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ES 2406 163 T3

DESCRIPCION
Anticuerpo monoclonal antagonista anti CD40 humano

La invencion se refiere a anticuerpos humanos, humanizados y monoclonales con inmunogenicidad reducida, usos y
procedimientos de produccién de los mismos. La invencion se refiere en particular a anticuerpos monoclonales
antagonistas anti CD40 humano.

La molécula CD40 es una glicoproteina de membrana de tipo | de 50 kDa y se expresa en linfocitos B,
monocitos/macrofagos, células dendriticas (DC) y células endoteliales actlvadas . En ciertas condiciones, también
se puede encontrar CD40 en fibroblastos, células epiteliales y queratinocitos’. El Ilgando de CD40 (CD40L, CD154),
una glicoproteina de membrana integral de tipo Il de 32 kDa, se e gresa de forma transitoria en linfocitos T CD4"
activados y una poblacién pequefa de linfocitos T CD8" activados®®. Ademas, se ha descubierto CD40L en varios
otros tlpos ceIuIares después de activacion, incluyendo mastocitos, basofilos, linfocitos B, eosinéfilos, DC vy
plaquetas

Estudios en modelos murinos han demostrado claramente la implicacion de la interaccion CD40L-CD40 en la
patofisiologia de diversas enfermedades autoinmunes (para una revision, véase la referencia‘2). Las pruebas de
ratones transgénicos CD40L, que adquieren enfermedad inflamatoria del intestino letal, proporcionaron las primeras
pruebas de que las interacciones CD4O CD40L también podrian desempefar un papel en la patogénesis de
enfermedades inflamatorias del intestino'®. Un anticuerpo monoclonal anti CD40L de raton (mAb) evita eficazmente
la |nf|amaC|on de la mucosay la producmon de interferdn-y por linfocitos T CD4" de lamina propia en colitis inducida
por TNBS'. En un modelo de enfermedad inflamatoria en el intestino de ratén con inmunodeficiencia combinada
grave (SCID) se mostro que el tratamiento con anti CD40L desde el dla de la reconstitucion de linfocitos T evitd
completamente la aparicion clinica e histoldgica de colitis experlmental Ademas, la administracion de anti CD40L
desde la semana 5 después de la reconstitucion de linfocitos T adn pudo prevenir la progresiéon de la enfermedad y
los anlmales tratados mostraron mejora en los sintomas de la enfermedad e histologia en comparacion con animales
de control'®. Ademas, la reconstitucién de ratones SCID con linfocitos T de ratones con supresion de CD40L,
demostré ad|C|onaImente el pagel esencial de los linfocitos T que expresan CD40L en desarrollo de enfermedades y
produccion de interleucina-12.

La interaccién CD40-CD40L puede antagonizarse por anticuerpos monoclonales (mAb) contra CD40L o CD40. La
expresion de CD40L en plaquetas activadas ha dado como resultado acontecimientos trombo-embélicos durante el
tratamiento de seres humanos con mAb IgG+ anti CD40L humano a niveles de dosis mayores y terminacion del
desarrollo de estos Mab'” '°. El antagonismo de CD40 parece por lo tanto un enfoque mas atractivo. La actividad
antagonista no estimuladora de mAb 5D12 (anti CD40 humano) se demostrd en diversos estudios in vitro usando
diferentes tipos celulares que portan CD40%* 2 y la actividad antagonlsta de 5D12 quimérico (ch5D12) se validé in
vivo usando diversos modelos de enfermedad de primates no humanos® ?’. ch5D12 es un anticuerpo 1gGs4 humano
modificado por ingenieria genética molecularmente que contiene los dominios variables murinos de las cadenas
pesada y ligera de 5D12 y se construyd para reducir el potencial de inmunogenicidad y para potenciar la semivida in
vivo del mAb 5D12 murino usado en seres humanos.

Los pacientes con enfermedad de Crohn padecen un trastorno inflamatorio debilitante del tracto gastrointestinal cuya
etiologia y patogénesis precisas siguen siendo esquivas® *°. La enfermedad se caracteriza por un flujo de entrada
en mucosa enferma de linfocitos T activados, I|nf00|tos By macrofagos 0.31 produccién local de mediadores solubles
de inflamacién y dafio de tejidos implicados®® . Se ha mostrado que los linfocitos T CD4* de la mucosa y
macréfagos y citocinas tales como factor de necrosis tumoral (TNF)-a e IL-12 desempefan un papel central en el
inicio de un bucle inflamatorio en enfermedad de Crohn®** ®.Los linfocitos T de mucosa inflamada muestran una
capacidad proliferativa mayor28 2 y secretan cantidades aumentadas de IFN-y e IL-2. Se han descubierto niveles
aumentados de transcrltos de ARNm de citocinas asociadas con linfocitos T en biopsias de la mucosa de pacientes
con enfermedad de Crohn®. Se ha sugerido un papel dominante de CD40L en los linfocitos T CD4* activados en los
estudios de los inventores sobre la expresion de CD40/CD40L en lesiones de enfermedad de Crohn®®. CD40L puede
mediar en una activacién fuerte de células portadoras de CD40, predominantemente linfocitos B y macréfagos,
dando como resultado de este modo el aumento de la produccion de TNF-a e IL-12 en lesiones. Usando
inmunohistoquimica, se descubrid tincion aumentada con 5D12 en todas las muestras de areas enfermas de
pacientes con enfermedad de Crohn en comparacion con areas no enfermas. La doble tincién para CD40 y CD20
(linfocitos B) o CD68 (macrdéfagos) indicd que en las secciones de pacientes con enfermedad de Crohn, las células
CD40* eran principalmente linfocitos B en los foliculos linfoides y macrofagos en la lamina propia. Los linfocitos T de
lamina propia de mucosa inflamada de pacientes con enfermedad de Crohn indujeron que los monocitos produjeran
cantidades significativas de IL-12 y TNF-o. después de 48 horas de co-cultivo. La adicion de 5D12 dio como
resultado reduccién de la produccién de IL-12 y TNF-a; los niveles de produccién se redujeron a los niveles
observados usando linfocitos T de lamina propia de control tanto en ausencia como en presencia de IFN-y.%

Es un objetivo de la invencion proporcionar moléculas alternativas que compartan al menos el tipo de seguridad y/o
eficacia de 5D12 in vivo, no necesariamente la cantidad de dicha seguridad y/o eficacia. El anticuerpo 5D12, o al
menos los dominios variables del mismo, tienen un fondo murino. La presente invencién proporciona variantes de los
dominios variables de cadena pesada y ligera de 5D12. Para este fin la invencidén proporciona un anticuerpo anti
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CD40 que comprende una regién variable de cadena ligera y una region variable de cadena pesada, comprendiendo
dicha region variable de cadena pesada una secuencia de aminoacidos

1 11 21 31

I | | |
QVEKLQ ESGPG LVKPS ETLSI TCTVS GFSX1S RYSVY WX:RQP

41 51 61 71

I | I |
PGKGX; EWX.GM MWGGG STDYS TSLKS RLTIS KDTSK

81 91 101 111

| | | |
SQVX:L KMNSL RTDDT AMYYC VRTDG DYWGQ GTTVT V5SS

en la que:

5 XieslyXzesV;
XyesLyXzes|;
XiesVyXzesV;
XiesLyXzesL;o
XiesLyXsesV;y

10 XsesG,A V,L,I,P,F,M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,RoH;
XsesG, AV, L I,P,F,M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,RoH;y
XsesG, A, V,L,I,P,F,M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,RoH;y

dicho dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos

1 11 21 31

I | | I
ELQLT QSPLS LPVXsL GX7XsAS ISCRS SQSLXs NSNGN TYLHW

41 51 61 71

| I | |
YLQRP GQSPR LLIYK VSNRF SGVPD RFSGS GSGTD FTLKI

81 91 101 111

I I I I
SRVEA EDX,oGV YX1,C5Q STHVP WTFGG GTKLE IKR

15 en la que:

XeesN,Q, S, T,Y,WoC

XzesD,E,N,Q,S, T,Y,WoC;

Xses N, Q SSTY,GAV,LILP,FFMWoC
Xoes G, A V,L,I,P,F,M
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X1o es G, A, V, I-, I, P, F, M; y
Xi1esN,Q,S,T,Y,G, A V,L, I,P,F,M,WoC.

También se describe un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de férmula (1)

1 11 21 31

| I | I
GFSX;S RYSVY WX:RQP PGKGXs EWX,GM MWGGG STDYS

41 51 61
I I |

TSLKS RLTIS KDTSK SQVXsL KMNSL RTDDT AMYYC

71
|
VRTDG DY
5 en la que:
Xi1esG, A V,L,I,P,F, M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,Ro H;
XoesG, A V,L,I,P,F,M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,RoH;
XsesG,A V,L,I,P,F,M,W,C,N,Q,S,T,Y,D,E,K,RoH;
XsesG, AV, L,I,P,F,M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,RoH;y
10 Xses G, A, V,L,,P,F, M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,Ro H.

Dicho polipéptido comprende identidad de secuencia extensiva con el dominio variable de cadena pesada del
anticuerpo 5D12, sin embargo, el polipéptido es menos inmunogénico en un individuo humano, administrado como
tal o en el contexto de un anticuerpo que comprende dicho polipéptido. En las posiciones indicadas Xi-Xs pueden
estar presentes varios aminoacidos como se indica. Una molécula de uniéon que comprende un polipéptido de la

15 invencion tiene buenas propiedades de unién a CD40. Se ha observado que la produccion del anticuerpo en una
célula varia en cierto grado con el tipo de aminoacido en las posiciones indicadas. Esto se detallara en otro lugar
posteriormente en el presente documento.

También se describe un polipéptido de féormula (I) que comprende una secuencia de aminoacidos
1 11 21 31

I | | I
QVKLQ ESGPG LVKPS ETLSI TCTVS GFSX,S RYSVY WX:RQP

41 61 61 71

| I I |
PGKGX3 EWX,GM MWGGG STDYS TSLKS RLTIS KDTSK

81 91 101 111

| | I |
SQVXsL KMNSL RTDDT AMYYC VRTDG DYWGQ GTTVT VSS.
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En el polipéptido anteriormente mencionado abarca esencialmente el dominio variable de la cadena pesada del
anticuerpo 5D12 murino. La secuencia de aminoacidos esta alterada en varias posiciones con respecto a la
secuencia murina. El polipéptido alterado acopla buenas propiedades de unién, tolerandose bien al mismo tiempo
por seres humanos a los que se ha proporcionado el polipéptido. En las posiciones indicadas pueden insertarse
diversos aminoacidos sin reducir y/o alterar drasticamente al menos las propiedades inmunoloégicas del polipéptido
en comparacion con el polipéptido murino original. También se describe un polipéptido que comprende un G, A, V, L,
P,F,M,W,C,N,Q,S, T,Y, D, E, K, Ro H en la posicion Xi. De este modo al menos las propiedades de produccion
del polipéptido en una célula de mamifero no se reducen y/o alteran drasticamente en comparacion con el
polipéptido murino o quimérico original. Se describe que X1 es G, A, V,L, P, Fo M;

X.es G, A, V,L,I,P,FoM;

Xses G, A, V,L, I, P, F, M;

Xses G, A, V,L,I,P,F,M; y

Xses G, A, V,L,I,P,F, M,W,C,N,Q,S, ToY.

Estos polipéptidos estan mejor ajustados para produccién a alto nivel en una célula de mamifero, particularmente en
el contexto de un anticuerpo.

También se describe un polipéptido en el que:

XiesG,A V,LoM;
XoesG, AV, L loM;
XzesG,A V,LI,P, F, M;
Xses G, AV, L, loM;y
XsesP,F,W,N,Q,S, ToY

Estos polipéptidos son mas adecuados para producciéon de anticuerpos a alto nivel mostrando a la vez buenas
propiedades de tolerancia en un ser humano. La invencién proporciona ademas un anticuerpo como se reivindica
que comprende el polipéptido de formula (1) en el que Xy es L; Xz es |; Xzes P; X4 es M; y/o Xs es S. Este polipéptido
se prefiere particularmente debido a sus excelentes propiedades de produccién en el contexto de un anticuerpo que
imita las propiedades de union y farmacoldgicas del anticuerpo ch5D12 mientras que se mejoran propiedades
inmunoldgicas en seres humanos en comparacion con el anticuerpo murino o ch5D12 y en el que al menos la
produccion del polipéptido no esta drasticamente reducida en comparacion con el homélogo murino o quimérico.

La invencién proporciona ademas un anticuerpo como se reivindica que comprende un polipéptido de férmula (1) en
el que Xj es |; X2 es V; X3 es P; X4 es M; y/o Xs es S. Este polipéptido se prefiere particularmente debido a sus
excelentes propiedades de produccion en el contexto de un anticuerpo que imita las propiedades de union y
farmacoldgicas del anticuerpo ch5D12 mientras que se mejoran propiedades inmunoldgicas en seres humanos en
comparacioén con el anticuerpo murino o ch5D12 y en el que al menos la produccién del polipéptido no se reduce
drasticamente en comparacion con el homoélogo murino o quimérico.

Un anticuerpo que se desvia en al menos una posicion de Xi-Xs en comparacién con 5D12 quimérico en las
posiciones correspondientes, tiene mejores propiedades inmunolégicas que el anticuerpo 5D12 quimérico en seres
humanos. En una realizacién preferida de tales anticuerpos la invencidén proporciona preferentemente un polipéptido
de acuerdo con la invencion, en el que: Xy esly Xoes V; XyesLy Xoes |;0 Xy es Ly Xz es V. Los polipéptidos se
prefieren particularmente en combinacién en el que un Xs es P; Xs es M; y X5 es F 0 S; en una realizacion la
invencion proporciona un polipéptido de acuerdo con la invencion, en el que: Xy es L; Xoes V; XsesL; Xses Ly Xs
es F. La produccidon de anticuerpos que comprenden dicho polipéptido es muy buena, proporcionando de forma
simultanea propiedades inmunolégicas mejoradas en seres humanos en comparacion con ch5D12. Se describe
ademas un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos GFSX1S RYSVY WX:R, en la que: X es Ly Xz
es I;0 Xy es |y X2 es V. Este polipéptido comprende una CDR1 modificada de un fragmento variable de cadena
pesada de 5D12. Esta CDR1 comprende al menos un aminoacido diferente en comparacion con la CDR1 del
fragmento variable de cadena pesada del anticuerpo 5D12. Este cambio de aminoacidos conduce a propiedades
inmunolégicas mejoradas de un anticuerpo 5D12 modificado o ch5D12 en el que la modificacion comprende al
menos un reemplazo de la secuencia correspondiente de dicho polipéptido en 5D12 o ch5D12 con un polipéptido de
la invencién, permitiendo al mismo tiempo una buena produccién del anticuerpo en una célula de mamifero.

Un dominio variable de cadena pesada comprende 113 aminodcidos. El polipéptido puede generarse de forma
sintética o por una célula. Preferentemente dicho dominio variable de cadena pesada se produce por una célula. En
la naturaleza existen al menos cinco tipos de cadenas pesadas: v, 6, o, I Y €, en las que cada tipo define una clase
de inmunoglobulinas. Puede usarse un polipéptido como se ha descrito como un cuerpo de unién directamente o
puede incorporarse en un anticuerpo. Cuando se incorpora en un anticuerpo el polipéptido se combina
preferentemente con una parte constante de una cadena pesada de anticuerpo. Para este fin la invencion
proporciona ademas una cadena pesada de anticuerpo que comprende un polipéptido de férmula (I) como se
reivindica. Se conocen en la técnica muchos derivados y analogos de anticuerpos de dominio variable. Sin embargo,
en la actualidad estan en uso muchas partes diferentes, derivados y/o analogos de anticuerpos.
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Son ejemplos no limitantes de tales partes, derivados y/o analogos, fragmentos Fv de cadena sencilla,
monocuerpos, VHH, fragmentos Fab, proteinas de unién artificial tales como, por ejemplo, avimeros, y similares. Un
denominador comin de dichos cuerpos de union especificos es la presencia de un dominio variable de cadena
pesada. Por lo tanto se describe adicionalmente un cuerpo de unién que comprende un polipéptido de formula (1).

Un cuerpo de unién preferido es un anticuerpo, ya que un anticuerpo comprende una estructura de origen natural.
Por lo tanto, la invencion en una realizacion preferida proporciona un anticuerpo que comprende un polipéptido de
acuerdo con la invencion.

Un cuerpo de union es preferentemente un cuerpo de unién que esta bien tolerado en un animal. La tolerancia de un
animal por un polipéptido esta gobernada por muchos aspectos diferentes. La inmunidad, sea mediada por linfocitos
T, o mediada por linfocitos B u otra es una de las variables que estan abarcadas por la tolerancia del animal por un
polipéptido. Como se ha mencionado anteriormente, el anticuerpo 5D12 tiene un fondo murino. El polipéptido de
formula () tiene una inmunogenicidad reducida en seres humanos. Se refiere por lo tanto en ocasiones a una
variante desinmunizada del dominio variable de cadena pesada de 5D12. Por lo tanto, en un aspecto, la invencién
proporciona un anticuerpo que comprende una especificidad de epitopo de un anticuerpo 5D12, en el que la cadena
pesada de dicho anticuerpo es un polipéptido de férmula (I). Desinmunizado, como se usa en el presente
documento, se define como menos inmunogénico en un animal que el anticuerpo original. Un polipéptido de férmula
(I) se desinmuniza en comparacién con la cadena pesada en 5D12 a través de la retirada de epitopos de linfocitos T
humanos conocidos. Los epitopos de linfocitos T son secuencias de amino&cidos dentro de proteinas con la
capacidad para unirse a moléculas de MHC de clase Il. Por la retirada de los epitopos de linfocitos T el anticuerpo es
menos inmunogénico. Preferentemente un dominio variable de la invencion estd adicionalmente humanizado, tal
como, por ejemplo, revestido. Usando técnicas de revestimiento, los restos exteriores que se detectan facilmente por
el sistema inmune se reemplazan selectivamente con restos humanos para proporcionar una molécula hibrida que
comprende una superficie revestida débilmente inmunogénica o sustancialmente no inmunogénica. Un animal como
se usa en la invencion es preferentemente un mamifero, mas preferentemente un primate, mas preferentemente un
ser humano.

Un anticuerpo de acuerdo con la invencién comprende preferentemente una regién constante de un anticuerpo
humano. De acuerdo con diferencias en sus dominios constantes de cadena pesada, los anticuerpos se agrupan en
cinco clases, o isotipos: IgG, IgA, IgM, IgD, e IgE. Estas clases o isotipos comprenden al menos una de dichas
cadenas pesadas que se nombran con una letra griega correspondiente. En una realizacion preferida la invencion
proporciona un anticuerpo de acuerdo con la invencién en el que dicha region constante se selecciona del grupo de
regiones constantes IgG, IgA, IgM, IgD, e IgE, mas preferentemente dicha regién constante comprende una region
constante de IgG, mas preferentemente una region constante de IgG+, preferentemente una region constante de
IlgGs mutada, méas preferentemente dicha region constante es una region constante de 19Gs. Ademas, dicha region
constante de IgGs es preferentemente una region constante de IgGs4 humana. Preferentemente, el anticuerpo 1gGs
de la invencion comprende las regiones constantes de la secuencia de aminoacidos de cadena pesada y ligera
como se representa en la Figura 18. Preferentemente, el anticuerpo 1gGs4 de la invencién comprende la secuencia de
aminoacidos de cadena pesada y ligera que se representa en la Figura 18. Se produce cierta variacién en la region
constante de IgGs en la naturaleza y/o se permite sin cambiar las propiedades inmunolégicas del anticuerpo
resultante. Normalmente se permiten sustituciones de aproximadamente entre 1 y 5 aminoacidos en la regién
constante. Un anticuerpo con una regién constante de IgG4 o una region constante de IgG1 mutada tiene al menos la
mayoria de las propiedades farmacoldgicas de un anticuerpo pero no se une al complemento, y por lo tanto no
inducira empobrecimiento de las células a las que se une in vivo. Preferentemente dicha regiéon constante es una
region constante de un anticuerpo humano.

En una realizacion, la invencién proporciona un &cido nucleico que codifica un anticuerpo de acuerdo con la
invencion. Un &cido nucleico como se usa en la invenciéon es normalmente, pero no exclusivamente, un acido
ribonucleico (ARN) o un &cido desoxirribonucleico (ADN). Como alternativa estan disponibles acidos nucleicos para
un experto en la materia, tales como, por ejemplo, acidos péptido nucleicos (PNA). Un acido nucleico de acuerdo
con la invencién esta por ejemplo comprendido en una célula. Cuando dicho &cido nucleico se expresa en dicha
célula, dicha célula produce un polipéptido y/o un cuerpo de unién y/o un anticuerpo de acuerdo con la invencién.
Por lo tanto, la invencién en una realizacion proporciona una célula que comprende un anticuerpo con la invencion
y/o un &cido nucleico de acuerdo con la invencién. Dicha célula es preferentemente una célula animal, mas
preferentemente una célula de mamifero, mas preferentemente una célula de primate, mas preferentemente una
célula humana. Para los fines de la invencién una célula adecuada es cualquier célula capaz de comprender y
preferentemente producir un anticuerpo de acuerdo con la invencién y/o un acido nucleico de acuerdo con la
invencion.

La invencion proporciona ademas una célula que comprende un anticuerpo de acuerdo con la invencion.
Preferentemente dicha célula produce dicho anticuerpo. En una realizacion preferida dicha célula es una célula de
hibridoma, una célula de ovario de hamster chino (CHO), una célula NSO o una célula PER-C6™. En una realizacion
particularmente preferida dicha célula es una célula CHO. Se proporciona ademas un cultivo celular que comprende
una célula de acuerdo con la invencién. Diversas instituciones y comparias han desarrollado lineas celulares para la
produccion a gran escala de anticuerpos, por ejemplo para uso clinico. Son ejemplos no limitantes de dichas lineas
celulares, células CHO, células NSO o células PER-C6'". Estas células también se usan para otros fines tales como
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la produccion de proteinas. Las lineas celulares desarrolladas para producciéon a escala industrial de proteinas y
anticuerpos se denominan adicionalmente en el presente documento lineas celulares industriales. Por lo tanto en
una realizacién preferida la invencién proporciona el uso de una linea celular desarrollada para la produccién a gran
escala de proteina y/o anticuerpo para la produccion del anticuerpo de la invencién.

