de aminoédcidos da SEQ ID NO: 46, ou a
dita sequéncia de aminoadcidos gque ndo possuil a
sequéncia sinal; e
iii) a sequéncia de aminoadcidos <codificada pela
sequéncia de nucledtidos da SEQ ID NO: 45, ou a dita
sequéncia de aminodcidos codificada que ndo possui a
sequéncia sinal; e
(b) a dita cadeia leve compreende uma sequéncia de
aminoacidos seleccionada a partir do grupo gue consiste

em:



i) a sequéncia de aminodcidos de cadeia leve de 21.4.1
(N° de Depdsito de ATCC PTA-3605);

ii) a sequéncia de aminocaécidos da SEQ ID NO: 48, ou a
dita sequéncia de aminodcidos qgue ndo possui a
sequéncia sinal; e

iii) a sequéncia de aminoacidos codificada pela
sequéncia de nucledtidos da SEQ ID NO: 47, ou a dita
sequéncia de aminodcidos codificada que ndo possui a

sequéncia sinal.

4, O anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo
com a reivindicacdo 1, em que as sequéncias de aminoéacidos
de CDR1, CDR2 e CDR3 da dita cadeia pesada e as sequéncias
de aminoadcidos de CDR1l, CDR2 e CDR3 da dita cadeia leve sédo
as sequéncias de aminoédcidos de CDR1, CDR2 e CDR3 da SEQ ID
NO: 42 e as sequéncias de aminocdcidos de CDR1, CDR2 e CDR3
da SEQ ID NO: 44, respectivamente.

5. O anticorpo ou porcgédo de ligacdo a antigénio de acordo
com a reivindicacdo 1, em que as sequéncias de aminoédcidos
do dominio variavel de cadeia pesada da dita cadeia pesada
e do dominio varidvel de cadeia leve da dita cadeia leve
sdo a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 42 e a

sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 44, respectivamente.

6. Um anticorpo monoclonal gque compreende a sequéncia de
aminoacidos apresentada na SEQ ID NO: 46 sem a sequéncia
sinal e a sequéncia de aminoidcidos apresentada na SEQ 1ID

NO: 48 sem a sequéncia sinal.

7. Um anticorpo monoclonal que é 21.4.1 (N° de Depdbdsito
de ATCC PTA-3605) ou um anticorpo com as mesmas sequéncias
de aminoacidos que 21.4.1 (N° de Depdbésito de ATCC PTA-
3605) .



8. Um anticorpo monoclonal humano, quimérico ou
humanizado ou uma porcdo de ligacdo a antigénio do mesmo
que se liga especificamente a e activa CD40 humano, em que
o dito anticorpo ou porcgdo inibe o crescimento tumoral in
vivo, e em gque o anticorpo ou porcdo de ligacdo a
antigénio:
(a) compete de maneira cruzada para a ligacdo a CD40 com
o0 anticorpo 21.4.1 (N° de Depdsito de ATCC PTA-3605); ou
(b) liga-se ao mesmo epitopo de CD40 que o anticorpo
21.4.1 (N° de Depdsito de ATCC PTA-3605).

9. O anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo
com qualgquer uma das reivindicagdes 1-8, em que o dito
anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio tem pelo menos

uma propriedade seleccionada a partir do grupo que consiste

em:
(a) ndo se liga a células B de ratinho, rato, cdo e/ou
coelho;
(b) 1liga-se a células B humanas, de cinomolgos e/ou
rhesus;

(c) tem uma selectividade para CD40 que é pelo menos 100
vezes maior que a sua selectividade para activador de
receptor de factor nuclear K-B (RANK), 4-1BB (CD137),
receptor-1 de factor de necrose tumoral (TNFR-1) e
receptor-2 de factor de necrose tumoral (TNFR-2);

(d) liga-se a CD40 com uma Kp de 4 x 107" M ou menos;

(e) tem uma K.sr para CD40 de 2 x 107* s7' ou menos;

(f) inibe o crescimento tumoral in vivo na presenca de
células T humanas e/ou células dendriticas humanas;

(g) 1inibe o crescimento de tumores CD40-positivos na
auséncia de células imunes humanas;

(h) aumenta a expressdo de ICAM, MHC-II, B7-2, CD71, CD23
e/ou CD71 na superficie de células B humanas;

(i) aumenta a secrecdo de IL-12p40, IL-12p70 e/ou IL-8

pelas células dendriticas humanas;



(J) aumenta a expressdo de ICAM, MHC-II, B7-2 e/ou CDS83
na superficie de células dendriticas humanas;

(k) aumenta a expressdo de interferdo-gama pelas células
T humanas durante estimulacdo alogénica;

(1) liga-se a CD40 humano na presenca de CD40L humano; e
(m) liga-se a um epitopo de CD40 humano contido no

dominio 1 e dominio 2 do dominio extracelular de CD40.