La invencion proporciona ademas un procedimiento para producir un anticuerpo que comprende cultivar una célula
de la invencion y recoger dicho anticuerpo de dicho cultivo. Preferentemente dicha célula se cultiva en un medio sin
suero. Preferentemente dicha célula se adapta para crecimiento en suspensién. Se proporciona ademas un
anticuerpo que puede obtenerse por un procedimiento para producir un anticuerpo de acuerdo con la invencion. El
anticuerpo se purifica preferentemente a partir del medio de cultivo. Preferentemente dicho anticuerpo se purifica por
afinidad.

Una célula de la invencién es por ejemplo una linea celular de hibridoma, una célula CHO, una célula NSO u otro tipo
celular conocido por su idoneidad para produccién de anticuerpos para fines clinicos. En una realizacién
particularmente preferida dicha célula es una célula humana, preferentemente una célula que se transforma por una
regién de adenovirus E1 o un equivalente funcional de la misma. Un ejemplo preferido de dicha linea celular es la
linea celular PER.C6™ o equivalente de la misma. En una realizacion particularmente preferida dicha célula es una
célula CHO o una variante de la misma. Preferentemente una variante que hace uso de un sistema de vector de
glutamina sintetasa (GS) para expresion de un anticuerpo.

Se ha observado que en algunos aminoacidos en las posiciones mencionadas Xi-Xs son menos adecuados para
produccion a alto nivel de un anticuerpo que comprende un polipéptido de férmula (l) en una célula productora de
anticuerpo. En una realizacién preferida un polipéptido de férmula (I) en dicho anticuerpo comprende Xi-Xs en el
que:

XiesL; Xz es|; X3 es P; X4 es M; y/o Xs es S. Se prefiere particularmente cuando X1 esly Xoes V; XiesLy X
esl;XjesLyXoeslL; XiesVyXoesV;

XiesLyXoesL;0X;sesLyXszes V. Estos ultimos polipéptidos se prefieren particularmente en combinacion en
la que una Xz es P; X4 es M; y Xs es F o0 S, preferentemente S; en una realizacién la invencién proporciona un
polipéptido de acuerdo con la invencién, en el que: Xy es L; Xoes V; XzsesL; Xaes Ly Xses F.

La produccion de anticuerpos que comprenden dicho polipéptido es buena, proporcionando simultdneamente
propiedades inmunolégicas mejoradas en seres humanos en comparacién con ch5D12.

También se describe una region variable de cadena pesada en la que al menos uno de Xi, Xz, X3, X4 0 X5 es el
mismo que un aminodcido en la posicién correspondiente en una secuencia que se muestra por la invenciéon que
produce niveles de expresidn especificamente buenos y en la que ademas al menos uno de Xi, Xz, X3, X4 0 X5 es el
mismo que un aminoacido en la posicién correspondiente en una secuencia de aminoacidos de 5D12. Una ventaja
de un polipéptido en el que al menos uno de Xi, Xz, X3, X4 0 X5 es el mismo que un aminoacido en la posicion
correspondiente en una secuencia de aminoacidos de 5D12, es que un cuerpo de unién que comprende dicho
polipéptido muestra un mejor nivel de expresion que un polipéptido en el que ninguno de Xi, Xz, X3, X4 0 X5 es el
mismo que un amino&cido en la posicién correspondiente en una secuencia de aminoacidos de 5D12. Sin quedar
ligado por la teoria, se cree que dicho mejor nivel de expresion se debe al hecho de que un aminodacido en la
posicion de Xi, Xz, X3, X4 y/0 Xs contribuye a un ensamblaje apropiado de un cuerpo de unién cuando dicho
aminoacido es el mismo que un aminoacido en la posicion correspondiente en una secuencia de aminoacidos de
5D12.

Un anticuerpo que comprende un polipéptido de formula (I) muestra actividad antagonista no estimuladora. Ya que la
interaccion CD40L-CD40 estd implicada en la patofisiologia de diversos trastornos inflamatorios tales como
enfermedades autoinmunes y rechazo de injertos, un polipéptido de acuerdo con la invencion es por lo tanto
particularmente adecuado para aliviar un sintoma de un trastorno inflamatorio. En una realizacién un anticuerpo que
comprende un cuerpo de unién de la invencién es un anticuerpo monoclonal. La tecnologia de anticuerpos
monoclonales posibilita la produccién de grandes cantidades de anticuerpos esencialmente puros, obteniendo de
este modo productos predecibles. Por lo tanto, la invencién en una realizacioén proporciona un anticuerpo monoclonal
antagonista anti CD40 humano que comprende un polipéptido de acuerdo con la invencion. Un cuerpo de unién de
acuerdo con la invencién es mas adecuado para ese fin puesto que estd en una realizacion desinmunizada en
comparaciéon con un 5D12 de ratén y/o un 5D12 quimérico. Por lo tanto, un cuerpo de unién de la invencién tiene
una inmunogenicidad reducida y una semivida potenciada en seres humanos en comparacién con un 5D12 de raton
y/o un 5D12 quimérico. Como resultado del mismo, un cuerpo de unién de la invencion tiene un potencial
farmacéutico sostenible frente a diversos trastornos inflamatorios. Por lo tanto, en una realizacion preferida la
invencion proporciona un anticuerpo monoclonal antagonista anti CD40 humano desinmunizado de acuerdo con la
invencion.

Como se ha hecho referencia anteriormente, la presente invencién proporciona moléculas de tipo 5D12 que
comprenden alteraciones de aminodacidos con respecto a la secuencia de aminoécidos de 5D12, en las que las
alteraciones son al menos en el dominio variable de cadena pesada y preferentemente también en el dominio
variable de cadena ligera. En este contexto la invencién describe ademas un cuerpo de unién que comprende una
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secuencia de aminodacidos de férmula (Il)

1 11 21 31
I | | |
XsLGX7Xs ASISC RSSQS LXaNSN GNTYL HWYLQ RPGQS

41 51 61 71

| | I !
PRLLI YKVSN RFSGV PDRFS GSGSG TDFTL KISRV EAEDX10

81 91

| I

GVYXnC SQSTH VPWT

en la que:

Xses G, A, V,L,I,P,F, M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,Ro H;
X7esG, A V,L,I,P,F, M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,Ro H;
Xses G, A V,L,I,P,F, M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,Ro H;
XoesG, A V,L,I,P,F, M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,Ro H;
XiwoesG,A V,LI,P,F,M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,RoH; y
X11esG, A V,L,I,P,F, M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,RoH.

Dicho cuerpo de union es preferentemente un anticuerpo monoclonal antagonista anti-CD40 humano de acuerdo
con la invencion. Una X seleccionada de Xg, X7, Xs, Xg, X10 0 X11 se selecciona de un grupo que se asemeja a un
aminoacido en una posicion correspondiente en una secuencia de aminoacidos 5D12 y/o que se asemeja a un
aminoacido en una posicion correspondiente en una secuencia que se muestra por la invencion que produce buenos
niveles de expresion, como se muestra en el ejemplo 2. Por lo tanto, un cuerpo de unién como se describe en el
presente documento preferentemente comprende una secuencia de aminoacidos de férmula (ll) en la que:

XeesN,Q,S, T,Y,WoC;

XzesD,E,N,Q,S, T,Y,WoC;

XsesN,Q, S, T,Y,G, A V,LLI,P,F, M| WoC;
Xoes G, A V,L,I,P,F, M;

Xw0esG, AV, L I,P,F, M;y

Xi1esN,Q, S, T,Y,G, A V,L,I,P,F, M,Wo C.

En otra realizacion la invencion proporciona un anticuerpo monoclonal antagonista anti-CD40 humano de acuerdo
con la invencion que comprende un polipéptido de féormula (ll) de la invencién que comprende una secuencia de
aminoacidos como la siguiente.
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1 11 21 31

| 1 I |
ELQLT QSPLS LPVXsL GX7XsAS ISCRS SQSLXe NSNGN TYLHW

41 ol 61 71

| | | |
YLQRP GQSPR LLIYK VSNRF SGVPD RF5GS GSGTD FTLKI

81 91 101 111

l | | |
SRVEA EDX0GV YX:CSQ STHVP WTFGG GTKLE IKR.

En una realizacion preferida la invencion proporciona un anticuerpo como se reivindica que comprende un
polipéptido de férmula (Il) de la invencion enelque Xees To S, X7esDo Q, Xses Qo P, Xoes Vo A, XipesVolLy
X11 es F o Y. Méas preferentemente en el que: Xg es T, X7es Q, Xs es P, Xg es A, Xio es V y Xy1 es Y. Los anticuerpos
de tipo 5D12 que comprenden un polipéptido de férmula (l) y el polipéptido preferido de formula (Il) combinan
buenos niveles de expresion en una célula productora con buenas propiedades de tolerancia y propiedades
farmacodinamicas en un ser humano.

Un anticuerpo antagonista anti-CD40 humano de la invencién comprende una secuencia de aminoacidos de dominio
variable de cadena pesada de formula (l) y una secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena ligera de
formula (Il) como se reivindica. Dicho anticuerpo tiene buenas caracteristicas. Es posible, por supuesto, generar
variantes de dicho anticuerpo original modificando uno o mas aminoéacidos del mismo. Muchas de tales variantes se
comportaran de forma mas o menos similar en comparacién con dicho original. Dichas variantes también se
describen en el presente documento. Existen muchas maneras de modificar un anticuerpo de la invencion. Un
ejemplo no limitante de dicha modificacion es un anticuerpo que comprende un piro-glutamato en lugar de un
glutamato. Otros ejemplos no limitantes de dichas modificaciones son una insercion, delecion, inversion y/o
sustitucion de uno o méas aminoacidos en comparacion con dicho anticuerpo original. La presente invencién
proporciona medios y procedimientos para generar dicha variante. También proporciona ensayos para determinar
las caracteristicas de dicha variante. También se describe una variante de un anticuerpo original de la invencién,
comprendiendo dicha variante una insercién, delecién, inversién y/o sustitucién de entre aproximadamente 1 y 10
aminoacidos en comparacion con la secuencia de aminoacidos de dicho anticuerpo original. Preferentemente dicha
insercién, delecion, inversion y/o sustitucién no comprende los aminoacidos en la posicion Xi y posicion Xz del
dominio variable de cadena pesada de formula (1) del anticuerpo original.

La invencién proporciona un procedimiento para seleccionar un anticuerpo antagonista anti-CD40 humano que
comprende generar una primera linea celular que produce un anticuerpo antagonista anti-CD40 humano original y
determinar la cantidad de anticuerpo original que se produce por dicha primera linea celular, comprendiendo dicho
anticuerpo original la secuencia de aminodacidos de cadena ligera
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1 11 21 31

I | N |
ELQLT QSPLSLPVTL G Q P AS ISCRS SQSL A NSNGN TYLHW

41 51 61 71

| | | |
YLQRP GQSPR LLIYK VSNRF SGVPD RFSGS GSGTD FTLKI

81 91 101 111

I | | |
SRVEAED VGV Y Y CSQ STHVP WTFGG GTKLE IKR

y la secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena pesada

1 11 21 31

| I | |
QVKLQ ESGPG LVKPS ETLSI TCTVS GFSXiS RYSVY WX:RQP

41 5l 61 71

I I I I
PGKGP EWMGM MWGGG STDYS TSLKS RLTIS KDTSK

81 91 101 111

I I | |
SQVSL KMNSL RTDDT AMYYC VRTDG DYWGQ GTTVT VSS

en la que X; y Xz se seleccionan por parejas del grupo que consiste en X1 =ly Xo =1y Xo=V; Xy=LyXo2=1; X 1=
VyX2=V,X1 =LyX2=LOX1 =LyX2=V,

comprendiendo dicho procedimiento ademas

generar al menos una linea celular adicional que produzca una variante de dicho anticuerpo original en la que dicho
anticuerpo variante sea un anticuerpo original modificado que comprende una insercién, delecion, inversién y/o
sustitucion de entre aproximadamente 1 y 5 aminoacidos en comparaciéon con dicho anticuerpo original, en el que
dicha modificacion no consiste en una modificacién de los aminoacidos en la posicién o las posiciones identificadas
por X1 y Xz, y determinar la cantidad de anticuerpo variante que se produce por dicha al menos una linea celular
adicional,

comprendiendo dicho procedimiento ademas seleccionar un anticuerpo variante que se produjo a una cantidad que
era de al menos el 50 % de la cantidad de anticuerpo original.

Dicha insercion, delecion, inversion y/o sustitucién de entre aproximadamente 1 y 5 aminoacidos puede ser en
cualquier parte del anticuerpo que no sea o implique a los aminoacidos en las posiciones Xi y Xo. Preferentemente,
dicha insercién, delecién, inversién y/o sustitucién de entre aproximadamente 1 y 5 aminoacidos en dicha secuencia
de aminodacidos de cadena pesada o dicha secuencia de aminoacidos de cadena ligera en comparacién con la
secuencia de aminoacidos de la cadena correspondiente en dicho anticuerpo original. Preferentemente dicha
insercioén, delecidn, inversién y/o sustitucién de entre aproximadamente 1 y 5 aminoéacidos es en dicha secuencia de
aminoacido de cadena pesada en comparacion con dicha secuencia de cadena pesada de dicho anticuerpo original.
Preferentemente dicho procedimiento comprende ademas generar una linea celular productora de anticuerpos que
produzca dicho anticuerpo seleccionado. Esta linea celular productora puede ser dicha linea celular adicional u otra
linea celular mas que produzca dicho anticuerpo seleccionado. Preferentemente dicho procedimiento comprende
ademas recoger dicho anticuerpo seleccionado. La invencién proporciona ademas un anticuerpo antagonista anti-
CD40 humano aislado y/o recombinante que puede obtenerse por un procedimiento de acuerdo con la invencién.
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También se describe un anticuerpo antagonista anti-CD40 humano que comprende una modificacion de la
secuencia de aminoacido de cadena pesada

1 11 21 31

I | I |
QVKLQ ESGPG LVKPS ETLSI TCTVS GFSX,S RYSVY WXuRQP

41 51 61 71

I I | |
PGKGP EWMGM MWGGG STDYS TSLKS RLTIS KDTSK

81 91 101 111

| I I i
SQVSL KMNSL RTDDT AMYYC VRTDG DYWGQ GTTVT VSS

en la que Xj y X 2 se seleccionan por parejas del grupo que consisteen X1 =1y Xo=V, Xi=LyXo =1, Xy =Vy Xz =
V,Xi=LyXo=L;0Xi=LyXz=V,

comprendiendo dicha modificacién una insercién, delecion, inversion, y/o sustitucion de entre aproximadamente 1y
5 aminoacidos en comparacion con dicha secuencia de aminoacidos de cadena pesada y en la que dicha
modificacién no consiste en una modificacion de los amino&cidos en la posicién o las posiciones identificadas por X 1
y X2

En una realizacién, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo de
acuerdo con la invencién, un acido nucleico de acuerdo con la invencién y/o una célula de acuerdo con la invencién.
Ademas, la invencion proporciona un anticuerpo de acuerdo con la invencién, un &cido nucleico de acuerdo con la
invencion y/o una célula de acuerdo con la invencién para uso como un medicamento. Preferentemente un
medicamento para aliviar un sintoma de un trastorno autoinmune y/o un trastorno inflamatorio y/o para reducir el
rechazo de injertos y/o o para el tratamiento de canceres positivos para CD40. En una realizacién preferida dicho
trastorno autoinmune y/o uno inflamatorio se selecciona del grupo de enfermedad inflamatoria del intestino, artritis
reumatoide, lupus eritematoso sistémico, esclerosis multiple, psoriasis, penfigoide ampollar y dermatitis atépica.

Como un polipéptido como se describe en el presente documento es particularmente adecuado para aliviar un
sintoma de un trastorno inflamatorio debido a sus propiedades antagonistas de CD40 no estimuladoras, un
polipéptido como se ha descrito es adecuado para aliviar un sintoma de varios trastornos. Un trastorno inflamatorio
como se usa en la invencién se define como cualquier enfermedad que implique un componente inflamatorio. Para el
interés de la invencion, un trastorno inflamatorio incluye especificamente un trastorno autoinmune y/o rechazo de
injertos. El papel central de la interaccién CD40-CD40L en el inicio, amplificaciéon y prolongacion de respuestas
inmunitarias hace a un polipéptido como se ha descrito especificamente adecuado para modulacién inmune en un
trastorno autoinmune.

Posteriormente en el presente documento se proporciona informacion sobre CD40 y CD40L para ilustrar el papel de
CD40 y su ligando en trastornos inflamatorios. La molécula CD40 es una glicoproteina de membrana de tipo | de 50
kDa y se expresa en linfocitos B, monocitos/macréfagos y células dendriticas (DC)***°. Ademas, en condiciones
patolégicas puede encontrarse CD40 en células endoteliales (CE), fibroblastos, células epiteliales y queratinocitos®'.
El ligando de CD40 (gp39, TBAM, TRAP, CD40L, CD154), una glicoproteina de membrana integral de tipo Il de 32
kDa, se expresa de forma transitoria en linfocitos T CD4+ activados y una pequefa poblacién de linfocitos T CD8+
activados®*°®. Ademas, se ha descubierto CD40L en varios otros tipos celulares después de activacion, incluyendo
mastocitos, baséfilos, linfocitos B, eosinéfilos, DC y plaquetas ***°.

La interaccion de CD40 con CD40L desencadena varios acontecimientos biolégicos en linfocitos B incluyendo
proliferacién, expresion de marcadores de activacion, produccion de inmunoglobulina (lg), cambio de isotipo,
adhesién homotipica y rescate de apoptosisse’57. Sin embargo, como se ha descrito anteriormente, la distribuciéon de
la molécula CD40 no se restringe a linfocitos B como se postulé originalmente. Los monocitos humanos recién
aislados expresan niveles bajos de la molécula CD40, que puede regularse positivamente por cultivo en presencia
de IFN-y*"*%_ La ligacién de CD40 de monocitos/macréfagos induce la secrecién de grandes cantidades de
mediadores Proinflamatorios tales como IL-1, TNF-a0 e IL-12, que inducen respuestas inflamatorias y actividad
tumoricida®**, y las rescata de apoptosis48. La ligacién de CD40 también provoca que las DC potencien su
diferenciacion y activacién, para potenciar la expresion de moléculas coestimuladoras tales como CD86, CD80 y
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CD58, para aumentar la produccion de citocinas, y para inhibir la apoptosis®>*®. Ademas, cuando se expresa en
condiciones inflamatorias, la sefalizacién de CD40 puede inducir expresién de la molecula de adhesion intercelular 1
(ICAM-1), molécula de adhesion de células vasculares 1 (VCAM-1) y selectina E en CE®®. Estos resultados sugieren
que la senalizacion a través de CD40 durante las interacciones de linfocitos T-CE puede ser una etapa importante
en la regulacién de la activacion de CE y reclutamiento de leucocitos en teJIdOS no linfoides. Los estudios in wvo han
indicado la importancia de las interacciones CD40-CD40L en la generamon de respuestas inmunes humorales®®’,
en la sensibilizacion y activacion de linfocitos T especificos de antigeno®, en la activacion temporal de macréfagos®,
asi como en las respuestas inmunes mediadas por células protectoras a través de la activacion de macrofagos
mediada por_ Ilnfocnos T contra infecciones parasitarias intracelulares tales como Pneumocystis, Cryptosporidium y
Leishmanias®*

Se demuestra un papel especifico para CD40 y su ligando en modelos murinos de enfermedad autoinmune. Los
estudios de modelos animales han indicado claramente la implicacion de la interaccion CD40L-CD40 en la
patofisiologia de diversas enfermedades autoinmunes. En estos estudios, usando ratones que padecian
enfermedades autoinmunes espontaneas o experimentales, la interferencia con interacciones CD40L-CD40 tuvo
efectos beneficiosos claros. Se mostr6 que un mAb para CD40L murino evita o reduce sintomas de enfermedad en
artritis inducida por colageno, encefalomielitis alérgica experimental (EAE; un modelo animal para EM), en ratones
con lupus (SWR x NZB) F1 y en ratones diabéticos no obesos (NOD) que desarrollan espontaneamente diabetes
autoinmune dependiente de linfocitos T. Las pruebas indican que las interacciones CD40-CD40L también
desempefian un papel en la patogénesis de enfermedades inflamatorias del intestino, que incluyen enfermedad de
Crohn y colitis ulcerosa. Se mostr6 que los ratones transgénicos para CD40L con alto nimero de copias del
transgén adquirian enfermedad inflamatoria del intestino letal marcada por infiltracién de células CD40" y linfocitos T
CD40L* en tejidos enfermos®’. El mAb anti-CD40L previno eficazmente la inflamacion de la mucosa y produccién de
IFN-y por linfocitos T CD4 de la lamina propia en animales con colitis que se habian inducido por acido 2,4,6-
trinitrobenceno sulfénico® . Muy recientemente se realizd una comparacién directa entre el tratamiento anti-TNF-a y
la interferencia de la ruta CD40-CD4OL usando un mAb anti-CD40L en un modelo de enfermedad inflamatoria del
intestino experimental de ratéon SCID. En este modelo, se inyectan células CD4" CD45RB™" singénicas en ratones
SCID que desarrollan posteriormente diarrea o heces blandas y muestran pérdida de peso progresiva comenzando
3-5 semanas después de la reconstitucién de linfocitos T, como sintomas de la enfermedad inflamatoria del intestino
experimental. El tratamiento con anti-TNF-a 0 anti-CD40L desde el dia de la reconstitucion de linfocitos T evitd
completamente la apariencia clinica e histolégica de enfermedad inflamatoria del intestino experimental. Ademas, la
administracién anti-CD40L desde la semana 5 después de la reconstitucién de linfocitos T aun pudo prevenir la
progresion de la enfermedad y los animales tratados mostraron mejora en sintomas de enfermedad e histologia en
comparacion con animales de control (observaciones no publicadas).

Los trabajos recientes han demostrado también que la interferencia con la ruta CD40-CD40L es fuertemente
inmunosupresora en modelos de trasplante. El tratamiento combinado con linfocitos pequefos alogénicos o linfocitos
pequerios con linfocitos T agotados mas un anticuerpo para CD40L de ratén permitié la supervivencia de aloinjertos
de |sIotes pancreaticos indefinidos en 37 de 40 receptores que diferian en loci de histocompatibilidad mayores y
menores®®. A partir de estos experimentos se concluyd que la interferencia eficaz de la interaccion CD40L-CD40
muy probablemente habia dado como resultado la prevencion de induccién de moléculas coestimuladoras en los
linfocitos en reposo pequenos por los linfocitos T huéspedes alorreactivos. En otro estudio reciente, se demostré que
la administracién de un mAb para CD40L de ratén en el momento del trasplante prolongd notablemente la
supervivencia de aloinjertos cardiacos murinos completamente diferentes en huéspedes tanto sin tratar como
sensibilizados. Sin embargo, cuando se retrasoé la terapia anti-CD40L hasta el dia postoperatorio 5, anti-CD40L no
consiguié prolongar la supervivencia del injerto. A partir de este estudio, se concluyé que la terapia anti-CD40L
inhibia el rechazo de aloinjertos principalmente interfiriendo con la ayuda de linfocitos T para funciones efectoras. Se
ha mostrado ademas que la interferencia con las rutas CD80/CD86-CD28 y CD40-CD40L anula eficazmente de
forma simultanea la expansion clonal de linfocitos T in vitro e in vivo, promueve la supervivencia a largo plazo de
injertos cutaneos completamente alogénicos, e inhibe el desarrollo de rechazo vascular cronico de aloinjertos
cardiacos principalmente vascularizados. Ademas, la interferencia con una ruta CD40-CD40L, opcionalmente en
combinacién con la interferencia con una ruta CD80/CD86 CD28, evita el rechazo de aloinjertos de rifién en un
modelo de aloinjerto de rifidn de mono rhesus® Para informacién adicional sobre los efectos de 5D12 en
trastornos inflamatorios, véase, por ejemplo, referenmas

La esclerosis multiple es una enfermedad autoinmune del sistema nervioso central (cerebroespinal). En este
trastorno, la materia blanca que rodea las fibras nerviosas se endurece. La expresién esclerosis multiple (EM)
significa literalmente “muchas cicatrices”. Las areas endurecidas del tejido nervioso se llaman placas. Los sintomas,
gravedad y curso de la esclerosis multiple son altamente variables, dependiendo parcialmente de los sitios de las
placas y el alcance del deterioro de la materia blanca. El deterioro de la materia blanca en el sistema nervioso
ralentiza los impulsos nerviosos lo que conduce a descoordinacién del sistema nervioso.

La encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) en el mono titi comun (Callithrix jacchus) es un modelo preclinico
atil de esclerosis multiple (revisado en 88719219 | a5 |esiones de materia blanca del sistema nervioso central (SNC)
que se desarrollan en las diversas versnones de este modelo de EAE comparten caracteristicas patomorfologicas,
radiolégicas e inmunoldgicas con EM*>*®'%" Por |o tanto, el modelo de EAE de titi puede rellenar el amplio hueco
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inmunoldgico entre humanos y roedores que dificulta la seleccion de tratamientos prometedores en los proyectos de
desarrollo de farmacos en un estadio preclinico %%%1%

Los titis inmunizados con rhMOG, una proteina recombinante que representa el fragmento extracelular de MOG
humana (aminoé&cidos 1-125) desarrollan EAE en el 100 % de los casos, lo que se debe a la presencia del elemento
de susceptibilidad a MHC de clase Il monomérfico caja DRB*W1201 en el repertorio de cada mono 828485107 n
aspecto particularmente (til de este modelo para desarrollo de terapias es que las lesiones que se desarrollan en la
materia blanca del cerebro pueden visualizarse y caracterlzarse tentativamente con técnicas de captura de
imagenes por resonancia magnética clinicamente relevantes®'%. El andlisis longitudinal de las lesiones de materia
blanca del cerebro con imagenes de resonancia magnética (IRM) mostré un incremento progresivo del volumen y
actividad inflamatoria persistente en la mayoria de las IeS|ones Ademas, la caracterizacién de la patologia del SNC
con IRM y crlterlos histolégicos previamente descritos'”' revel6 que la mayoria de las lesiones estan en un estadio
temprano activo'®.

El modelo de EAE inducido por rhMOG se ha usado para ensayar si los anticuerpos que se dirigen a moléculas
coestimuladoras de células presentadoras de antigenos (APC) y linfocitos T son un tratamiento potencial para EM.
La interaccion de CD40 con su ligando CD154 desempefia un papel importante en diversos procesos
inmunopatogénicos que actian en EAE, incluyendo activaciéon de linfocitos B, activacion de células presentadoras
de antigenos APC; inicio de respuestas de linfocitos T especificas de antigeno e induccion de funciones efectoras
de macréfago™ . Un estudlo realizado en 1996 confirmé que los ratones tratados con un anticuerpo contra
CD154 se protegen contra EAE®. Sin embargo, se detuvo un ensayo clinico en pacientes con EM con antlcuerpo
contra CD154 debido a efectos secundarlos inesperados que no se observaron en los experimentos animales'’

El anticuerpo monoclonal (mAb) de ratén 5D12 (mu5D12) se ha inducido contra CD40 humano. El anticuerpo 5D12
parecié ser un inhibidor potente de activaciéon mediada por CD40-CD40L en varios tlpos celulares y, a diferencia de
la mayoria de los otros mAb anti-CD40, no ejerce actividad estimuladora de CD40?"%% Tanto el anticuerpo anti-
CD40 humano de raton mu5D12 como la version quimérica de este anticuerpo, ch5D12, presentaron fuertes efectos
supresores en el desarrollo de lesiones de materla blanca del SNC y déficit neuroldgico en el modelo de EAE de titi y
no mostraron efectos secundarios notables®***. Los mismos estudios mostraron que mAb anti-CD40 inyectado por
via intravenosa en titis comunes afectados por EAE puede conseguir acceder a lesiones de la materia blanca del
cerebro en las que se expresan gromlnentemente moléculas CD40 en macrofagos infiltrados y microglia activada®
como se descubri6 antes en EM®. Esto ha planteado la pregunta de si ch5D12 también tiene un efecto terapeutlco
en lesiones ya existentes.

't Hart y col. supervisaron el desarrollo de lesiones cerebrales en 7 monos inmunizados con rhMOG por imagenes de
resonancia magnética (IRM) en serie a intervalos de 2 semanas’®. Los resultados de este estudio demostraron la
supresion de la inflamacion de la lesion en los 3 monos tratados con ch5D12 mientras que se redujo el
agrandamiento de la lesién de 2 de los 3 monos tratados con ch5D12.

La prevencién de la interaccion de CD40 con su ligando CD154 en linfocitos T activados en un momento temprano
del proceso de enfermedad ha tenido un impacto S|gn|f|cat|vo en la expresion clinica y neuropatoldgica de EAE en
roedores 88899194100 y modelos de primates no humanos 2% CD40 se expresa promlnentemente dentro de las
lesiones de materia blanca del SNC de pacientes con EM asi como roedores afectados de EAE®® y primates no
humanos®. Se ha mostrado de forma elegante en ratones quiméricos para médula 6sea® que las APC que portan
CD40 dentro del SNC, tales como macrofagos infiltrados asi como células gliales perivasculares y parenquimales,
contribuyen significativamente a la patogénesis de EAE.

Los resultados de 't Hart y col, Laman y col, y Boon y col. "®”®#" indican que el bloqueo por anticuerpos de CD40 es
un tratamiento potencialmente eficaz de EM. Resulta importante que el mAb ch5D12 no tiene efectos secundarios
aparentes en el modelo de EAE de titi ni en otras especies de prlmates El efecto clinico beneficioso de anticuerpo
anti-CD40 se demostrd en experlmentos controlados con placebo en dos modelos de EAE en titis, concretamente
inducidos con mielina humana’® o rhMOG®' Ademas 't Hart y col. han mostrado un efecto inhibidor de tratamiento
con anticuerpo anti-CD40 en lesiones ya existentes’®

La psoriasis es una enfermedad cutanea inflamatoria que afecta al 1-2 % de la poblacion. En esta enfermedad, los
linfocitos T y queratinocitos en las lesiones se activan y expresan marcadores de activacion y moléculas co-
estimuladoras. Se cree que algunas moléculas coestimuladoras expresadas en queratlnocnos y linfocitos T
interaccionan entre si y que estas interacciones contribuyen a la actividad de la enfermedad'®""°. Un conjunto tal de
moléculas puede ser CD40, que se expresa en queratinocitos activados y CD154 (ligando de CD40) que se expresa
de forma transitoria en linfocitos T CD4+ activados. La ligacion CD40-CD154 entre linfocitos T y queratinocitos
puede liberar estos mediadores inflamatorios de células que se ven en abundanma en lesiones psoriasicas. Se han
revisado recientemente CD40, CD154, y las interacciones CD40 y CD154""

Los queratinocitos cultivados también expresan CD40; la expresion también se potencia por tratamiento con IFN. La
ligacion de CD40 altamente expresado en queratinocitos tratados con IFN-gamma (denominados queratinocitos
CD40++ a largo del presente articulo) con CD154 da como resultado regulacién positiva de ICAM y aumento de la
produccion de citocinas 112-114.
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Hasta la fecha, solo ha aparecido un informe que implique a esta ligacion en la patogénesis de psoriasis' '°. Los tipos
celulares que expresan CD40 en lesiones psoridsicas no se identificaron en este Ultimo estudio y no se ha descrito
su incidencia y estado lesional. La presencia de linfocitos T CD154+ en lesiones psoriasicas tampoco se ha
estudiado. Ademads, sigue sin conocerse si CD154 actia como una de las sefales para la produccion por
queratinocitos de quimiocinas y complemento, que se encuentran en abundancia en lesiones psoriasicas .

Pasch y col. demostraron recientemente la presencia y localizacion de células CD40+ y CD154+ por
inmunohistoquimica en piel con lesién y sin lesién de diez pacientes con psoriasis''®. Se observé positividad
aumentada para CD40 en grupos de queratinocitos y se mostré alta expresion de CD40 en casi todas las células de
Langerhans CD1a+ en epidermis normal, con lesion y sin lesion. Ademas, esté presente alta expresion de CD40 en
casi todas las células CD83+ en lesiones psoriasicas; se vieron en pocas ocasiones en piel sin lesion y normal''®.
Ademas, una proporcion pequefa de linfocitos T mostrd expresion de CD154, en la mayoria de los pacientes en
yuxtaposicion con células CD40+. Estos resultados presentan la posibilidad de que los linfocitos T CD154+ puedan
ligarse con queratinocitos CD40+, células de Langerhans y células dendriticas CD83+, y liberar mediadores de ellos
en la lesion.

Ademas, demostraron que la ligacion de CD40 induce la liberacion de quimiocinas (IL-8, RANTES y MCP-1)""°. En la
misma publicacion, Pasch y col. mostraron que la liberacién relacionada con CD40 de las quimiocinas IL-8, MCP 1y
en menor grado RANTES se inhibié por el anticuerpo antagonista anti-CD40 5D12''®. Estos datos sugieren que el
mAb antagonista anti-CD40 5D12 puede al menos en parte tener un efecto en la inflamacion vista en lesiones
psoriasicas.

El documento US2003/0165499 desvela un efecto antipsoriasico medible del 5D12 y otros anticuerpos antagonistas
anti-CD40 en un sistema de modelo de trasplante xenogénico de raton SCID que se usa como un modelo para
tratamiento de psoriasis, que muestra que los anticuerpos antagonistas anti-CD40 pueden usarse para el tratamiento
de psoriasis. Se demostr6 un efecto terapéutico de 5D12 en este sistema in vivo.

En una realizacién particularmente preferida dicho trastorno autoinmune y/o uno inflamatorio comprende enfermedad
inflamatoria del intestino. En otra realizaciéon preferida, se proporciona un uso de la invencion en el que dicha
enfermedad inflamatoria del intestino comprenda colitis ulcerosa (UC) o enfermedad de Crohn (CD).

Como se ha ilustrado anteriormente, un polipéptido de acuerdo con la invencion es adecuado para el tratamiento de
diversos trastornos inflamatorios, incluyendo trastornos autoinmunes y rechazo de injertos. Por lo tanto, la invencién
en una realizacién proporciona un procedimiento para aliviar un sintoma de un trastorno autoinmune y/o un trastorno
inflamatorio y/o para reducir el rechazo de injertos. En una realizacién adicional, la invencion proporciona el uso de
un anticuerpo de acuerdo con la invencion, un acido nucleico de acuerdo con la invencion y/o una célula de acuerdo
con la invencion para la preparacion de un medicamento para aliviar un sintoma de un trastorno autoinmune y/o un
trastorno inflamatorio y/o para reducir el rechazo de injertos. Aliviar un sintoma como se usa en la invencién se
define como aliviar al menos un sintoma de un trastorno al menos parcialmente. La invenciéon es de interés
especifico para trastornos autoinmunes y/o inflamatorios para los que no existe en la actualidad ningun tratamiento
eficaz. Son ejemplos de estos trastornos artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, esclerosis mdltiple,
psoriasis, enfermedad inflamatoria del intestino, penfigoide ampollar, y dermatitis atépica. Un polipéptido como se
describe en el presente documento, opcionalmente comprendido en un cuerpo de unién como se describe o una
célula de la invencion y/o codificado por un acido nucleico de la invencion, es especialmente adecuado para aliviar
un sintoma de un trastorno autoinmune y/o inflamatorio ya que las propiedades definidas de un polipéptido como se
describen posibilitan la interferencia en una ruta CD40-CD40L de una manera especifica. Ademas, puesto que un
cuerpo de unién como se describe esta preferentemente desinmunizado, un cuerpo de unién como se describe esta
presente durante un periodo de tiempo prolongado y por lo tanto muestra su actividad antagonista en un paciente
durante un periodo de tiempo considerable. Por lo tanto, la invencién en una realizacion proporciona un uso de un
anticuerpo de acuerdo con la invencion, un acido nucleico de acuerdo con la invencién y/o una célula de acuerdo
con la invencion para la preparacion de un medicamento para aliviar un sintoma de un trastorno autoinmune y/o un
trastorno inflamatorio y/o para reducir el rechazo de injertos, en el que dicho trastorno autoinmune y/o dicho
inflamatorio se selecciona del grupo de artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, esclerosis mudltiple,
psoriasis, enfermedad inflamatoria del intestino, penfigoide ampollar y dermatitis atépica.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. La concentracién en suero de ch5D12 después de una uUnica administracion el dia 0 a los cuatro
niveles de dosis como se indica por los simbolos. Los valores se proporcionan como pg de ch5D12/ml de suero
y se determinaron por ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas como se detalla en la Referencia®’.

Figura 2. Cambios en las puntuaciones del indice de actividad de enfermedad de Crohn (CDAI) durante el
periodo de 28 dias después de la infusion de ch5D12. El area sombreada indica el periodo en el que los niveles
de ch5D12 exceden la concentraciéon de 10 uzg/ml (véase también Figura 1) que se descubrié que era un nivel
en suero antagonista funcional en primates’. En la cohorte de 0,3 mg/kg, los niveles en suero nunca
excedieron el nivel de 10 ug/ml.
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Figura 3. Puntuaciones de actividad de enfermedad histol6gica el dia 0 y dia 28. La puntuacién de actividad
maxima es 16 y la puntuacion de actividad se realizé de acuerdo con la Referencia®. Se obtuvieron muestras
del ileon (rombos) de nueve sujetos y muestras del colon (cuadrados) de 11 sujetos el dia 0 y dia 28 y los
resultados se presentan por nivel de dosis de ch5D12 [(a) 0,3 mg/kg, (b), 1,0 mg/kg, (c), 3,0 mg/kg y (d), 10,0
mg/kg].

Figura 4. Se muestran biopsias de colon del paciente 012 (3,0 mg/kg) y biopsias del ileon del paciente 011 (3,0
mg/kg) como ejemplos para la reduccién de la respuesta inflamatoria. Las muestras se tifieron con anticuerpos
que reconocen todos los linfocitos T (CD3), linfocitos B (CD19), macréfagos (CD68) y células CD40 (+) antes (a,
c) y el dia 28 después de la administracion de ch5D12 (b, d). HE, hematoxilina-eosina.

Figura 5. Secuencia de ADN consenso y de aminoacidos deducida de la regién VH y VL de 5D12 murino.

Figura 6. Comparaciéon de aminoacidos de las regiones V murinas con regiones V revestidas y desinmunizadas
de 5D12.

Figura 7. Alineamiento de las 12 variantes de aminoacidos ensayadas (Q5E, K13A, E16Q, T17S, 129L, 137V,
P45L, M48L, STS60NSA, T68S, S79F y T108S) de VH de 5D12 desinmunizado en comparacién con la
secuencia murina parental (ch5D12) y la secuencia completamente desinmunizada (D15D12).

Figura 8. Andlisis de FACS usando células JY. El sobrenadante de células PER.C6 de las variantes expresadas
transitorias (Q5E, K13A, E16Q, T17S, 129L, 137V, P45L, M48L, STS60NSA, T68S, S79F y T108S) de 5D12 se
recogié después de 48 horas. Como control también se recogié sobrenadante de células transfectadas con
ch5D12 o DI5D12 junto con sobrenadante de células transfectadas con simulacién (sin plasmido). La union de
anticuerpos expresados se ensayé por FACS usando células JY junto con un anticuerpo secundario marcado
con FITC anti-humano (1/100 diluido). Como control de FACS se incubaron células JY solamente con el
anticuerpo marcado con FITC secundario.

Figura 9. Alineamiento de las variantes V-L-I adicionales en las posiciones 29 y 37 (291-37V, 29V-371, 291-37L,
29V-37V, 29L-37L, 29V-37L, 29L-37V) de VH de 5D12 desinmunizada en comparacién con la secuencia
quimérica parental (ch5D12), la secuencia completamente desinmunizada (DI5D12; 291-371) y PG102 (29L-37I).

Figura 10. Distribucion de la productividad de anticuerpos para las lineas celulares GS-CHO que producen el
anticuerpo PG102 y cultivos en placa de 24 pocillos con “crecimiento excesivo”. El nimero de lineas celulares
se representa en el eje X, los intervalos de concentracién de anticuerpos se representan en el eje Y (los
intervalos de concentracion de anticuerpos se distribuyen en grupos ascendentes comenzando a 0-25 pg/ml).

Figura 11. Perfiles de crecimiento y acumulacién de anticuerpos para lineas celulares A) L107 (DC1; panel
superior), b) L25 (DC2; panel medio) y C) M95 (DC3, panel inferior) en cultivo de matraz de agitacion
semicontinuo CDACF.

Figura 12. Comparacion de la union de PG102 (rojo) y ch5D12 (PG100) (azul) a 10 pg/ml con CD40
inmovilizado en 3 niveles diferentes.

Figura 13. Inhibicién de la unién de mAb de CD40 con células JY que expresan CD40 humano por el mAb anti-
idiotipo 173-36-1. Los mAb anti-CD40 se ensayaron a una concentracién de 1 ug/ml. Los datos indican la media
+ e.t. de la media de 4 determinaciones separadas para cada anticuerpo.

Figura 14. ELISA de CD40-Fc. Unidn relacionada con la concentracion de ch5D12 (PG100) y PG102 con CD40-
Fc humano. Las placas se revistieron durante una noche con CD40-Fc humano 250 ng/ml. El mAb de control de
isotipo, chFUN-1, se dirige contra CD86 humano. Los datos indican la media + e.t. de la media (todos n = 3).

Figura 15. Cuantificacién por FACS de la unién de mAb anti-CD40 con células JY. ch5D12 (PG100) y PG102
presentaron concentraciones de uniéon semi-maximas comparables. El mAb anti-CD86, chFUN-1, también
mostré unidn con células JY en estos experimentos debido a la expresién en superficie de CD86 humano por
esta linea celular. Los datos indican la media de determinaciones por duplicado para cada anticuerpo.

Figura 16. Inhibicién de la unién de ch5D12 (PG100)-PE y PG102-PE con células JY por anticuerpos de ch5D12
(PG100) y PG102 no marcados. ch5D12 (PG100) (A) y PG102 (B) marcados se incubaron a 1 ug/ml en
presencia de concentracion creciente de anticuerpo no marcado competidor. Se determin6é la unién del
anticuerpo marcado como intensidad de fluorescencia media (IFM) por citometria de flujo. La IFM maxima para
la uniéon de ch5D12 (PG100) PE y PG102PE fue de 369 unidades de fluorescencia (A) y 305 unidades de
fluorescencia (B), respectivamente. Los datos indican la media + e.t. de la media de 4 experimentos separados.

Figura 17. Inhibicion de la liberacién de IL-8 por células THP-1 después de cultivo conjunto con células Jurkat.
Se cultivaron conjuntamente células THP-1, pulsadas con IFNgamma, con células Jurkat en presencia de
concentraciones crecientes de ch5D12 (PG100) o PG102. La liberacion de IL-8 de células THP-1, inducida por
unién de células Jurkat con células THP-1 mediante CD40-CD40L, se midi6é por ELISA. Los datos indican el
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resultado de un Unico experimento.