10. O anticorpo ou porcédo de ligacdo a antigénio de acordo
com qualgquer uma das reivindicacdes 1-9 que é:

(a) uma imunoglobulina G (IgG), uma molécula de IgM, IgE,
IgA ou IgD, ou é derivada da mesma; ou

(b) um fragmento Fab, um fragmento F(ab’),, um fragmento
Fy, um anticorpo de cadeia simples, um anticorpo
humanizado, um anticorpo quimérico ou um anticorpo

biespecifico.

11. Uma linha celular que produz o anticorpo ou porcdo de
ligacdo a antigénio de acordo com qualquer uma das

reivindicacgdes 1-10.

12. A linha celular de acordo com a reivindicacdo 11 que
produz anticorpo 21.4.1 (N° de Depdbdsito de ATCC PTA-3605)
ou um anticorpo que tem as mesmas sequéncias de aminodcidos

que o anticorpo 21.4.1 (N° de Depdsito de ATCC PTA-3605).

13. Uma molécula de &cido nucleico que compreende uma
sequéncia de nucledtidos que codifica a cadeia pesada ou
uma porgdo de ligacdo a antigénio da mesma, uma sequéncia
de nucledétidos que codifica a cadeia leve ou uma porcgédo de
ligacdo a antigénio da mesma, ou sequéncias de nucledtidos
que codificam ambas as cadeias leve e pesada ou porgdes de
ligacdo a antigénio das mesmas, de um anticorpo ou porcao
de 1ligacdo a antigénio de acordo com gualquer uma das

reivindicacgdes 1-10.



14. A molécula de &cido nucleico de acordo com a
reivindicacdo 13, em que a dita molécula de &cido nucleico
isolada compreende uma sequéncia de nucledtidos
seleccionada a partir do grupo gue consiste em:
(a) uma sequéncia de nucledétidos que codifica a
sequéncia de aminodcidos da cadeia pesada ou uma POrcao
de ligacé&do a antigénio da mesma de 21.4.1 (N° de Depdsito
de ATCC PTA-3605):;
(b) uma sequéncia de nucledétidos que codifica a
sequéncia de aminodcidos da cadeia leve ou uma porcdo de
ligacdo a antigénio da mesma de 21.4.1 (N° de Depdsito de
ATCC PTA-3605);
(c) uma sequéncia de nucledtidos que codifica uma
sequéncia de aminodcidos seleccionada a partir do grupo
que consiste nas SEQ ID NOS: 42, 44, 46, e 48, ou a dita
sequéncia de aminodcidos sem uma sequéncia sinal se
estiver presente; e
(d) uma sequéncia de nuclebdétidos seleccionada a
partir do grupo gque consiste nas SEQ ID NOS: 41, 43, 45,
e 47, ou a dita sequéncia sem uma sequéncia de
nucledétidos que codifica uma sequéncia sinal se estiver

presente.

15. Um vector gque compreende a molécula de acido nucleico
de acordo com a reivindicacdo 13 ou 14, em que o vector
compreende opcionalmente uma sequéncia de controlo de
expressdo operativamente ligada a molécula de Aacido

nucleico.

16. Uma célula hospedeira que compreende:
a) uma sequéncia de nucledtidos gque codifica a cadeia
pesada ou uma porcdo de ligacdo a antigénio da mesma e
uma sequéncia de nucledtidos que codifica a cadeia leve
ou uma porcdo de ligacdo a antigénio da mesma, ou uma

sequéncia de nucledtidos que codifica ambas as cadeias



leve e pesada ou porcdes de ligacdo a antigénio das
mesmas, de um anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio
de acordo com gqualquer uma das reivindicacdes 1-10; ou

b) o vector de acordo com a reivindicacédo 15.

17. Um método de preparacdo de um anticorpo anti-CD40 ou
uma porc¢do de ligacdo a antigénio do mesmo, que compreende
cultivar a célula hospedeira de acordo com a reivindicacéo
16 ou a linha celular de acordo com a reivindicacdo 11 sob
condicdes adequadas e recuperar o dito anticorpo ou porcgéo

de ligacdo a antigénio.

18. Uma composicdo farmacéutica que compreende o anticorpo
ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo com qualquer uma
das reivindicacgbes 1-10 e um veiculo farmaceuticamente

aceitavel.

19. O anticorpo ou porcédo de ligacdo a antigénio de acordo
com qualgquer uma das reivindicagdes 1-10 para utilizacdo no

tratamento de cancro ou para aumentar uma resposta imune.

20. O anticorpo ou porcédo de ligacdo a antigénio de acordo
com qualgquer uma das reivindicacdes 1-10 para utilizacdo no

tratamento de um tumor CD40 negativo.

21. Um medicamento que compreende uma sequéncia de
nuclebdétidos que codifica a cadeia pesada ou uma porgido de
ligacdo a antigénio da mesma e uma sequéncia de nucledtidos
que codifica a cadeia leve ou uma porcdo de ligacdo a
antigénio da mesma, ou uma sequéncia de nucledtidos que
codifica ambas as cadeias leve e pesada ou porcdes de
ligacdo a antigénio das mesmas, de um anticorpo ou porgéo
de ligacdo a antigénio de acordo com gqualquer uma das
reivindicagdes 1-10, wpara utilizacdo no tratamento de

cancro ou para aumentar uma resposta imune.
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