Figura 18. Secuencia de &cido nucleico y aminoacidos de una cadena pesada y ligera de IgGs PG102.
Ejemplos
Ejemplo 1
Materiales y procedimientos

Se seleccionaron para inclusiéon en el estudio dieciocho sujetos adultos (18-60 afios de edad) con un diagnostico
clinico de enfermedad de Crohn confirmado por pruebas radiolégicas, endoscopicas o histologicas, y con una
puntuacion de indice de actividad de enfermedad de Crohn (CDAI) de al menos 220 pero no méas de 450 (puntuado
durante 7 dias antes de la administracion del farmaco del estudio). Se permitié a los sujetos tener los siguientes
tratamientos antes y durante el estudio: tratamiento con mesalamina durante 8 0 mas semanas, permaneciendo la
dosis estable durante las 4 semanas antes de la exploracion; un maximo de 30 mg de corticosteroides por dia (0 9
mg de budesonida por dia) durante 8 0 mas semanas, permaneciendo la dosis estable 2 semanas antes de la
exploracion; mercaptopurina o azatioprina durante 4 o mas meses, permaneciendo la dosis estable durante 8
semanas antes de la exploracion. Los sujetos no pudieron haber recibido tratamiento con ciclosporina A o
metotrexato en un periodo de 3 meses antes de la exploracion ni se les permitid6 haber tenido exposicion previa a
tratamiento con mAb. La edad media de todos los sujetos admitidos fue de 35,8 afos de los que siete fueron
hombres y 11 fueron mujeres. Todos los sujetos eran de etnia caucasica. No se observaron diferencias aparentes
entre pacientes en las diferentes cohortes en la inclusion (Tabla 1), con la excepcion de que en los tres grupos con
menor dosis la mayoria de los sujetos eran mujeres, mientras que el grupo con mayor dosis (10,0 mg/kg) consistia
solamente en sujetos masculinos. No hubo diferencias notables entre las cuatro cohortes con respecto al
electrocardiograma de linea basal (ECG), signos vitales, examenes fisicos, historial de sefiales y sintomas de
enfermedad de Crohn y valores de laboratorio de linea basal. No hubo diferencias significativas con respecto a
caracteristicas de la linea basal entre las cuatro cohortes de dosis. La cohorte de mayor dosis sin embargo también
mostrd la mayor puntuacién CDAI en la linea basal. Este estudio se aprob6 por las comisiones de Etica Médica del
Hospital Universitario de Leuven, Bélgica, Centro Médico de la Universidad de Leiden, Paises Bajos, Medizinische
Klinik, Kiel, Alemania, y Centro Médico Hadassah, Jerusalén, Israel. Todos los pacientes dieron su consentimiento
informado al estudio.

Diserio del estudio y protocolo de tratamiento

ch5D12 es un anticuerpo IgG4 humano modificado molecularmente por ingenieria genética que contiene los
dominios variables de las cadenas pesada y ligera de la versién parental mAb 5D12. Se ha mostrado que este mAb
se une a células que portan CD40 y antagoniza la activacion mediada por CD40 de diversas células®®?’. Se
administré ch5D12 en un estudio multicentro, de dosis Unica, abierto, estudiando cuatro niveles de dosis. Hubo cinco
sujetos en cada grupo de tratamiento excepto para la cohorte de dosis final en la que se admitieron solamente tres
sujetos. Se realiz6 por via intravenosa una administracion Unica a niveles de dosis de 0,3, 1,0, 3,0 y 10,0 mg/kg de
ch5D12. Después de completar el reclutamiento en un grupo de dosis, el reclutamiento en el siguiente grupo
comenz6 solamente cuando se habia establecido la seguridad en el nivel de dosis actual. Se evalu6 la actividad de
enfermedad clinica en cada visita semanalmente durante el primer periodo de 28 dias y una Ultima visita posterior el
dia 56. Dos sujetos (cohorte de dosis de 3,0 mg/kg) se retiraron del estudio después de las evaluaciones del dia 28
pero sus datos se incluyen en la evaluacion. Los sujetos debian permanecer estables en la misma dosis de su
medicacion actual durante el transcurso del estudio. No se usé medicacion conjunta no permitida durante el estudio.
La respuesta a tratamiento con ch5D12 se definié como una reduccién de CDAI de = 100 puntos y la remision de
enfermedad clinica se definié como un CDAI de < 150 (puntuacién total) y una reduccién de CDAI de al menos 100.
Todos los sujetos que se sometieron a una endoscopia en la exploracion y el dia 28 (n = 11) se analizaron con
respecto a una reduccion de su indice de puntuacién de indice endoscopico de gravedad de enfermedad de Crohn
(CDEIS). Se tomaron biopsias de estos 11 pacientes antes de y el dia 28 después de la administracién de ch5D12
para histopatologia e inmunohistoquimica. Las evaluaciones de seguridad incluyeron examenes fisicos, sefales
vitales, ECG, y datos de laboratorio (quimicos, hematolégicos y andlisis de orina), incluyendo, evaluaciones con anti-
ADNbc, pANCA, y anticuerpo humano anti-quimérico (HACA). Los HACA se determinaron por ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) como se explica en la referencia (27).

Farmacocinética

Se determinaron las concentraciones en suero de ch5D12 por ELISA como se ha descrito previamente®’. Para
determinar el revestimiento de CD40 por el ch5D12 inyectado, se recogié sangre en tubos de heparina y se diluyé
dos veces en PBS. Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) por centrifugacion en gradiente
(Lymphoprep, Nycomed, Roskilde, Dinamarca) y se tifieron 500.000 células con ch5D12 marcado con FITC y anti-
CD20 marcado con PerCP (Becton-Dickinson, Mountain View, CA, Estados Unidos) y se incubaron en hielo durante
30 minutos. Como un control de fondo para unién de 5D12-FITC, se tifié un tubo separado de PBMC solamente con
anticuerpo anti-CD20 marcado con PerCP. Los anticuerpos no unidos se retiraron por lavado, y las células se
analizaron usando un citometro de flujo (FACSort, Becton-Dickinson). Se realiz6 adquisicién de acontecimientos por
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seleccién y adquisiciéon de células que expresaban CD20 para un total de 5.000 acontecimientos. Si el nimero de
células que expresaban CD20 era menor para un conjunto de muestra, se tuvo cuidado de adquirir el mismo numero
de acontecimientos en la preparacion tanto tefiida como no tefida.

Histologia e inmunohistoquimica

Las biopsias de la mucosa del ileon y el colon obtenidas durante ileocolonoscopia antes del tratamiento el dia 0 y el
dia 28 con unas pinzas convencionales se fijaron en formalina al 6 % para andlisis rutinario. Las muestras
adicionales se congelaron de forma instantanea inmediatamente en compuesto de temperatura de corte 6ptima
Tissue-Tek (Miles Laboratories Inc, Naperville, IL, Estados Unidos) en isopentano enfriado con nitrégeno liquido. Las
muestras se almacenaron a -80 °C hasta su uso posterior. Las muestras fijadas en formalina se procesaron con
parafina de forma rutinaria. Se prepararon secciones de cinco micrometros de grosor y se tifieron con hematoxilina y
eosina. Las secciones se analizaron usando un microscopio Leitz Wetzlar (Wetzler, Alemania). Se analizé un total de
cuatro secciones semi-seriadas para cada muestra. Las muestras congeladas se usaron para analisis
inmunohistoquimico, que se realiz6 usando un panel de mAb para evaluar la presencia de diferentes subconjuntos
de linfocitos y monocitos/macréfagos. El panel se completé con mAb dirigidos contra CD40 y CD40L. Se realizé
tincién inmunohistoquimica en secciones de criostato, se secd durante una noche a temperatura ambiente y se fijé
en acetona absoluta durante 10 minutos. Los portaobjetos rehidratados se incubaron durante 30 minutos con los
siguientes mAb: CD3 (clon: UCHT1, dilucion 1/10) (Dako, Glostrup, Dinamarca), CD4 (clon: MT310, diluciéon 1/10)
(Dako), CD8 (clon: 144B, dilucién 1/20) (Dako), CD19 (clon: HD37, dilucion 1/30) (Dako), CD40 (clon: 5D12, dilucién
1/100) (PanGenetics, Amsterdam, Paises Bajos), CD68 (clon: Kp1, dilucion 1/50) (Dako), CD154 (clon: M90, dilucion
1/10) (Serotec, Oxford, Reino Unido). El mAb secundario fue una inmunoglobulina anti-raton marcada con biotina
(dilucion 1/400; Dako) aplicada durante 30 minutos. Para bloquear eficazmente la peroxidasa endégena, también se
incubaron secciones en solucion de metanol que contenia H>O2 0,3 % (v/v) durante 20 minutos. Después de tres
lavados con PBS, se afadio el complejo marcado con avidina/peroxidasa de biotina (Dako). Entre las incubaciones,
las secciones se lavaron en solucién salina tamponada con fosfato a pH 7 durante 15 minutos. El producto de
reaccion se visualizé incubando la seccion durante 10 minutos en tampoén de acetato 0,05 M a pH 4,9, que contenia
3-amino-9-etil-carbazol 0,05 % (Janssen, Beerse, Bélgica) y H>O> 0,01 %, dando como resultado un sitio
inmunorreactivo rojo brillante. A continuacién, los portaobjetos se contra-tineron débilmente con hematoxilina de
Harris, se aclararon con agua destilada y se aplicoé un cubreobjetos con glicerol. Los controles, que fueron negativos,
consistieron en una omision de un anticuerpo primario o secundario, uso de cromégeno solo, y uso de IgG de ratén
de isotipo coincidente irrelevante (vimentina; Dako).

Todas las secciones de parafina tefiidas con hematoxilina y eosina, las analizé el mismo patélogo (K.G.) ciego para
el origen de las muestras. Se evalué la actividad de la enfermedad usando una puntuacién numérica histolégica®™ de
la que la actividad maxima correspondia a 16. Las secciones tefiidas de forma inmunochistoquimica también se
analizaron de una manera ciega. Para 15 conjuntos de biopsias, las células con tinciéon positiva se contaron en
campos de alta potencia (aumento x 40). Los campos se eligieron de acuerdo con la mayor densidad de células del
estroma. El nimero se expres6 como un porcentaje del nimero total de células mononucleares en el estroma. Estos
recuentos se usaron para la construccion de un sistema de puntuacion por el que la intensidad de las células tefiidas
positivamente se subdividié en cuatro categorias: -, +/-, + y ++. El valor normal para CD3+, CD4+, CD8+, CD19+ y
CD68+, para tanto el ileon como el colon es +. El valor normal para células CD40+ y CD154+ es negativo (-).

Parametros de seguridad inmunoldgica

Para evaluar cualquier inmunosupresién no especifica por ch5D12, se evalud la proliferacién de linfocitos T de
sangre periférica en respuesta al mitdgeno fitohemaglutinina (PHA). Se realizd estimulacién con PHA (1 pug/ml) en
PBMC aisladas como se ha indicado previamente‘”. Ademas, se midieron los porcentajes de células CD3+, CD4+,
CD8+ y CD20+ en circulacién para excluir el agotamiento de células en circulacién. Para citometria de flujo, se
recogi6 sangre en los momentos indicados en tubos de heparina, de los que se tifieron 100 pl de sangre completa
en cada tubo de ensayo como sigue (todos los mAb se obtuvieron de Becton-Dickinson): anti-CD3-FITC, anti-CD19-
PE, anti-CD45-PerCP, anti-CD45-FITC, anti-CD4-PE, anti-CD8-PE y anti-CD14-PE. Las células tefidas se
analizaron después en un citémetro de flujo FACScan (Becton-Dickinson). Este protocolo se realizé para calcular la
relacién de células CD4+ y CD8+ y para determinar la proporcion de linfocitos B dentro de la poblacion linfocitica.
Los porcentajes presentados para CD3 y CD19 fueron porcentajes de linfocitos T y linfocitos B dentro de la
poblacién linfocitica, mientras que las células CD4 y CD8 se presentaron como porcentajes de células CD3. Sélo
CD14 (poblaciéon monocitica) se muestra como un porcentaje de la poblacién CD45 total.

Resultados
Farmacocinética

Los niveles maximos medios de ch5D12 después de una Unica inyeccion i.v. eran dependientes de dosis y
proporcionales a la dosis (Figura 1). Después de 24 horas, aproximadamente el 50 % del ch5D12 administrado
podia detectarse en suero en las cohortes de las tres dosis mayores. Para la cohorte de 0,3 mg/kg, solamente
estaba presente el 15 % en suero después de 24 horas. A partir de estudios de primates no humanos, se ha
calculado una t1/2B de 8-10 dias®’ que se confirmé por los datos humanos actuales. No se consiguié revestimiento
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completo de CD40 en linfocitos B de sangre periférica por la infusién de 0,3 mg/kg como se determind por un ensayo
de competicion ex vivo usando ch5D12 marcado con FITC (no mostrado). Para el grupo de 1,0 mg/kg, pudo
observarse aproximadamente 1 semana de revestimiento de CD40 en linfocitos B en circulacion, mientras que en los
dos grupos de mayor dosis este periodo aument6 a 2-3 semanas. Esto indica que en el grupo de menor dosis, el
antagonismo de CD40 era incompleto, mientras que se consiguié antagonismo completo en la cohorte de 1,0 mg/kg
durante 1 semana y ain mas en los grupos de mayor dosis.

Respuestas clinicas

El andlisis de la evolucion de CDAI indica que 13 de 18 sujetos (72 %) experimentaron una respuesta favorable
después de la infusién de ch5D12. De forma similar, cuatro de 18 sujetos (22 %) experimentaron una remision
durante ese periodo. Cuando se evalué el dia 21, se registré una respuesta favorable en 10 de 18 sujetos. Las
cohortes 2 y 4 mostraron la mayor reduccién media de CDAI, y no se observaron claras relaciones entre dosis y
efectos (Figura 2; Tabla 2). Una anova de medicion repetida post hoc mostré una reduccion estadisticamente
significativa en CDAI durante el periodo de observacion de 56 dias (P <0,001). La diferencia entre las cohortes no
fue estadisticamente significativa. Solamente en las cohortes 3 y 4 pudo evaluarse CDEIS (ya que se realizaron
endoscopias solamente en tres sujetos en las cohortes 1 y 2). En la cohorte 3, dos de cinco sujetos tuvieron una
reduccion de CDEIS, mientras que en la cohorte 4, dos de tres sujetos tuvieron una reduccion. Los sujetos restantes
en estas dos cohortes no mostraron ningin cambio (no mostrado).

Cambios histolégicos

En los pacientes de los que se tomaron biopsias (n = 11), un Unico investigador realiz6é evaluacion de los cambios en
la histopatologia e inmunchistoquimica. Las evaluaciones realizadas en el material de biopsia muestran una clara
influencia del tratamiento sobre la actividad microscépica de la enfermedad asi como sobre la intensidad del
infiltrado de células mononucleares de lamina propia.

El cambio desde la linea basal a la puntuacién de actividad de histopatologia el dia 28 se muestra en la Figura 3.
Estaban disponibles muestras del ileon de nueve pacientes y muestras del colon de 11 pacientes el dia 0. En cuatro
casos, el ileon no estuvo implicado en la exploracion mientras que cinco pacientes tuvieron enfermedad ileal activa.
La puntuacion histolégica media el dia 0 para los que tenian enfermedad activa era de 4,6 (intervalo 3-7). La
puntuacion histolégica media para los cinco pacientes se redujo a 1,0 (intervalo 0-3) el dia 28. En cuatro de 11
pacientes, el colon no estuvo implicado el dia 0 y las muestras colonicas de estos pacientes permanecieron
normales el dia 28. En siete pacientes el colon estuvo claramente implicado con una puntuacién histolégica media el
dia 0 de 4,5 (intervalo 2-12). Esta se redujo el dia 28 a una puntuacion media de 1,7 (intervalo 0-7). En cinco de
siete pacientes, la puntuacion el dia 28 fue 0, lo que indica una biopsia normal o 1 lo que indica solamente
anomalias arquitecténicas. En la cohorte de menor dosis (panel a), la puntuacién colonica de un sujeto se redujo,
pero las otras puntuaciones coldnicas en este grupo permanecieron altas y la puntuacion del ileon incluso aumento.
En las cohortes de mayor dosis (paneles b-d), bien el ileon o bien el colon 0 ambos redujeron su puntuacion de
actividad el dia 28 después del tratamiento con ch5D12. De forma concluyente, se observé una respuesta positiva
[como se define en Ref. (41)] en el 81 % (9/11) de los sujetos. Ademas, siete sujetos con enfermedad activa el dia 0
mostraron actividad neutréfila reducida hasta el punto de que no estaban presentes neutréfilos en sus biopsias el dia
28.

Para evaluar a qué células se dirigia el tratamiento con ch5D12, se realiz6 una evaluacién inmunohistoquimica por
protocolo en las biopsias disponibles usando marcadores de linfocitos T (CD3, CD4 y CD8) y linfocitos B (CD19) y
un marcador de macréfagos (CD68). Los resultados se enumeran en la Tabla 3. No se observé reduccioén el dia 28
en la cohorte de menor dosis mientras que en todas las otras cohortes se observé reduccion de la infiltracion. En las
muestras del ileon en la linea basal, hubo un aumento del nimero de linfocitos T CD3+ en seis de nueve casos. En
el colon, estaba presente un nimero de linfocitos T CD3+ aumentado en cuatro de 11 pacientes, todos los cuales
tenian también enfermedad activa en histologia rutinaria. El dia 28, los numeros de linfocitos T CD3+ se habian
normalizado en todos excepto uno de los pacientes. En este paciente (paciente 001; grupo de menor dosis; 0,3
mg/kg), hubo un aumento de células CD3+ persistente en el ileon y el colon, en paralelo con la actividad inflamatoria
persistente e inflamacion granulomatosa en histologia rutinaria. Las células CD4+ y CD8+ siguieron un patron similar
a CD3+.

El patrén para los linfocitos B CD19+ fue comparable al observado para los linfocitos T. El dia 0, hubo una elevacion
de linfocitos B en seis de nueve pacientes de los que estaban disponibles biopsias del ileon y en cuatro de 11
pacientes del colon. El dia 28, la cantidad de los linfocitos B se habia normalizado en todos los casos excepto para
el paciente con el grupo de dosis baja.

Se observ6 una reduccion similar el dia 28 para células monociticas/macréfagos CD68+. El dia 0, hubo un mayor
aumento de células monociticas/macréfagos CD68+ en cinco de nueve pacientes de los que estaban disponibles
biopsias del ileon y en cuatro de 11 pacientes del colon. De nuevo todos los aumentos se habian normalizado el dia
28, excepto para un paciente de cohorte de dosis baja que permaneci6 alto con respecto a células monociticas/
macréfagos CD68+ en la muestra del colon e incluso un aumento en la biopsia del ileon, lo que muestra que este
paciente aun tenia enfermedad activa el dia 28.
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La Figura 4 muestra ejemplos representativos de la reduccién de los tres tipos celulares principales (linfocitos T,
linfocitos B y células monociticas/macrofagos) en biopsias del ileon del paciente 011 (puntuacion de actividad: 7) y
biopsias colénicas del paciente 012 (puntuacién de actividad: 12) antes de la administracion de ch5D12 y el dia 28
después de la administracién de ch5D12.

Seguridad

No se retiréd ningun sujeto del estudio debido a acontecimientos adversos (AA) siendo la mayoria de estos AA de
gravedad leve a moderada. Una evaluacién de los AA que se producen a = 5 % del nimero total de AA reveld que
los AA mas comunes eran pirexia, artralgia, mialgia y cefalea. La artralgia, que se produce frecuentemente tanto en
la linea basal como durante el periodo de seguimiento, redujo su frecuencia a lo largo del transcurso del periodo de
seguimiento. Se produjeron sintomas de tipo gripal y sarpullidos pruriticos en cuatro sujetos, de los que solamente
un sujeto experiment6é un sarpullido moderado que comenzd poco después de la administracién del farmaco del
estudio (3,0 mg/kg). En general, no hay una clara respuesta a dosis para ningin AA Unico, con la posible excepcién
de cefalea/migrafa.

Hubo seis acontecimientos adversos graves (AAG) observados en seis sujetos; no se produjeron acontecimientos en
la cohorte de 0,3 mg/kg, tres acontecimientos en la cohorte de 1,0 mg/kg, dos acontecimientos en la cohorte de 3,0
mg/kg y un acontecimiento en la cohorte de 10,0 mg/kg. Cinco de los seis AAG se consideraron posiblemente
relacionados con el farmaco del estudio, un acontecimiento se consider6 no relacionado. Todos excepto un
acontecimiento fueron acontecimientos gastrointestinales (dos sub-ileales ambos en 1,0 mg/kg, dos enfermedades
de Crohn agravadas, sujetos de 1,0 y 3,0 mg/kg; y un dolor abdominal agravado en un sujeto de 3,0 mg/kg). Dos de
estos acontecimientos, sin embargo, se produjeron en un punto temporal tal que es muy poco probable que exista
una relaciéon causal con el farmaco del estudio (un sujeto el dia de la infusién y otro sujeto después de someterse a
endoscopia 29 dias después de la administracion del farmaco del estudio). Ninguna de las anomalias observadas
parece relacionada con el farmaco del estudio o la dosis.

Parametros de seguridad inmunoldgica

Como ch5D12 inhibe la activacién de linfocitos B in vitro, se determinaron los niveles de inmunoglobulina totales y se
descubri6 que eran estables durante el transcurso del periodo de seguimiento. Para excluir la posibilidad de que
ch5D12 sea capaz de agotar los linfocitos B de la circulacion los inventores realizaron analisis de subconjuntos de
PBMC durante el transcurso del estudio. Los porcentajes y nimeros absolutos de células positivas para CD3, CD4,
CD8 y CD14 no se vieron afectados por la administracion de ch5D12. Los recuentos absolutos de linfocitos B CD19+
en circulacion se redujeron transitoriamente poco después de la administracion de ch5D12 y recuperaron sus
valores originales después de que ch5D12 se hubiera eliminado de la circulacion (no mostrado).

Para estudiar si el tratamiento con ch5D12 provocaria un efecto supresor inmune general, se estimularon PBMC
aisladas en diversos puntos temporales antes y después del tratamiento por el activador de linfocitos T policlonal
PHA. Desafortunadamente, las células de la cohorte de dosis de 10,0 mg/kg no se congelaron apropiadamente y
fueron por lo tanto incapaces de responder a PHA, incluyendo las células obtenidas antes de la administracion de
ch5D12. El indice de estimulacion inducido por incubacion con PHA fue altamente variable pero no se detectd
ninguna tendencia hacia una reduccién después del tratamiento con ch5D12 (datos no mostrados).

Los anticuerpos anti-ch5D12 no fueron detectables en las dos cohortes de dosis mas bajas a lo largo de todo el
estudio. En la cohorte de 3,0 mg/kg, se descubrié que un sujeto habia montado una respuesta anti-ch5D12, aunque
la sefal era muy baja y solamente podia detectarse en la muestra del dia 28 no diluida de este paciente. En el grupo
de mayor dosis, otro sujeto tuvo anticuerpos anti-ch5D12 el dia 28 y dia 56 del estudio. Estos pudieron detectarse
con una dilucién 1:64. Por lo tanto, solamente dos sujetos tuvieron una posible respuesta inmune a administracion
de ch5D12.

Analisis

En este ensayo multicentro, abierto, se administraron cuatro niveles de dosis de ch5D12 a sujetos con enfermedad
de Crohn de moderada a grave. Se admitieron dieciocho sujetos, con cinco sujetos en cada grupo de tratamiento
excepto para la cohorte de dosis final en la que solamente se admitieron tres sujetos. Los niveles en suero de
ch5D12 aumentaron de forma dependiente de la dosis y la semivida en suero larga que se observé en monos
cinomolgus®’ se confirmé en seres humanos. Este estudio muestra la viabilidad de antagonizar la activacion de
células mediada por CD40 usando ch5D12, en ausencia de efectos secundarios importantes. El analisis de CDAI
indica que el 72 % de los sujetos experimentaron una respuesta clinica y el 22 % experimentaron una remision
durante el estudio. Estos resultados son prometedores; sin embargo el disefio abierto y la ausencia de un grupo de
control hacen imposible atribuir definitivamente los cambios observados a la administracion del farmaco del estudio.
Sin embargo, los inventores tienen varios argumentos en favor del efecto antiinflamatorio de ch5D12. En primer
lugar, la reduccion observada en CDEIS entre sujetos en las dos cohortes de mayor dosis apoya la eficacia del
tratamiento. En segundo lugar, los resultados de los andlisis histolégicos e inmunohistoquimicos realizados en
biopsias muestran que ch5D12 reduce la actividad inflamatoria en colon o ileon. En la cohorte de dosis baja no se
observo un efecto claro. Los sujetos en la cohorte de 10,0 mg/kg tuvieron las puntuaciones de actividad histolégica
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mas bajas el dia 0 y la reduccién en la puntuacién de actividad esta por tanto limitada en esta cohorte. Las
puntuaciones mas altas en la linea basal se encontraron en los grupos de 1,0 mg/kg y 3,0 mg/kg y en estos
pacientes hubo una clara reduccién de las puntuaciones histolégicas el dia 28.

Aunque se identificaron dos pacientes que tenian anticuerpos anti-ch5D12 en el presente estudio, los niveles de los
anticuerpos HACA permanecieron muy bajos y sélo fueron detectables a diluciones en suero muy bajas. Aun debe
establecerse si se detectaron respuestas anti-ch5D12 en estudios posteriores.

Este ensayo representa la primera administracion de mAb anti-CP40 en general y de ch5D12 en particular a seres
humanos. Sin embargo, se han obtenido previamente pruebas de la actividad biolégica de mAb 5D12 in vivo en el
modelo de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) en monos titi. La administracion de 5D12 comenzando 2-
4 semanas después de la induccion de la enfermedad tuvo claros efectos beneficiosos®. Esta prueba de concepto in
vivo inicié la humanizacion recombinante y posterior desarrollo de 5D12. La actividad biolégica de ch5D12 también
se evalub en el modelo de EAE de titi. El dia 50 después de la inmunizacion con MOG, la incidencia de la
enfermedad en el grupo de placebo fue del 100 % (el 50 % de los animales se sacrificaron debldo a la gravedad de
su EAE), mientras que no se observaron senales de enfermedad en el grupo tratado con ch5D12%*. Ademas ch5D12
ha mostrado actividad funcional en un modelo de trasplante renal de mono rhesus® y cuando se usoé como una
estrategia supresora inmune para evitar respuestas inmunes contra particulas adenovirales y sus productos®®. Un
estudio de reactividad cruzada de tejido en tejidos humanos y de cinomolgus mostraron que ch5D12 se unia a la
superficie celular de linfocitos B y DC en drganos linfoides. No se observo reactividad cruzada inesperada en tejidos
humanos o de cinomolgus. Se realizé una evaluacion de seguridad y tolerancia para ch5D12 en monos cinomolgus,
en los que se mostré que la administracion semanal de ch5D12 durante 4 semanas era segura y sin ningun efecto
secundario en todos los monos. En este estudlo se obtuvieron pruebas funcionales de que ch5D12 puede prevenir
la activacion y proliferacion de linfocitos B?”. Colectivamente estos estudios mostraron que el mAb antagonista anti-
CD40 humano ch5D12 no tiene reactividad cruzada inesperada, es seguro, limita la reactividad inmune en monos
cinomolgus, e inhibe una enfermedad inflamatoria crénica prototipica del sistema nervioso central en monos titi. Por
lo tanto, la evaluacién preclinica apoyé el desarrollo adicional para su uso en pacientes.

La ruta co-estimuladora de CD40-CD154 (CD40L) se ha validado en modelos animales como una diana clinica
prometedora para el tratamiento de enfermedades autoinmunes y rechazo de trasplantes'. Potencialmente la
interaccion CD40-CD154 puede inhibirse marcando como objetivo CD40 o CD154. Todos los estudios anteriores se
han centrado en antagonizar CD154, que se expresa selectivamente en linfocitos T activados y plaquetass’11 Se han
detenido estudlos clinicos humanos que usaban un mAb anti-CD154 humano debido a acontecimientos
tromboembolicos'*'™. Como este mAb anti-CD154 se construye como una IgG1 humanizada, que se une
extremadamente bien a receptores Fc, el mAb anti-CD154 puede entrecruzar CD154 con receptores de Fc dando
como resultado la formacion de codgulos sanguineos. Recientemente, se ha indicado que CD40 se expresa de
forma constitutiva en plaquetas y se ha descubierto que es funcionalmente importante usando CD154 soluble como
un estimulo para la activacion de plaquetas. Estos efectos estimuladores que dan como resultado la activacion de
plaguetas se anularon por la adicion de mAb anti-CD154 o anti- CD40*. Los inventores confirmaron las
caracteristicas no estimuladoras de ch5D12 también en experimentos con plaquetas humanas, ya que la adicion de
ch5D12 con plaquetas preestimuladas usando concentracion sub-éptima de ADP o coldgeno no tenia ningun efecto
en el estado de activacion de las plaquetas (M.F. Hoylaerts, observaciones no publicadas, Leuven, Bélgica).
Ademas, la parte Fc de 1gGs de la cadena principal del mAb ch5D12 tiene capacidad reducida para unirse a
receptores de Fc expresados en plaquetas en comparaciéon con una cadena principal de 1gG1. Surge diferenciacion
adicional entre los dos enfoques del hecho de que ch5D12 se dirige a linfocitos B, monocitos, macréfagos y DC,
mientras que un mAb anti-CD154 se dirige principalmente a linfocitos T activados, dando como resultado estrategias
clinicas notablemente diferentes. No se observaron indicios de tromboembolia en ninguno de los pacientes tratados
en este estudio.

El efecto de ch5D12 se basa principalmente en la interferencia con la activacion celular mediada por CD40. El
accionamiento de CD40 induce la secrecion de citocinas y quimiocinas por macréfagos y DC, y potencia la
capacidad presentadora de antlgenos de estos Ultimos. Como ch5D12 antagoniza al receptor CD40 a través del que
se induce la produccién de TNF- -o*°, también podrla antagonlzar la secrecion de TNF-o que indudablemente es una
citocina importante en la enfermedad de Crohn®3. Sin embargo, también se inducen varias otras citocinas
inflamatorias, tales como IL-8 e IL-12%, por accionamiento de CD40 y por lo tanto ch5D12 podria tener propiedades
anti-inflamatorias ademas de la prevencion de produccion de TNF-a. Si los efectos observados dependen
principalmente de una activacién de linfocitos T reducida, o una liberacién reducida de citocinas y quimiocinas, aun
debe investigarse mas.

Este primer estudio en el hombre con ch5D12 muestra beneficios clinicos prometedores en ausencia de efectos
secundarios graves. Se necesitaran estudios clinicos adicionales para establecer el papel y esquema de dosificacion
optimo para ch5D12 en el mantenimiento de remisiones y en la supervisién de seguridad de multiples infusiones.
Obviamente, el beneficio terapéutico por antagonizar CD40 no se limitara a enfermedad de Crohn y puede
extenderse potencialmente a muchos otros trastornos inflamatorios.
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Ejemplo 2
Material y Procedimientos
Generacion de la version quimérica de 5D12

Comenzando a partir de la linea celular de hibridoma 5D12 se clonaron las regiones variables murinas 5D12.
Brevemente, a partir de las células lisadas usando Qiagen se aislé ARN total. Por RT-PCR usando los oligos 5' CAG
GTS MAR CTS SAG SAG TCW GG 3'y 5' GCA TGT ACT AGT AAT TTT TGT CCA TVT CYT TGG TGC T 3' para
amplificar la regién VH y usando los oligos 5' CGA TAC GAS MTY CAG CTG ACC CAG TCT CCA 3'y 5' GAC TCA
TCT AGA TAC ACT CAT TCC TGT TGA AGC TCT TG 3' para amplificar la regién VL de mu5D12. Después de
andlisis de secuencia se determinaron las secuencias consenso para las regiones V. Posteriormente las regiones V
se volvieron a clonar en pcDNA3002 (Marissen y col. J. of Virol, 2005: 79:4672-4678), junto con secuencias
gendmicas que codificaban IgGs humana y kappa humana para construir un plasmido de expresion de
inmunoglobulina IgG4 quimérico.

Generacion de la version desinmunizada de 5D12

En colaboracién con Biovation usando su tecnologia Delmmunisation patentada dentro de las regiones V se
identificaron epitopos de linfocitos T potenciales. Los epitopos de linfocitos T auxiliares comprenden secuencias de
aminoacidos cortas dentro de proteinas con la capacidad para unirse a moléculas del MHC de clase II. Al retirar los
epitopos de linfocitos T el anticuerpo ya no puede desencadenar colaboracion de linfocitos T y la inmunogenicidad
posterior contra él. Se realiz6 identificacion usando reconocimiento de plegamientos peptidicos. El enfoque de
reconocimiento de plegamientos peptidicos es un procedimiento basado en ordenador para predecir la uniéon de
péptidos (secuencias de aminodacidos pequeiias) con 18 moléculas diferentes del MHC de clase Il humano
basandose en estructuras conocidas resueltas por cristalografia de rayos X. Ademas se realizé un analisis para
buscar en las regiones V la presencia de péptidos de unién a linfocitos T humanos conocidos a partir de una base de
datos (www.wehil.wehi.edu.au).

Basandose en las secuencias de aminoacidos de la region V murina primaria, se disefiaron regiones V humanizadas
en superficie (revestidas). Dentro de estas secuencias VH revestidas se identificaron 8 epitopos de linfocitos T
potenciales y dentro de la regiéon VL revestida 4 epitopos de linfocitos T. Se retiraron los epitopos de linfocitos T
identificados por sustitucion de aminoacidos. Basandose en este andlisis las secuencias de ADN que codifican la
regiéon VH y VL desinmunizada se sintetizaron y se volvieron a clonar en el plasmido de expresion pcDNA3002-
hlgGs-kappa.

Mutagénesis dirigida

Para restaurar las secuencias murinas dentro de la region VH del plasmido de expresion pcDNA3002 desinmunizado
se uso el kit de mutagénesis dirigida QuickChange de Stratagene de acuerdo con el protocolo del fabricante. En la
Tabla 4 se muestran los oligonucleétidos usados. Brevemente, el plasmido se desnaturaliz6 seguido de hibridacion
de los cebadores sentido y anti-sentido que contienen la mutacién deseada. Realizando ciclos (30 segundos 95 °C;
30 segundos 55 °C; 600 segundos 68 °C) 16 veces usando una maquina de PCR de gradiente T Biometra se
incorporaron las secuencias mutagénicas. El plasmido parental no mutado se digiri6 con Dpnl, que solamente corta
ADN metilado. Posteriormente la mezcla de PCR que contenia el plasmido mutado se transformé en células
competentes XL1-Blue. Se seleccionaron colonias y se analizaron por secuencias de ADN con respecto al plasmido
correcto. Un segundo conjunto de experimentos se centré en generar variantes adicionales de las posiciones 29 y 37
especificamente por sustitucién con | de los V o L estructuralmente relacionados. De una manera similar a la
descrita anteriormente, se generaron plasmidos usando los oligonucleétidos mostrados en la Tabla 6. Se requirieron
dos ciclos de mutagénesis para crear dobles mutantes (Tabla 7). Se usaron plasmidos para transformar células
competentes XL1-Blue.

Expresion en PER.C6™

Se realizé de forma transitoria expresion de las diversas versiones de 5D12 en PER.C6™ (Crucell). Brevemente, el
dia antes de la transfeccion, se tripsinizé y se conté PER.C6™. Las células se sembraron en placas con DMEM
sustituido con FCS 10 % a una densidad de 4 x 10° células por pocillo en una placa de pocillos T24. Al dia siguiente
el medio se reemplazé con 0,5 ml de medio nuevo. Para cada pocillo se diluyd 1 ug de ADN plasmidico en 50 pl de
OPTI-MEM |, que se combind con un volumen igual de OPTI-MEM | que contenia 3 ul de reactivo LipoFectAMINE
2000 (LF2000) (Invitrogen). La mezcla se incub6 durante 20 minutos a temperatura ambiente para permitir que se
formaran los complejos de ADN-reactivo LF2000. Posteriormente los complejos de ADN-reactivo LF2000 (100 pl) se
anadieron directamente a cada pocillo. Las células transfectadas se incubaron a 37 °C en un incubador de COx.
Después de 48 horas, los sobrenadantes se analizaron con respecto a expresién de anticuerpos.

ELISA

La cantidad de anticuerpo expresado se midi6 por un ELISA de tipo sandwich. Brevemente, se revistieron placas
EIA/RIA de 96 pocillos (Corning 3590) durante una noche a 4 °C con anticuerpo policlonal anti-lgG humano (Jackson
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109-005-088), diluido 1/1000 en PBS (100 pl/pocillo).Después de bloquear con PBS que contenia Tween 0,05 % y
BSA 1 %, las placas se lavaron 3 veces con PBS-Tween 0,05 %.Posteriormente, como patrén, se aplicé 5D12
quimérico purificado en valoracion comenzando a 400 ng/ml hasta cero por triplicado. También se aplicaron
muestras en valoracion (sobrenadantes transitorios). Todas las diluciones se realizaron en PBS-Tween 0,05 %. Las
placas se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Después de lavar 3 veces se aplicd anticuerpo de deteccion diluido
1/5000 (anti-kappa humana marcado con fosfatasa alcalina (Southern Biotech Associates 2060-04)) a cada pocillo.
Las placas se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Después de la retirada de incubacién las placas se lavaron 5 veces.
Se realiz6 tincién con sustrato de PNP (Sigma N-2765) (1 mg de PNP/mI de tampdn de sustrato - Tris/HCI 100 mM,
NaCl 100 mM, MgCl».6H20 5 mM pH 9,5). Se midié la DO405 nm en un BioRad 550 Titertek usando como referencia
655 nm.

FACS

Por andlisis de FACS se analizé la especificidad antigénica de los anticuerpos expresados. Las células JY son
linfocitos B humanos transformados por VEB, que expresan CD40. Brevemente, se incubaron 100.000 células JY,
con 100 pl de sobrenadante del experimento de expresion transitoria a 4 °C durante 20 minutos. Para retirar los
anticuerpos no unidos las células se lavaron con PBS que contenia NaAzida 0,05 % y BSA 1 %. Como anticuerpo
secundario se us6 anti-lgG humana marcado con FITC diluido 1/100 (Jackson 109-095-127). Después de 20
minutos de incubacion a 4 °C las células se lavaron. Finalmente se midieron las muestras celulares en un FACScan
(BD).

Resultados

Después de analisis de varios clones se determiné la secuencia consenso para las regiones V murinas de 5D12
(Figura 5).

Las regiones V se redisefiaron por humanizacion de las superficies, conservando los aminoacidos murinos criticos.
Mediante el procedimiento de reconocimiento de plegamientos peptidicos y la blsqueda en base de datos se
determinaron epitopos de linfocitos T potenciales dentro de estas secuencias redisefiadas. Dentro de la regién VH8
(primera base del epitopo potencial: posicién 27, 30, 43, 46, 57, 61, 77 y 83) y dentro de la region VL 4 (posicién 7,
13, 28 y 86) se identificaron epitopos potenciales. Basandose en el mapeo de epitopos de linfocitos T y el
procedimiento de revestimiento se definieron las secuencias de aminoacidos de VH y VL desinmunizadas 6ptimas
(Figura 6). Para retirar el epitopo de linfocitos T en la posicion 61 en la region VH se prestd especial atencion para
no introducir un sitio de N-glicosilacién potencial (N-X-T/S): se sustituyd NSA con STS. En este disefo final se
cambiaron 12 posiciones en la region VH (contando la posicion 60-62 como 1 cambio). Para la region VL se
cambiaron 8 posiciones.

A partir de experimentos preliminares que comparan los niveles de expresion de 5D12 completamente
desinmunizado (DI5D12) en comparacion con ch5D12 (renombrado PG100) se descubri6 que, debido a las
mutaciones introducidas, DI5D12 se expresaba a niveles menores en comparacion con la secuencia parental (datos
no mostrados).

En principio cada sustitucién puede influir en las caracteristicas del anticuerpo expresado. Por lo tanto, para
investigar la influencia de cada posicion cambiada en la region VH en las caracteristicas del anticuerpo se disefiaron
12 variantes adicionales (Figura 7). En cada variante 1 la posicion se cambié de nuevo a la secuencia de
aminodcidos murina original.

Para sellar los niveles de expresién y la funcionalidad de las diversas versiones se construyeron 14 plasmidos de
expresion peDNA3002. Cada plasmido contenia la cadena principal de IgG4 humana a la que se ligaban las regiones
VH y la region kappa humana a la que se ligaban las regiones VL. Un plasmido codificaba ch5D12, en el que se
usaron las regiones V murinas. Los otros 13 plasmidos son versiones desinmunizadas, en las que la regi6on VL
desinmunizada se usa en combinacion con la region VH desinmunizada o una de las 12 variantes de VH mostradas
en la Figura 7. Posteriormente se transfectaron células PER.C6™ con los 14 plasmidos usando LipoFectamine2000.
También se incluyeron transfecciones simuladas negativas (sin plasmido). Después de 48 horas los sobrenadantes
transitorios de cada transfeccion se recogieron y analizaron con respecto a expresion de anticuerpos. En la Figura 8
se muestran los datos de FACS. Claramente todas las construcciones ensayadas se unen a células JY, lo que indica
que la especificidad de union con CD40 de 5D12 esta conservada.

Ademas los datos de FACS indican que los niveles de anticuerpo producidos son diferentes. Claramente hay una
diferencia en el nivel de expresién entre DI5D12 y ch5D12 (PG100). Las variantes Q5E, K13A, E16Q, T17S,
STS60NSA y T68S muestran las mismas caracteristicas de expresion que DI5D12. Las otras variantes parecen
aumentar los niveles de expresion. Para determinar con exactitud los diversos niveles de expresion, se analizaron
todos los sobrenadantes por ELISA cuantitativo midiendo los niveles de anticuerpo. Como se muestra en la Tabla 5,
las variantes ensayadas pueden dividirse en 3 grupos: baja o ninguna mejora en el nivel de expresion (Q5E, K13A,
E16Q, T17S y STS60NSA), las variantes P45L, M48L, S79F y T108S restauran los niveles de expresion en
comparacién con ch5D12 (PG100) hasta el 40 %, mientras que las variantes 129L e 137V restauran el nivel por
encima del 50 %. Especialmente la sustitucion en la posicion 29 (I a L) parece tener una gran influencia en los
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niveles de expresion. La variante 129L se renombré posteriormente anticuerpo PG102.

La observacion de que la sustitucion en la posicion 29 (1 a L) y 37 (I a V) tienen ambas una gran influencia en los
niveles de expresién era entre otras inesperada debido a que los aminoacidos |, L y V estan cercanamente
relacionados estructuralmente y los 3 juntos forman el grupo de aminoacidos de cadena ramificada. En un estudio
posterior se establecié adicionalmente cual era el efecto de sustituciones combinadas de los aminoacidos | en las
posiciones 29 y 37 con aminoacidos estructuralmente relacionados V o L.

La Figura 9 muestra las variantes V-L-I que se disefiaron en alineamiento con ch5D12 (PG100), DI5D12 y PG102
(variante 129L).

Para ensayar los niveles de expresion y la funcionalidad de estas variantes V-L-1, se construyeron plasmidos de
expresion pcDNA3002 adicionales que contenian la cadena principal de IgG4 humana con la que se ligaba la region
VH de una de las variantes y la regiéon kappa humana con la que se ligaban las regiones VL, como se ha descrito
anteriormente. Posteriormente las células PER.C6™ se transfectaron con los plasmidos usando LipoFectamine2000.
Después de 48 horas los sobrenadantes transitorios de cada transfeccion se recogieron y analizaron con respecto a
expresion de anticuerpos. Para determinar con exactitud los diversos niveles de expresion todos los sobrenadantes
se analizaron por ELISA cuantitativa midiendo los niveles de anticuerpo. Como se muestra en la Tabla 8, las
diversas combinaciones de una V, L o | en las posiciones 29 y 37 se asocian con niveles de produccion variables.
Esto demuestra adicionalmente que no solamente todas las sustituciones de V, L e | conducen en Ultima instancia a
niveles de produccién mayores.

Andlisis

Reduciendo la inmunogenicidad de un anticuerpo terapéutico las caracteristicas pueden cambiar. En este estudio se
muestra que el disefio de desinmunizacion da como resultado un anticuerpo que aln tiene capacidad de unién con
su antigeno, sin embargo, el anticuerpo solamente podria producirse a niveles bajos. Mas probablemente tras la
expresion hay un problema en el ensamblaje de la region VH y VL desinmunizada. Cambiando cada posicién
sustituida de nuevo a la secuencia murina original dentro de la regién VH, se revelé que algunas posiciones eran
esenciales para una expresion apropiada del anticuerpo. Especialmente los sitios que se basaron en el enfoque de
reconocimiento de plegamientos peptidicos tuvieron una gran influencia en el nivel de expresion. Los cambios N
terminales, todos introducidos basandose en el revestimiento, tuvieron poca influencia. Notablemente la sustitucion
de | por L en la posicién 29 tuvo la mayor influencia, lo que era inesperado ya que ambos aminoacidos estan
cercanamente relacionados estructuralmente. La variante 129L se renombro posteriormente anticuerpo PG102.

Estudios posteriores demostraron que diversas combinaciones de V, L o | en las posiciones 29 y 37 conducian a
variaciones en los niveles de produccion, lo que demuestra que aunque los 3 aminoacidos de cadena ramificada V,
L e | estan estructuralmente cercanamente relacionados, la sustitucion de cada uno de estos en las posiciones 29 y
37 tiene un impacto en los niveles de produccion de los anticuerpos completos.

Ejemplo 3
Materiales y Procedimientos
Construccion, seleccion y desarrollo de una linea celular GS-CHO para la produccion de PG102 (variante 129L).

PanGenetics BV pidié a Lonza Biologics (Lonza) que realizara la construccién, seleccién y evaluacion de una linea
celular GS-CHO que expresara el anticuerpo kappa/lgGs recombinante humano PG102 (variante 129L).

Las lineas celulares se construyeron transfectando células huésped CHOK1SV con vectores generados usando el
sistema de expresién génica de glutamina sintetasa (GS) de Lonza (documento WO2003054172). Las secuencias
génicas se proporcionaron por PanGenetics. La linea celular CHOK1SV es una variante de suspension de la linea
celular de ovario de hamster chino (CHO) CHOK1, que se ha adaptado a medio definido quimicamente, sin
componentes animales (CDACF) (Bebbington y col (1192) Biotechnology 10:169-75, de la Cruz Edmonds MC y col
(2006) Mol. Biotechnol.34:179-90).

Todos los reactivos, componentes de medios y materiales se obtuvieron de proveedores acreditados. La formulacién
de los alimentos SF40 y SF41, medio CM42, y el complemento de medio SPE se obtuvieron de Lonza. También se
uso6 el medio CD CHO (Invitrogen) con la adicién del agente selectivo L-metionina sulfoximina (MSX) para subcultivo
rutinario de lineas celulares adaptadas a CDACF y con rojo fenol para transfeccién. El agente selectivo MSX se
proporcioné por Sigma. Estos medios y alimentos no contienen antibiéticos. La construccién del vector de expresion
GS que codifica los genes para el PG102 también se realiz6 en Lonza. Las células huésped CHOK1SV se
obtuvieron de un vial del banco de células de trabajo crioconservadas de Lonza 269-W.

Cultivo celular, concentracion y viabilidad

Las células se revivieron de viales de reservas crioconservadas calentando rapidamente a 37 °C y diluyendo en
aproximadamente 50 ml de medio de cultivo. Los crioconservantes se retiraron centrifugando las células,
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descartando el sobrenadante y resuspendiendo las células en medio de cultivo nuevo.

Para cultivo estatico, las células se cultivaron en matraces T25 con un volumen de cultivo de 5 a 15 ml. Estos
cultivos estaticos se situaron en un incubador de 35,5 a 37,0 °C que contenia una atmdsfera de COz al 10 % v/v en
aire.

Para cultivo de suspensién, los cultivos se expandieron en un volumen adecuado de medio de cultivo y se
subcultivaron cada 4 dias para cultivo en medio CDACF. Los recipientes usados fueron: matraces de agitacion de
125 ml (para un volumen de cultivo de 10 a 30 ml), matraces de agitacion de 250 ml (para un volumen de cultivo de
30 a 50 ml), matraces de agitacion de 500 ml (para un volumen de cultivo de 50 a 100 ml), frascos rotarios de 1 |
(para un volumen de cultivo de 100 a 200 ml), o frascos rotarios de 2 | (para un volumen de cultivo de 200 a 400 ml).
Al espacio vacio de cada cultivo se le aplicd gas con CO; al 5 % v/v en aire y los matraces se sellaron. Los cultivos
se incubaron después de 35,5 a 37,0 °C en una plataforma de agitacion que rotaba a 140 = 5 rpm.

Se obtuvieron concentraciones celulares totales y viables retirando de forma aséptica una muestra de cultivo,
tinendo las células no viables con azul de tripano y por examen microscépico usando un hemocitémetro Fuchs-
Rosenthal modificado. Cuando fue apropiado, las muestras se diluyeron antes del recuento.

Como alternativa, las concentraciones celulares totales y viables se determinaron usando un contador de particulas
CASY-1 o un contador celular automatico Vi -CELL XR. Para el contador CASY-1, se retird de forma aséptica una
muestra de cultivo de cada matraz, se diluyé con tampén Casyton y se determind el nimero de células viables y
totales. Las células viables y no viables se distinguieron por tamano. El porcentaje de viabilidad se calculé como la
relacién de células viables y células totales multiplicada por 100. Para el contador Vi-CELL XR, se retiraron de forma
aséptica 0,7 ml de cultivo celular y se realiz6 un recuento con azul de Tripano automatico. Se usé una serie de
fotografias y un algoritmo de andlisis informatico para identificar y contar las células viables y no viables. Para todos
los procedimientos de recuento, se calcul6 el porcentaje de viabilidad como la relacion de células viables y totales
multiplicada por 100.

Transfeccion de células huésped CHOK1SV

El dia de la transfeccion, las células que crecian en medio no selectivo se recogieron por centrifugacién y se
resuspendieron a una concentracién de 1,43 x 107 células viables/ml. Para cada transfeccion, se anadieron
aproximadamente 0,7 ml de la suspension celular y 40 ug de ADN plasmidico a una cubeta de electroporacién. La
cubeta de electroporacion se situd después en el aparato de electroporaciéon y se suministré un Unico pulso de 300
V, 900 uF. Después de la electroporacioén, las células de la cubeta se distribuyeron en placas de 96 pocillos a
aproximadamente 5000 células huésped/pocillo, usando el medio CD-CHO/rojo fenol. Las placas se incubaron de
35,5 a 37,0 °C en una atmosfera de CO; al 10 % v/v en aire. El dia después de la transfeccién, se afiadieron 150 pl
del medio selectivo CD-CHO/rojo fenol/MSX 66,6 uM a cada pocillo. La concentracion final de MSX en cada pocillo
fue 50 uM. Las placas se supervisaron para determinar cudndo murieron las células no transfectadas para dejar
focos de células transfectadas. Los focos de células transfectadas resultaron evidentes aproximadamente de 3 a 4
semanas después de la transfeccion. Todos los transfectantes examinados y que progresaron adicionalmente
vinieron de pocillos que contenian solamente una Unica colonia, como se determind por evaluacion visual.

Evaluacion de la productividad de las lineas celulares en cultivo estatico

Las placas de 96 pocillos se incubaron durante aproximadamente 3 a 4 semanas, después de la transfeccion para
permitir la formacion de colonias. Las colonias se examinaron de forma microscopica para verificar que eran de un
tamafo adecuado (que abarcaba mas del 60 % del fondo del pocillo), y que estaba presente solamente una colonia
en cada pocillo. El sobrenadante de cultivo se ensay6 después con respecto a produccion de anticuerpos usando
ensayo de ELISA de Lonza para anticuerpo ensamblado, descrito en “ELISA de ensamblaje”. El porcentaje de
confluencia del pocillo se evalu6 en el momento de la toma de muestras. El valor obtenido dividiendo el resultado de
ensayo por el porcentaje de confluencia se usé para clasificar las lineas celulares.

Los cultivos de lineas celulares de clasificacién alta se expandieron a placas de 24 pocillos en el medio CD-
CHO/rojo fenol/MSX 25 uM y se dej6 que alcanzara la confluencia. Al alcanzar la confluencia, este cultivo se us6
para inocular un matraz T25 en el medio CD-CHO/rojo fenol/MSX 25 uM, mientras que al cultivo restante se le volvid
a introducir CD-CHO nuevo/rojo fenol/MSX 25 uM, y se incubd durante 14 dias adicionales. En este punto, se
recogid sobrenadante de cultivo de las placas de 24 pocillos y se midié la concentracién de anticuerpo usando el
ensayo de ELISA de Lonza para el anticuerpo ensamblado. Se realizé6 una seleccion de las lineas celulares mas
productivas. Al alcanzar la confluencia en los matraces T25, se permiti6 que las lineas celulares seleccionadas
crecieran en multicapa y después se volvieron a alimentar con CD-CHO/MSX 25 puM. Después de la alimentacién,
los cultivos se devolvieron al incubador durante cuatro a siete dias adicionales hasta que el medio se volvid
naranja/amarillo de nuevo y las células se tomaron de los matraces.
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Expansion de lineas celulares a cultivo en suspension CDACF

Los cultivos en suspension se iniciaron a partir de cultlvos de matraz T25 confluyentes. Los cultivos de suspension
se inocularon a una concentracion de 0,05 a 0,2 x 10° células viables/ml en matraces de agitacion de 125 ml que
contenian medio CD-CHO/MSX 25 pM. Si la concentracion de células viables no alcanzé 0,05 x 10° células
viables/ml después de un maximo de 14 dias en matraces T25, se avanzaron automaticamente 15 ml de cada
cultivo a 15 ml de CD-CHO/MSX 25 uM en matraces de agitacién de 125 ml. Después las lineas celulares se
subcultivaron en serie en medio CD-CHO/MSX 25 puM nuevo, a una concentracion de inoculacién de 0,2 x 108
células viables/ml, en un régimen de subcultivo de 4 dias, hasta que se obtuvieron caracteristicas de crecimiento
aceptables y reproducibles.

Evaluacion del crecimiento y productividad de lineas celulares en cultivo de suspension

Cultivo en matraz de agitacién semicontinuo

Se prepararon cultivos de pocillo Unico de cada linea celular seleccionada en matraces de agltamon de 500 ml con
100 ml de suspension celular usando medio CM42/4 x SPE. Los cultivos se inocularon a 0,2 x 10° células viables/ml
y el espacio vacio de cada cultivo se equilibré con CO al 5 % v/v en aire. Los cultivos se incubaron de 35,5 a 37,0
°C en una plataforma de agitacién rotatorla a 140 £ 5 rpm hasta que la concentracion celular viable, después del
pico, era menor de o igual a 0,6 x 10° células viables/ml o se alcanzé el dia 15 (“crecimiento excesivo”). En este
punto, se recogieron los cultivos. La concentracion celular se determlno diariamente usando un contador celular
automatico Vi -CELL. A una concentracion celular de 1,4 a 2,2 x 10° células viables/ml, se realizé una adicién de
embolada del alimento nutriente SF40. Se realizaron adiciones de embolada adicionales a aproximadamente 24, 48
y 72 horas después de la adicién inicial. Se aplicé un segundo alimento (SF41) una vez que se habian obtenido
concentraciones celulares mayores de 4,0 x 10° células viables/ml. Se tomaron muestras de cultivo a intervalos
apropiados, se centrifugaron y los sobrenadantes se almacenaron a -20 = 5 °C hasta que se ensayaran con respecto
a concentracion de anticuerpos por HPLC de proteina A. Los sobrenadantes recogidos de cada cultivo con
crecimiento excesivo se almacenaron a -20 + 5 °C. Los diez cultivos con crecimiento excesivo con las mayores
concentraciones de anticuerpo se evaluaron adicionalmente con respecto a la calidad del anticuerpo producido. Las
muestras se evaluaron con respecto a niveles agregados usando el procedimiento de cromatografia liquida de alto
rendimiento de permeacioén en gel (GP-HPLC) antes de la purificacion de proteina A y caracterizacion de anticuerpos
por electroforesis en gel de poliacrilamida de dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE) reducida y no reducida y analisis
de isoelectroenfoque (IEF) y andlisis de oligosacaridos por espectrometria de masas de desorcién e ionizacion por
laser asistida por matriz-tiempo de vuelo (MALDI-TOF-EM).

Crioconservacion

Las células se crioconservaron en puntos clave a lo largo del programa de trabajo. Las células en cultivos de
crecimiento se recuperaron por centrifugacion y se resuspendieron en una mezcla de crioconservacion. Esta
consistié en el medio de cultivo apropiado (92,5 % v/v) y dimetil sulféxido (7,5 % v/v).

Después se distribuyeron alicuotas de células en viales marcados, contenlendo cada alicuota aproximadamente 1,5
ml del medio de crioconservacion y aproximadamente de 0,5 a 1,5 x 10’ células viables. Los viales se congelaron
después en una maquina de congelacién de células programable automatica y posteriormente se transfirieron a
frigorificos de nitrégeno liquido.

Numero de generacion

Par cada una de las lineas celulares seleccionadas, el nimero de generacion de las células se defini6 como cero en
el punto en el que el cultivo se pasé a suspension. El nimero de generacién se calculé posteriormente en cada
subcultivo usando un procedimiento derivado de la siguiente ecuacién (redondeado hacia abajo a la siguiente

generacién de 0,5).
=N+ {—,Ln }

En la que: N¢= NUmero de generacién en el momento f
N;= Numero de generacién en el momento i
Xr= Concentracion de células viables (células/ml) en el tiempo f
= Concentracion de células viables (células/ml) en el tiempo iy f> i

Analisis de datos

Se calculd la integral del tiempo del area bgjo la curva de crecimiento (la |ntegral con respecto al tiempo tiempo de la
concentracion de células viables (IVC); 10” células x hora/l) sumando el &rea (aproximado a un trapecio de angulo
recto) entre valores de concentracion de células adyacentes. Las areas se calcularon multiplicando la media de las
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dos concentraciones de células viables (células/ml) por el tiempo transcurrido entre las dos determinaciones (h).
Este procedimiento se basa en el descrito por Renard y col. (1988) en Biotechnology Letters 10 (2) paginas 91-96.

Cuando fue apropiado se calculd la velocidad de produccion especifica global (gp global: mg/10° células/hora) por
andlisis de regresion lineal de la concentracion de anticuerpo (mg/l) frente a la integral con respecto al tiempo de la
concentracién de células viables. La pendiente de esta linea es igual a gp global. La velocidad de produccion
especifica de recogida (gr de recogida) se calcul6 dividiendo la concentracion de anticuerpo recogido por el valor de
la IVC en el momento de recogida.

ELISA de ensamblaje

La concentracion de anticuerpos de muestras de sobrenadante se determiné usando un ELISA que mide IgG
humana ensamblada. Este implico la captura de anticuerpos ensamblados en muestras y patrones en una placa de
96 pocillos revestida con Fc de cabra anti IgG humana. El anticuerpo unido se revelé con cadena ligera anti humana
de cabra ligada a peroxidasa de rabano rusticano y el sustrato cromogénico tetrametilbencidina. El desarrollo del
color fue proporcional a la masa del anticuerpo presente en la muestra. La concentracion se determind usando una
curva patrén generada usando un patron de IgG (nimero de lote L07387/5/2).

HPLC de Proteina A

La concentracién de producto se cuantificd por Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC) de Proteina A en
una HPLC Agilent 1100. El anticuerpo se unié selectivamente a una columna de inmunodeteccién de Proteina A
POROS. El material no unido se eluy6 de la columna y el anticuerpo unido restante se liberé reduciendo el pH del
disolvente. La elucion se supervis6 por absorbancia a 280 nm usando un detector de multiples longitudes de onda.
El anticuerpo se cuantificé (usando software Chemstation) contra un patrén de anticuerpo (Lote L07385/4/10) y se
corrigié con respecto a un coeficiente de extincién de

01% _
E3gnm = 192

Purificacion de afinidad de Proteina A

Se prepararon columnas de Sepharose de Proteina A rmp alimentados por gravedad (5 ml). Las columnas se
limpiaron antes de su uso con guanidina HCI 6 M y se equilibraron con tampén de glicina/glicinato50 mM-NaCl 50
mM, pH 8,0. El pH del material de carga de la columna se ajusté a pH 8,0 + 0,1 antes de la aplicacién a la columna.
La columna de afinidad de proteina A rmp se lavé con tampon de equilibrio y se eluyé con tampén de glicina 0,1 M,
pH 3,5. Los eluatos de la columna se neutralizaron a aproximadamente pH 7,0 con base Tris 2 M y se dializaron
frente a solucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco en preparacién de andlisis de IEF y SDS PAGE.

Analisis de SDS PAGE de anticuerpo purificado por afinidad con proteina A

Las muestras de cultivo celular se prepararon para analisis por purificacion de proteina A. Se llevé a cabo
electroforesis usando geles de poliacrilamida Novex previamente moldeados de 4 al 20 %. Para reducir SDS PAGE,
las muestras se redujeron usando 2-mecaptoetanol y se desnaturalizaron por SDS a pH 8,0. Las muestras se
calentaron durante 2,0 £ 0,5 minutos antes de que se cargaran en el gel (10 ug por carril). Se realiz6 SDS PAGE no
reducida usando los mismos geles y tampdn de muestra no reductor Novex (no se afade 2-mecaptoetanol). Las
muestras se calentaron durante un tiempo convencional de 1,0 + 0,5 minutos antes de que se cargaran en el gel (4
ug por carril). Después de la electroforesis, las proteinas se visualizaron tifiendo durante 75 minutos con azul
brillante de Coomassie R250 y se destifieron con metanol/acido acético.

Anadlisis de IEF del anticuerpo purificado por afinidad con Proteina A

Las muestras de cultivo celular se prepararon para analisis por purificacién con proteina A. Se llevé a cabo andlisis
de IEF usando geles IEF de agarosa previamente moldeados, pH 3 a pH 10. Se cargaron aproximadamente 10 ug
de muestra proteica por carril en el gel y después se preenfocaron para 70 Vh. Después de la retirada de la tira de
aplicaciéon de muestra, la electroforesis se continu6 para 1500 Vh (1500 V, 20 mA, 25 W por gel). Los geles de IEF
se fijaron en una solucién de acido tricloroacético: acido sulfosalicilico: metanol y después se tifieron con azul
brillante de Coomassie R250 (nimeros de lote de azul de Coomassie 003/L11905/118 y 003/L11905/131). Los geles
se destifieron y se secaron. (NUmeros de lote de destincién 003/L11905/117 y 003/L11905/121).

GP-HPLC

El procedimiento de GP-HPLC separa los componentes proteicos de acuerdo con su tamafo. Los componentes
grandes, tales como agregados proteicos, son demasiado grandes para penetrar en las particulas de la matriz en
gran medida y por lo tanto se eluyen de la columna antes que los componentes mas pequefios, tales como
monomeros proteicos. Los componentes mas pequefios, tales como fragmentos, penetran en la matriz mas
facilmente y se eluyen después del mondémero. Esta técnica se usd por lo tanto para separar monémeros de
anticuerpos de ambos agregados y fragmentos. El componente monomérico se identificd por su tiempo de retencién
y posicién caracteristicos, en relacion con los marcadores de calibracion.
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Se inyectaron muestras no diluidas para proporcionar cargas de 50 a 250 pg cuando el producto de concentracion
fue de 1 a 5 mg/ml (intervalo de carga validado del ensayo de Lonza). El intervalo de masa molecular para la
columna GF-250 fue de 4 a 400 kDa.

Se detectaron componentes de la muestra a 280 nm y se analizaron los cromatogramas de picos usando el software
Agilent Chemstation. Se realizé integracién usando el procedimiento de traza de perpendiculares para agregados y
aproximacién de la tangente para fragmentos.

La proporcion de componentes de muestras se determiné por célculo de las areas maximas de cada componente en
relacién con el area maxima integrada total.

Analisis de MALDI TOF-EM

El andlisis de oligosacéaridos del anticuerpo PG102 producido por cada linea celular se realizé por MALDI TOF-EM
usando un MALDI-LR Micromass™ acoplado con extraccion retardada. EI MALDI TOF-EM se manej6 en
configuracién de reflectron con modo de iones positivos. El instrumento se calibré usando un patréon de N-glicano
mixto.

El anticuerpo se purifico de sobrenadantes recogidos usando una columna de proteina A POROS. Las fracciones
purificadas se recogieron y los enlaces disulfuro se redujeron con ditiotreitol seguido de alquilacién de los tioles
reducidos usando yodoacetato. Los oligosacaridos se liberaron usando la enzima N-glicanasa (PNGasaF) y se
intercalaron entre dos capas de matriz de &cido super-dihidroxi benzoico (super-DHB) en la placa diana para analisis
MALDI TOF-EM.

Resultados
Transfeccion de células huésped CHOK1SV

La secuencia génica de PG102 se us6 por Lonza para construir el vector de doble gen pPG102/DGV (no mostrado)
que se uso para transfectar la linea celular huésped CHOK1SV por electroporacion. Se realizaron seis conjuntos de
transfecciones usando el vector pPG102/DGV y se exploraron los sobrenadantes de 255 transfectantes para
produccion de anticuerpos en placas de 96 pocillos por ELISA de ensamblaje. Se produjeron niveles de anticuerpo
detectables por el 99,6 % de los transfectantes explorados. Se seleccionaron cuarenta y tres transfectantes de
clasificacion alta para evaluacion adicional en placas de 24 pocillos.

Expansion de cultivos estaticos y adaptacion de la suspension

Se expandieron en primer lugar cultivos de las lineas celulares GS-CHO seleccionadas en placas de 24 pocillos y
después se expandieron en matraces estaticos T25. Las células restantes en las placas de 24 pocillos se
alimentaron con medio nuevo y “crecieron en exceso” antes de evaluar la productividad del anticuerpo. Las lineas
celulares seleccionadas presentaron un intervalo de concentraciones de anticuerpo de 8,3 a 120 mg/I (Figura 10).

Los cultivos de las 23 lineas celulares con las mayores concentraciones de producto, como se determinéd por ELISA
de ensamblaje, se seleccionaron para evaluacion adicional. Los cultivos seleccionados se avanzaron a medio
CDACEF en cultivos de suspensién. Todas las lineas celulares se adaptaron con éxito a cultivo de suspension y se
seleccionaron para evaluacion adicional en cultivos semicontinuos.

Evaluacion de las caracteristicas de crecimiento y productividad de las lineas celulares seleccionadas en cultivo en
matraz de agitacion semicontinuo

Las caracteristicas del crecimiento y productividad de las 23 lineas celulares seleccionadas se evaluaron en cultivo
en matraz de agitacion semicontinuo. Se prepararon cultivos de un Unico pocillo para cada linea celular. Se
afnadieron dos alimentos, SF40 y SF41, a los cultivos cuando la concentracion de células viables cumplié los criterios
de alimentacion. El protocolo usado para el régimen de alimentacién se asemeja tanto como sea técnicamente
posible al procedimiento de fermentacion de GS-CHO genérico de Lonza. Se presentan datos de crecimiento y
productividad para las 23 lineas celulares seleccionadas en la Tabla 9. El analisis de HPLC de proteina A de los
sobrenadantes recogidos de los cultivos en matraces de agitacion semicontinuos mostré que cuatro lineas celulares
producian concentraciones de anticuerpo mayores de 1.000 mg/l. La linea celular L107 produjo la mayor
concentracion de anticuerpo, 1674 mg/l.

Caracterizacion del anticuerpo purificado del cultivo en matraz de agitacion semicontinuo de lineas celulares CHO
seleccionadas

Se purificaron muestras recogidas de las 10 lineas celulares con la mayor concentracion de anticuerpos usando
cromatografia de Sepharose de proteina A rmp antes del analisis. Los anticuerpos purificados con proteina A se
analizaron después usando SDS PAGE e IEF. El analisis visual de las muestras purificadas con proteina A
analizadas por SDS PAGE en condiciones no reductoras mostro que todas las muestras eran comparables entre si,
mostrando una banda de anticuerpo intacto en aproximadamente 200 kDa (datos no mostrados). También eran
visibles bandas menores adicionales, aunque podrian no ser todas visibles en la imagen del gel. También se
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observaron tres bandas con masa molecular entre 116 y 200 kDa, una banda con un peso molecular entre 66 y 97
kDa, una banda con un peso molecular entre 36 y 55 kDa y dos bandas con pesos moleculares entre 22 y 31 kDa.
La banda exira observada entre 66 y 97 kDa es el medio anticuerpo, tipico de anticuerpos IgG4 en condiciones no
reductoras. El mismo medio anticuerpo también se observo en el control entre ensayos (IAC) de 1gGa.

Las muestras purificadas con proteina A analizadas por SDS PAGE en condiciones reductoras también fueron
comparables entre si, mostrando la banda de cadena pesada a aproximadamente 50 kDa y la banda de cadena
ligera a aproximadamente 25 kDa (datos no mostrados). El analisis de IEF mostr6é que la integridad de las muestras
de anticuerpo purificado por proteina A de las lineas celulares seleccionadas demostrd perfiles comparables, con
seis bandas primarias (3 bandas principales y 3 menores) en el intervalo de pl de 8,15 a 9,30 para todas las lineas
celulares excepto L97, M92 y M59. Estas tres lineas celulares mostraron tres bandas principales y dos menores. Se
observaron bandas adicionales en las muestras J3 y J4, aunque estas pueden no ser todas visibles en la imagen del

gel.

Analisis de oligosacaridos del anticuerpo

El analisis de oligosacaridos del anticuerpo del anticuerpo producido por cada una de las diez lineas celulares
seleccionadas para evaluacion adicional en cultivos en matraz de agitacion semicontinuos se determin6é por MALDI
TOF-EM. Las estructuras de oligosacaridos predominantes en el anticuerpo obtenido de las diez lineas celulares
fueron GOF y G1F, que eran estructuras de oligosacaridos ligadas a N tipicas observadas en los anticuerpos. Se
detectaron niveles relativamente bajos de estructuras de oligomanosa con el mayor nivel de 6,7 % de glicanos
totales medidos para anticuerpo derivado de la linea celular L52. Se observaron estructuras de oligomanosa-5 (man-
5) en todas las muestras a un intervalo de 1,1 a 4,6 % de glicanos totales. Todas las muestras analizadas contenian
niveles comparables de oligosacaridos y concentraciones relativamente bajas de man-5 (datos no mostrados).

GP-HPLC

Cuando se analiz6 el anticuerpo producido por cada una de las diez lineas celulares seleccionadas para evaluacion
adicional por GP-HPLC, los componentes de menor peso molecular (LMWC) fueron los menos criticos pero era
preferible un nivel por debajo del 25 %. Todas las muestras presentaron niveles por debajo del 25 %, con la
excepcion de L52, que se presentaba a un nivel del 27,1 % (Tabla 10).

No se usarian habitualmente dos célculos diferentes de proporciones de agregado, pero se considerd necesario ya
que los niveles de LMWC variaban mucho entre las muestras.

Un analisis adicional de los datos, excluyendo los LMWC y mirando solamente a los mondémeros y picos mayores,
demostré areas maximas agregadas de menos del 2,2 % para todas las muestras (Tabla 11). Los niveles por debajo
del 5 % se consideran aceptables.

Seleccion de lineas celulares

Se seleccionaron tres lineas celulares para preparacion de reservas antes de siembra (PSS). Los criterios de
seleccién usados fueron una combinacién de alta concentracién de anticuerpo recogido, caracteristicas de
crecimiento aceptables y caracteristicas de calidad de producto aceptables.

La linea celular L107 se seleccioné como la linea celular principal ya que mostraba la mayor concentracion de
anticuerpo recogido de las 23 lineas celulares evaluadas, junto con caracteristicas de calidad de producto y
crecimiento aceptables (Figura 11A).

La linea celular L25 mostrd la segunda concentracién de anticuerpo recogido mayor de las 23 lineas celulares
evaluadas, junto con caracteristicas de calidad de producto y crecimiento aceptables (Figura 11B). Por lo tanto se
selecciond la linea celular L25 como la primera linea celular de apoyo.

La linea celular M95 mostrd la tercera mayor concentracién de anticuerpo recogido de las 23 lineas celulares
evaluadas, y tenia caracteristicas de calidad de producto y crecimiento aceptables (Figura 11C). Basandose en esto
la linea celular M95 se selecciond como la segunda linea celular de apoyo.

Crioconservacion de reservas antes de la siembra

Se crioconservaron reservas antes de la siembra (20 viales por reserva) para cada una de las tres lineas celulares
seleccionadas. Estas reservas se almacenaron en frigorificos de nitrogeno liquido en fase de vapor. Las lineas
celulares L107, L25 y M95 se renombraron DC1, DC2 y DC3 respectivamente.

Andlisis

Se pidié a Lonza Biologics que realizara la construccion, seleccion y evaluacién de una linea celular GS-CHO que
expresara el anticuerpo kappa/lgGs recombinante humano PG102.
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La secuencia génica se proporciond por PanGenetics y los vectores se generaron usando el Sistema de Expresion
Génica de Glutamina Sintetasa (GS) de Lonza. La linea celular CHOK1SV, una variante de suspension de la linea
celular de ovario de hamster chino (CHO) CHO-K1 adaptada a medio sin componentes animales, definido
quimicamente, se transfect6 por electroporacion.

A partir de las transfecciones de CHOK1SV, se obtuvieron 254 lineas celulares que secretaban el anticuerpo. Se
evaluaron 43 lineas celulares con respecto a crecimiento y productividad en placas de 24 pocillos. Se obtuvieron
concentraciones de anticuerpo de hasta 120 ug/ml. Se evaluaron 23 lineas celulares en cultivos en matraz de
agitacion semicontinuos de un Unico pocillo. Se obtuvieron concentraciones de anticuerpo recogido en el intervalo de
121 a 1674 ug/ml. Se consiguieron concentraciones de anticuerpo recogido de mas de 1.000 mg/l para cuatro lineas
celulares. Las diez lineas celulares con mayores concentraciones de anticuerpos se seleccionaron para analisis de
calidad del producto. La calidad del producto de anticuerpo purificado de cada una de las lineas celulares
seleccionadas era comparables a las demas por electroforesis en gel de poliacrilamida de dodecilsulfato sédico
reducido y no reducido y andlisis de isoelectroenfoque. El analisis de oligosacéaridos de anticuerpo purificado de
cada una de las diez lineas celulares seleccionadas mostro niveles relativamente bajos (<4,6 %) de oligomanosa-5.

El analisis de GP-HPLC mostr6 que los niveles de agregados estaban por debajo del 1 % para cada una de las tres
lineas celulares superiores.

Se seleccionaron tres lineas celulares (L107, L25 y M95) para evaluacion adicional basandose en los datos de
crecimiento, productividad y calidad del producto. Se crioconservaron reservas antes de la siembra de 20 viales de
cada linea celular. Las tres lineas celulares se renombraron DC1, DC2 y DC3 respectivamente.

Ejemplo 4

Determinacion de la cinética de union de ch5D12 (PG100) y PG102 (variante 129L) con CD40-Fc humano por
resonancia de plasmaén superficial (Biacore)

Materiales y procedimientos

Se comparo la cinética de unién de ch5D12 (PG100) y PG102 (variante 129L) con CD40 humano por resonancia de
plasmoén superficial a una temperatura constante de 25,0 °C, usando un instrumento Biacore 3000. Se usé el
dominio extracelular CD40 humano recombinante fusionado con el dominio Fc de IgG1 humano (huCD40-Fc; R&D
Systems numero de catalogo 149-CD-50) como el antigeno diana en estos experimentos. Se acoplé HuCD40-Fc (1
ug/ml en tampoén acetato 10 mM, pH 5,0) mediante los grupos amina de restos de Lys con microplacas de CM5
Biacore activadas por carbodiimida, dando como resultado un nivel de inmovilizacion de antigenos de 127,4 UR.
Para analisis cinéticos, se prepararon series de dilucion de ch5D12 (PG100) y PG102 (intervalo de 10,0 ug/ml a
0,313 ug/ml) en tampén de ejecucion Biacore (solucion salina tamponada con HEPES que contiene EDTA y
tensioactivo; HBS-EP). Se realizaron analisis cinéticos a un caudal de 30 pl/minuto. Se permitié que las muestras se
unieran durante 4 minutos y se disociaran durante 5 minutos, al mismo caudal. La superficie de la microplaca se
regener6 después durante 30 segundos usando NaOH 30 mM y una linea basal reestablecida en HBS-EP durante
2,5 minutos antes de la inyeccion de la siguiente muestra. Se inyectaron muestras alternas de PG102 y ch5D12
(PG100), aumentando la concentracién para el primer conjunto de repeticiones en cada dilucién y reduciendo
después para el segundo conjunto de repeticiones.

Se us6 software de control BlAcore (Version 3.2) para recogida de datos y se usé software BlAevaluation (Version
4.1) para andlisis de datos cinéticos. Los parametros de unién se calcularon usando dos modelos diferentes de
interaccion molecular: un modelo analitico bivalente y un modelo de unién de Langmuir 1:1.

Resultados

Los niveles maximos de unién observada para los anticuerpos ch5D12 (PG100) y PG102 fueron 152,5 UR y 140,2
UR, respectivamente.

Las constantes de velocidad cinética calculadas de acuerdo con los modelos de uniéon de Langmuir y bivalente (ka y
kd, o ka1l y kd1, respectivamente) difirieron ligeramente para los dos anticuerpos. Por lo tanto, PG102 presentd
velocidades de asociacion y disociacién mas rapidas que ch5D12 (PG100) (Figura 12), aunque la afinidad global
(KD) de los dos anticuerpos no difiri6 de forma apreciable dentro de los modelos. Se resumen a continuacién los
parametros cinéticos de estos experimentos:

Modelo de Langmuir (1:1):
ch5D12 (PG100) PG102

ka 1,88X10°M's” 2,51 X 10°M's™
kd 5,07 X10*s 5,96 X 10* s
KD 2,71 X10™M 27X10"M
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Modelo de unién bivalente (1:2):

ch5D12 (PG100) PG102

kal 6,41x10°M's™ 7,82x10°M s
kdi 1,60x10°s" 2,47 x10°s™
ka2 1,21 x10° URs” 1,31 x10° URs™
kd2 2,55x10°s’ 224 x10°%s™
KD 5,29x10°M 541 x10° M

El andlisis de la Bondad de Ajuste para los dos procedimientos indicé que los datos se describen mejor por el
modelo de unidn bivalente.

Las afinidades calculadas de las dos variantes de anticuerpo difirieron entre los modelos, sin embargo, las
estimaciones de las constantes de disociacion (KD) obtenidas para cada anticuerpo con el mismo modelo eran
comparables; 2,71 x 10"° My 2,37 x 107'° M para ch5D12 (PG100) y PG102 respectivamente usando el modelo de
Langmuiry 5,25 x 10° My 5,41 x 10 M usando el modelo de analito bivalente.

Ejemplo 5
Inhibicién de la unién de ch5D12 (PG100) y PG102 con células JY usando un anticuerpo anti-idiotipo

Para demostrar que PG102 (variante 129L) se une al mismo epitopo de CD40 que su molécula parental ch5D12
(PG100), se usé un anticuerpo anti-idotipico para inhibir la unién de PG102 o ch5D12 con células JY que expresan
CD40, medida por FACS,

Materiales y procedimientos

Las células JY que expresaban CD40 humano se bloquearon con suero humano al 5 % durante 30 min a
temperatura ambiente. El anticuerpo anti-idiotipo para mAb murino 5D12 (clon 173-36-1) se preincubd a diversas
concentraciones (0 - 10 ug/ml) con ch5D12 (PG100) (1 ug/ml), PG102 (1 pug/ml) o anticuerpo anti-huCD86 quimérico
de control negativo (chFUN-1; 1 ug/ml) en un volumen total de 50 pl/tubo y se incubé durante 15 min. Las células JY
se lavaron con tampén de FACS (1x PBS, BSA 1 % y azida sodica 0,05 %) y se descarté el sobrenadante. Las
células JY se resuspendieron en tampén de FACS a una concentracion de 2x10° células/ml. Se afiadieron 50 pl de
la suspension de células JY a las mezclas de anticuerpo preincubadas para proporcionar un volumen final de 100
wl/tubo. Las células se incubaron durante 30 min a 4 °C antes de lavar con 4 ml de tampo6n de FACS/tubo y se
descart6 el sobrenadante. El sedimento celular se resuspendié en 100 ul de IgG-FITC diluido de cabra antihumano
(Jackson Immunoresearch Labs. Cat. N%. 109-095-127) en tampo6n de FACS (1:100) y se incub6 durante 30 min a 4
2C. Las células se lavaron con 4 ml de tampén de FACS y se descarté el sobrenadante. El sedimento se
resuspendié en 200 pul de tampén de FACS y el anticuerpo unido se midié usando un citémetro de flujo FACScan
(Becton Dickinson).

Resultados

El mAb anti-idiotipo 173-36-1 inhibi6 la uniéon de PG102 y ch5D12 (PG100) con huCD40 expresado en células JY de
una manera dependiente de concentracién (Figura 13). La unién de chFUN-1 con CD86 que también se expresa en
células JY no se vio influida por el mAb 173-36-1. No hubo diferencias significativas en el efecto de bloqueo de mAb
anti-idiotipo 173-36-1 en la unién de anticuerpos especificos para CD40 con CD40 en células JY. Por ejemplo, los
valores de CI50 logaritmicos calculados para la inhibicién mediada por mAb 173-3-1 de ch5D12 (PG100) (Lote 1) y
PG102 (Lote 2) fueron -5,74 + 0,14 y -5,76 + 0,11, respectivamente, (p>0,05; ambos n=4). Estos valores se
corresponden con concentraciones de anti-idiotipo de aproximadamente 1,8 ug/ml (~12 nM). La Tabla 12 muestra un
resumen de los valores -logCI50 calculados para la inhibicibn mediada por anti-idiotipo de la unién de ch5D12
(PG100) y PG102 con células JY.

Ejemplo 6
Unién de ch5D12 (PG100) y PG102 con CD-40Fc determinada por ELISA
Materiales y procedimientos

Se revistieron placas de ELISA (placa de EIA/RIA Costar, Corning numero de catalogo 3590) con huCD40-mulg 100
w/pocillo (Ancell, nimero de catalogo 504-020), diluido a 250 ng/ml en PBS y se incubaron durante una noche a 4
2C en un ambiente humedo. Las placas se lavaron 3 veces con 200 ul/pocillo de tampoén de lavado (Tween 20 0,05
% en PBS). Posteriormente, las placas se bloquearon con tampén de bloqueo 200 pl/pocillo (fraccién V de BSA 5 %
[Roche, numero de catalogo 735094] en tamp6n de lavado) y se incubaron durante 1 h a 37 °C (ambiente humedo).
Las placas se lavaron 3 veces con tampén de lavado. Los anticuerpos de ensayo (ch5D12 (PG100), PG102, y
anticuerpo quimérico de control negativo anti-huCD86 chFUN-1) se diluyeron en el intervalo de 0-1200 ng/ml en
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tampon de bloqueo y se transfirieron a placas de ensayo en un volumen final de 100 pl/pocillo, seguido de
incubacién durante 1 h a 37 °C (ambiente humedo). Las placas se lavaron 3 veces con tampdn de lavado seguido de
adicion de 100 pl/pocillo de anticuerpo de deteccién de AP de cabra antikappa humano (Southern Biotech Associate
numero de catalogo 2060-0) diluido 1:1000 en tampo6n de bloqueo. Las placas se incubaron durante 1 h a 37 °C en
un ambiente humedo antes de lavar 3 veces con tamp6n de lavado y un lavado unico adicional con PBS. Se preparé
el sustrato de PNP anadiendo un comprimido de comprimidos de p-nitrofenil fosfato (Sigma, nimero de catélogo N-
2765) en 15 ml de tampén de sustrato PNP (12,1 g de Tris, 5,84 g de NaCl, 1,02 g de MgCl».6H2O en 1 | de H.O
(ajustado a pH 9,6 con HCI). Se anadi6 sustrato de PNP a las placas de ensayo a 100 ul/pocillo. Las placas se
incubaron durante varios minutos (max 30 min) a 37 °C para permitir el desarrollo del color antes de detener la
reaccion por adicién de NaOH 3M. La intensidad del color se determiné a 405 nm usando un lector de microplacas
(Biorad, modelo 550).

Resultados

En varios experimentos independientes se descubrié que ch5D12 (PG100) y PG102 (variante 129L) diluidos en serie
se unian de forma comparable a CD40-Fc inmovilizado (Figura 14), mientras que el anticuerpo de control anti-CD86
no presentaba unién apreciable con CD40-Fc. Las concentraciones de unién semimaximas calculadas para todos
los experimentos se resumen en la Tabla 13. No se observaron diferencias significativas en la concentracion de
unién semimaxima para ninguno de los lotes de anticuerpos anti-CD40 evaluados.

Ejemplo 7
Unién de ch5D12 (PG100) y PG102 con huCD40 expresado en células JY determinada por FACS
Materiales y procedimientos

Las células JY que expresaban CD40 se lavaron con tampén de FACS (1x PBS, BSA 1 % y azida sédica 0,05 %). El
sobrenadante se descarté y las células JY se resuspendieron en tampén de FACS hasta una concentracién de 2x10°
células/ml. A continuacion, se afadieron 50 pl de la suspension de células JY a 50 ul de cada uno de los anticuerpos
de ensayo (ch5D12 (PG100), PG102, y anticuerpo quimérico de control negativo anti-huCD86 chFUN-1) preparados
en el intervalo de concentracion 0-900 ng/ml y se incubaron durante 40 min a 4 °C. Las células se lavaron con 4 ml
de tampo6n de FACS/tubo y se descart6 el sobrenadante. Los sedimentos celulares se resuspendieron en 100 pl de
IgG-FITC de cabra antihumano (Jackson Immunoresearch Labs. Nimero de catalogo 109-095-127) diluido 1:100 en
tampdn de FACS y se incubaron durante 30 min a 4 °C. Las células se lavaron con 4 ml de tampon de FACS y se
descart6 el sobrenadante. El sedimento se resuspendié en 200 pl de tamp6n de FACS y el anticuerpo unido se midié
usando un citémetro de flujo FACScan (Becton Dickinson),

Resultados

Todos los lotes ensayados de ch5D12 (PG100) y PG102 mostraron caracteristicas similares de unién con CD40
expresado en células JY (Figura 15) con concentraciones de uniéon de anticuerpos semimaximas comparables
(Tabla 14). chFUN-1 también se unié a células JY, aunque con intensidad de fluorescencia media (IFM) menor que
ch5D12 (PG100) y PG102. Esto se debe a que las células JY también expresan CD86 humano.

Andlisis

Las caracteristicas de unién a CD40 de diversos lotes de PG102 (variante 129L) y ch5D12 (PG100) se han
determinado usando ensayos celulares in vitro y basados en ELISA. La uniéon de PG102 y ch5D12 (PG100) con
células JY que expresaban CD40 se inhibié con la misma potencia por el mAb anti-idiotipo 173-36-1. Por lo tanto, el
intervalo de valores de -log CI50 medios calculados para los lotes de PG102 y CH5D12 (PG100) fue de 5,51 a 6,11
(n=8) y 5,43 a 6,04 (n=10), respectivamente (p>0,05). El anticuerpo 173-36-1 se dirige contra las regiones variables
del precursor de ch5D12 (PG100), mAb murino 5D12 y no inhibié la inhibié la unién de un anticuerpo de control de
isotipo anti-CD86. En experimentos adicionales, la concentracion de union semimaxima de PG102 y ch5D12
(PG100) se determind por analisis de ELISA de union de anticuerpos con CD40-Fc humano, y por analisis de FACS
de la unién con células JY. En ensayos de ELISA no hubo diferencias significativas entre la concentracion de union
semimaxima de PG102 y ch5D12 (PG100) para ningun lote ensayado. Por ejemplo, la media calculada de las
concentraciones de unién semimaximas -logaritmicas para los lotes de PG102 y ch5D12 (PG100) fueron 7,47 + 0,04
y 7,54 £ 0,03, respectivamente (P>0,05, ambos n=4), correspondientes a aproximadamente 30 ng/ml. Se observaron
concentraciones de unidon semimaximas similares en experimentos de FACS de la union de PG102 y ch5D12
(PG100) con CD40 expresado en células JY. Estos resultados indican que PG102 y ch5D12 (PG100) comparten el
mismo paratopo de unién a CD40, como se demuestra por las caracteristicas de potencia comparables del
anticuerpo anti-idiotipo para la inhibiciéon de la union de PG102 y ch5D12 (PG100) con CD40. Ademas, ambos
anticuerpos presentan potencias in vitro similares para la uniéon con CD40 humano en ELISA y ensayos basados en
células. Juntos, los datos presentados sugieren que las propiedades de uniéon de PG102 y ch5D12 (PG100) con
CD40 son las mismas.
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Ejemplo 8

Inhibicién competitiva de la union de ch5D12 (PG100)-PE y PG102-PE con células JY que expresan CD40 humano
usando anticuerpo anti-CD40 no marcado

Materiales y procedimientos

Se cultivaron células JY (linea celular linfoblastoide B humana transformada por virus de Epstein-Barr) en Medio de
Dulbecco Modificado por Iscove (IMDM) que contenia suero de ternero fetal inactivado por calor al 10 % (FCS), L-
glutamina 2 mM y gentamicina 50 ug/ml en una atmosfera de aire humidificado que contenia COz al 5 %, a 37 °C.
Las células se recogieron el dia de las mediciones citométricas de flujo. Se usaron anticuerpos ch5D12 (PG100)
(Lote 4) y PG102 (Lote 2) no marcados en estos experimentos. Ambos anticuerpos se usaron también en forma
marcada con PE para determinacion directa de la unién con células JY por citometria de flujo. Los anticuerpos se
marcaron a medida con PE por AbD Serotec (Oxford, Reino Unido). Para cada analisis de FACS se usé el siguiente
protocolo. Se recogieron células JY del cultivo celular y se contaron. Posteriormente se incubaron 1 x 10° células JY
que expresaban CD40/200 ul de tampén de incubacion (PBS, BSA 1 %, azida sodica 0,05 %) con anticuerpos
ch5D12 (PG100) o PG102 marcados 1 ug/ml, en presencia de diversa concentracién (0-10 ug/ml) de ch5D12
(PG100) o PG102 competidores no marcados, durante 30 min a 4-8 °C. Las células se lavaron, seguido de analisis
citométrico de flujo en el que se determiné la IFM a cada concentracion usando un citémetro de flujo FACScan
(Becton & Dickinson). Se midieron cinco mil acontecimientos/muestra y se analizaron usando software CellQuest®
(Becton & Dickinson).

Resultados

Los anticuerpos ch5D12 (PG100) y PG102 no marcados presentaron caracteristicas inhibidoras similares en estos
ensayos (Figura 16). Los valores de -log Clsp medios para la inhibicién de la uniéon de ch5D12 (PG100) 1 pg/ml por
ch5D12 (PG100) y PG102 no marcado fueron 7,50 + 0,03 y 7,63 + 0,03, respectivamente (ambos n=4), mientras que
los valores de -log Clso medios para la inhibicion de la union de PG102 1 pg/ml por ch5D12 (PG100) y PG102 no
marcados fueron 7,54 + 0,01 y 7,65 £+ 0,02, respectivamente (ambos n=4). Estos valores de -log Clsy se
corresponden a las concentraciones de PG102 y ch5D12 (PG100) superiores de aproximadamente 20-30 ng/ml (es
decir ~130-200 pM).

Ejemplo 9
Inhibicion de la liberacién de IL-8 de células THP-1
Materiales y procedimientos

La funcionalidad de PG102 se midié usando un bioensayo funcional basado en células. Brevemente, el dia 1, se
cultivaron células humanas THP-1 y Jurkat 39,8/50 en Medio de Dulbecco Modificado por Iscove (IMDM,
BioWhittaker, nimero de catalogo BE 12-722F) complementado con suero bovino fetal al 10 % (Gibco, ref. 10270-
106) y gentamicina 50 ug/ml (Invitrogen, nimero de catalogo 15750-045). Las células THP-1 se sometieron a pulsos
con rhulFN-y a 1000 unidades/ml de cultivo celular.

El dia 3 del bioensayo se requerian células THP-1 y Jurkat 39,8/50 a una concentracion de 4 x 10° células/ml. Se
contaron las células THP-1 y J39,8/50 y se determind su viabilidad. Después las células se diluyeron a una
concentracién de aproximadamente 1 x 10° células/ml, las suspensiones celulares se mezclaron 1:1 y se incubaron
a 37 °C en una atmosfera de CO; al 5 % humidificada durante 48 h.

El dia 3 las células THP-1 y J39,8/50 se lavaron como sigue (en el caso de las células THP-1 la etapa de lavado fue
para retirar el IFN-y): se transfirieron 5 ml de suspensién de células THP-1 y J39,8/50 pulsadas con IFN-y a un tubo
falcon de 50 ml. Se afadieron 40 ml de Solucién Salina Equilibrada de Hank (HBSS) y las células se centrifugaron a
1500 rpm (usando una centrifuga IEC) durante 6 min. El sobrenadante se descart6. El sedimento celular se
resuspendié en IMDM previamente calentado complementado con FCS 10 %. Las células THP-1 y células J39,8/50
se ajustaron a una concentracién de 4 x 10° células/ml.

Para ensayos de inhibicion la muestra de ensayo ch5D12 (PG100) o PG102 (variante 129L) se diluyé en serie en
medio IMDM calentado complementado con suero bovino fetal al 10 % para obtener concentraciones de ensayo
finales en el intervalo de 0 - 160 ng/ml. Las THP-1, J39,8/50 y la muestra o las muestras de ensayo se afiadieron por
triplicado a placas de cultivo celular de fondo redondo (Nunclon™) en el siguiente orden: 50 ul de células THP-1
(equivalentes a 2 x 10* células por pocillo), 50 ul de la muestra de ensayo y 50 pl de células J39,8/50. El volumen
total fue de 150 pl por pocillo. Las placas de cultivo celular se envolvieron en pelicula adherente porosa y se
incubaron a 37 °C en una atmésfera de CO; al 5 % humidificada durante 48 h.

El dia 5, después de un periodo de cultivo de 48 h, se aspiraron 70 ul de sobrenadantes de cultivo celular y se

transfirieron a una placa de microtitulacion de fondo redondo. Los sobrenadantes de cultivo celular recogidos se
ensayaron con respecto al contenido de IL-8 usando un ELISA comercial (Biosource, cytoset de IL-8 humana,
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numero de catalogo CHC1304) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Resultados

PG102 (variante 129L) y ch5D12 (PG100) mostraron efectos inhibidores similares en liberacién de IL-8 suscitada por
células THP-1 (Figura 17), los valores calculados de -log Clso para los dos anticuerpos fueron 8,42 y 8,28,
respectivamente. Estos valores corresponden a concentraciones Clsg de aproximadamente 30 pM.

Ejemplo 10

Un estudio de reactividad cruzada de tejido previo en tejidos humanos y de cynomolgus mostré6 que ch5D12
(PG100) se unia a la superficie celular de linfocitos B y DC en 6rganos linfoides. No se observé reactividad cruzada
inesperada en tejidos humanos o de cynomolgus. Este estudio se repiti6 para PG102 y se obtuvieron resultados
similares (datos no mostrados) lo que indica que ch6D12 (PG100) y PG102 se unen a una diversidad de secciones
tisulares de una manera similar.

También se realizé una evaluacion de seguridad y tolerabilidad previa para ch5D12 en monos cynomolgus, en la que
se mostr6 que la administracién semanal de ch5D12 durante 4 semanas era segura y sin ningun efecto secundario
en todos los monos. En este estudio, se obtuvieron pruebas funcionales de que ch5D12 puede evitar la activacién y
proliferacién de linfocitos B¥. Se repitieron estudios de seguridad para PG102 usando un protocolo mas prolongado.
Brevemente, se disefié un estudio de toxicidad intravenosa de 13 semanas en monos cynomolgus con un periodo de
recuperacion de 14 semanas, usando 3 niveles de dosis (0, 25 y 100 mg/kg i.v.) y 26 monos (6 monos (3M, 3F) por
grupo de tratamiento, mas 4 monos (2M, 2F) como grupos de recuperacion en cada rama de tratamiento activo). Se
realizaron las siguientes mediciones: TK, respuesta anti-PG102, citometria de flujo (incluyendo revestimiento con
CD40 de PBMC), biopsia de ganglios linfaticos y evaluaciones de toxicologia convencional tales como hematologia e
inmunohistoquimica.

Los resultados de este estudio demostraron que no se observa toxicidad para ninguno de los niveles de dosis
ensayados. PG102 era seguro y se toleraba bien.

Colectivamente estos estudios demuestran que el Mab antagonista anti CD40 humano PG102, como su anticuerpo
parental ch5D12 (PG100), no tiene reactividad cruzada inesperada, y es seguro y se tolera bien in vivo.

Tabla 1
Tabla 1. Demografia de linea basal por cohorte
Cohorte Dosis de Sexo M/F | Edad Peso Longitud IMC CDAI CDRIS
ch5D12 media medio media medio medio medio
(mg/kg) (kg) (cm)
1 0,3 1/4 30 57 164 21 301 16 (n=2)
2 1,0 2/3 43 72 169 25 276 14 (n=1)
3 1,0 1/4 34 65 168 23 292 15 (n =5)
4 10,0 3/0 34 70 170 24 331 15 (n = 3)
Total 7111 35 65 167 23 300 15 (n = 11)

IMC, Indice de masa corporal; CDAI, Indice de Actividad de Enfermedad de Crohn; CDEIS, Indice de Gravedad

Endoscoépico de Enfermedad de Crohn.
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Tabla 2
Tabla 2. Reducciones de las puntuaciones del indice de Actividad de Enfermedad de Crohn después de tratamiento
con ch5D12
Sujeto CDAlen la Reduccién de  Reduccion de  Dia de Remision Dia de
exploracién CDAl el dia CDAI maxima (si/no)® remision
28 méaxima® reduccion de
CDAI
Cohorte 1: ch5D12 0,3 mg/kg
001 253 -30 41 7 No -
002 274 57 107 21 No -
003 320 86 129 14 No -
004 392 58 66 7 No -
005 265 117 149 14 Si 14
Media 301 58 98 12,6
Cohorte 2: ch5D12 1 mg/kg
006 232 -43 69 7 No -
007 228 133 175 21 Si 21
008 394 144 172 21 No -
009 288 56 123 21 No -
010° 241 -42 Sin reduccion - No -
Media 277 50 108 14
Cohorte 3: ch5D12 3 mg/kg
011 299 27 27 28 No -
012 308 194 194 28 Si 28
013 280 106 106 28 No -
014 327 -84 147 14 No -
015 249 103 103 28 No -
Media 293 69 115 252
Cohorte 4: ch5D12 10 mg/kg
016 357 -65 109 21 No -
017 358 302 301 28 Si 14
018 280 20 102 21 No -
Media 332 86 171 23,3

# Reduccion maxima de CDAI durante el periodo de observacién de 28 dias después de la infusion de ch5D12,
® La remisién se definié como una mutacion de CDAI total de < 150 y una reduccion de > 100.
¢ Todos los sujetos mostraron una reduccién de su puntuacién CDAI excepto para el sujeto 010 (cohorte de 1,0

mg/kg). Este sujeto tuvo una puntuacién de exploracién de 241,4 y la puntuacion de CDAI nunca bajo por debajo
del valor obtenido en la exploracion.

CDAI. indice de Actividad de Enfermedad de Crohn.
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Tabla 3
Tabla 3. Puntuacién inmunohistoquimica®
CD3 CD4 CD8 CD19 CD68
IDdel Cohorte Origen 0 28 0 28 0 28 0 28 0 28
sujeto (mg/kg) dela
muestra
001 0,3 lleon ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++
Colon ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
005 0,3 fleon NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Colon ++ + ++ + ++ + ++ + ++ +
009 1,0 fleon ++ + ++ + ++ + ++ + ++ +
Colon + + + + + + + + + +
011 3,0 fleon ++ + ++ + ++ + + + ++ +
Colon + + + + + + + + + +
012 3,0 fleon ++ + ++ + ++ + ++ + ++ +
Colon ++ + ++ + ++ + ++ + ++ +
013 3,0 fleon ++ + ++ + ++ + ++ + ++ +
Colon + + + + + + ++ + + +
014 3,0 fleon ++ + ++ + ++ + ++ + ++ +
Colon + + + + + + + + + +
015 3,0 fleon NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM
Colon + + + + + + + + + +
016 10 fleon + + + + + + + + + +
Colon + + + + + + + + + +
017 10 fleon + + + + + + + + + +
Colon + + + + + + + + + +
018 10 fleon + + + + + + + + + +
Colon ++ + ++ + ++ + ++ + ++ +

Resultados de linfocitos. 0 = exploracién. 28 = dia 28.

NM. No hay muestra

& Todas las biopsias disponibles se tifieron con anticuerpos que reconocian todos los linfocitos T (CD3), linfocitos T
auxiliares (CD4), linfocitos T citotoxicos (CD8), linfocitos B (CD19) y macréfagos (CD68). El valor para CD3*, CD4",
CD8", CD19", CD68" tanto para ileon como para colon del tejido no inflamado es positivo sencillo (+).
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Tabla 4
cebador secuencia 5’- 3’
Q5E ctcccaggttaagcettgaggagtctggacctgg
Q5Einv ccaggtccagactcctcaagcttaacctgggag
K13A gacctggcctggtggcaccctcagagaccce
K13Ainv gggtctctgagggtgccaccaggecaggtc
E16Q cctggtgaaaccctcacagaccctgtccatcac
E16Qinv gtgatggacagggtctgtgagggtttcaccagg
T17S gtgaaaccctcagagagcctgtccatcacatge
T17Sinv gcatgtgatggacaggctcictgagggtticac
129L gcactgtctctgggttctcactctccagatatagtgtatac
129Linv gtatacactatatctggagagtgagaacccagagacagtgc
137V gatatagtgtatactgggttcgccagcctccagg
137Vinv cctggaggctggcgaacccagtatacactatatc
P45L cctccaggaaagggtctggagtggatgggaatg
P45Linv cattcccatccactccagaccctticctggagg
M48L gggtccggagtggetgggaatgatgtg
M48Linv cacatcattcccagcecactccggaccce

STS60NSA  gtggtggticcacagactataattcagctctcaaatccagactgacc
STS60NSAinv ggtcagtctggatttgagagcetgaattatagtctgtggaaccaccac

T68S ctcaaatccagactgagcatcagcaaggacacc
T68Sinv gotgtccttgetgatgetcagtetggatitgag

S79F cacctcgaagagccaggtcttcttaaaaatgaacagtctge
S79Finv gcagactgttcatttttaagaagacctggctcticgaggtg
T108S gggtcaaggaacctcggtcaccgtctc

T108Sinv gagacggtgaccgaggttccttgacce

Oligonucleétidos mutagénicos. Oligonucleétidos usados para introducir las mutaciones en la posicion de aminoacido
5,13, 16, 17, 29, 37, 45, 48, 60, 68, 79 y 108. Para cada posicidon es necesario un oligonucleétido sentido y uno
5 antisentido (“inv”).

Tabla 5
FACS ELISA Relacion

variante IFM ng/ml

Q5E 39 444 20

K13A 31 267 12

E16Q 39 420 19

T17S 33 482 22

129L 108 1331 -
137V 96 1175

P45L 82 566 26

M48L 8 525 24
STS60NSA 62 308 14

T68S 35 295 13

S79F 96 869 40
T108S 99 648 30

CH5D12 103 2187

DI5D12 50 392 18

simulado 11 n.d.
blanco 10 n.d

Vision del conjunto de los datos de expresion como se miden por FACS y ELISA cuantitativo. Para cada variante
5D12 (Q5E, K13A, E16Q, T17S, 129L, 137V, P45L, M48L, STS60NSA, T68S, S79F y T108S) junto con ch5D12y

10 DI5D12 se muestra el valor de IFM (como se determina por FACS) y la concentracién de anticuerpo en el
sobrenadante recogido (como se determina por ELISA). También se muestran valores de IFM para transfeccion
simulada y control de medio. La relacion se calcula usando los datos de ELISA en comparacion con el valor de
ch5D12 (indicado como el 100 %).
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Tabla 6: oligonucleétidos mutagénicos. Oligonucledtidos usados para introducir las mutaciones en las posiciones de
aminoacidos 29 y 37. Se enumeran los oligonucleétidos sentido y antisentido (inv).

Cebador
129V
129Vinv
129L
129Linv
137L
I137Linv
137V
I137Vinv

secuencia 5°-3’
gcactgtctctgggttctcagtctctagatatagtgtatac
gtatacactatatctagagactgagaacccagagacagtgc
gcactgtctctgggttctcactctccagatatagtgtatac
gtatacactatatctggagagtgagaacccagagacagtgc
gatatagtgtatactggctgcgecagectcecagg
cctggaggctggcegeagcecagtatacactatatc
gatatagtgtatactgggttcgccagcctccagg
cctggaggcetggcgaacccagtatacactatatc

Tabla 7: la creacion de dobles mutantes requirié 2 ciclos de mutagénesis. A continuacion se enumera qué conjuntos
de cebadores se usaron en la etapa 1 y etapa 2 respectivamente para llegar a las variantes DI5D12 adicionales.

Mutante Etapa 1 Etapa 2
PG102 [29L-37I (LI)] 129L+I29Linv n.d.

291-37V (IV) I37V+I37Vinv n.d.

29V-371 (VI) 129V +129Vinv n.d.

291-37L (IL) I37L+137Linv n.d.

29V-37V (VV) 129V +129Vinv I37V+I37Vinv
29L-37L (LL) 129L+I29Linv I37L+I37Linv
29V-37L (VL) 129V +129Vinv I37L+I37Linv
29L-37V (LV) 129L+129Linv I37V+137Vinv

Tabla 8: Datos de expresion como se miden por ELISA cuantitativo. Para cada variante de 5D12 adicional (291-37V,
29V-371, 291-37L, 29V-37V, 29L-37L, 29V-37L y 29L-37V), junto con ch5D12 (PG100), DI5D12 y PG102 (variante
129L), se muestra la concentracion de anticuerpos en el sobrenadante recogido.

variante nombre ELISA (ng/ml)
29L-37V ch5D12 (PG100) 2846
291-37I DI5D12 587
29L-37I PG102 2226
291-37V 1728
29V-37I 928
291-37L 729
29V-37V 2027
29L-37L 1115
29V-37L 891
29L-37V 4263
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Tabla 9: Resumen de datos de crecimiento y productividad de lineas celulares CHO en cultivos de matraz de
agitacion semicontinuos CDACF

ID de cultivo Concentracién | Integral con | Concentracion | Tasa de | Tasa de
celular viable | respecto  al | del producto | produccién produccion
maxima 10° | tiempo de la | en la recogida | especifica (g | especifica (qp
células/ml concentracion | mg/l recogida) global)

de  células mg/10° mg/10°
viables  10° células/h células/h

células, h/l

L107 (DC1) 9,66 2201 1674 0,76 0,78
L25 (DC2) 11,06 2610 1258 0,48 0,48
M95 (DC3) 9,58 2146 1173 0,55 0,58
L52 13,45 2989 1001 0,33 0,34
L73 5,95 1325 936 0,71 0,77
L45 10,48 2096 915 0,44 0,45
J3 9,20 2012 888 0,44 0,48
J4 11,02 2037 871 0,43 0,45
L97 7,55 1821 819 0,45 0,53
M92 7,82 1665 807 0,48 0,53
M59 14,65 3270 792 0,24 0,24
L102 6,20 1282 733 0,57 0,60
M58 8,78 1970 662 0,34 0,39
G20 5,73 1391 658 0,47 0,52
L6e5 3,74 878 651 0,74 0,90
L56 8,52 1728 546 0,32 0,30
M63 10,79 2465 444 0,18 0,18
G7 9,87 2058 376 0,18 0,20
G11 5,04 1145 310 0,27 0,30
L1 5,78 1163 263 0,23 0,21
M15 11,23 2654 121 0,05 0,04
M54 9,95 2278 276 0,12 0,15
M56 11,56 2347 27 0,01 0,01
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Tabla 10: Andlisis de GP-HPLC (incluyendo LMWC)

Area Maxima Relativa ( %)
Numero de Muestra | ID del Cultivo
Agregado Total| Monomero Fragmento LMwWC
1 L107 0,62 84,8 ND 14,58
2 L25 0,65 76,5 ND 22,88
3 M95 0,74 84,7 ND 14,60
4 L52 0,94 72,0 ND 27,07
5 L73 1,48 87,9 ND 10,63
6 J3 1,01 92,5 ND 6,48
7 J4 1,68 73,4 0,04 24,91
8 L97 1,66 84,4 ND 13,92
9 M92 1,18 89,4 ND 9,42
ND = No Detectado

Tabla 11: Analisis de GP-HPLC (solamente productos de IgG)

Area Maxima Relativa ( %) sin LMWC
Numero de Muestra ID del Cultivo
Agregado Total Monomero Fragmento
1 L107 0,72 99,3 ND
2 L25 0,84 99,2 ND
3 M95 0,87 99,1 ND
4 L52 1,28 98,7 ND
5 L73 1,66 98,3 ND
6 J3 1,08 98,9 ND
7 J4 2,24 97,7 0,05
8 L97 1,93 98,1 ND
9 M92 1,30 98,7 ND
10 M59 1,79 98,2 ND

ND = No Detectado
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Tabla 12: Resumen de los valores -log CI50 calculados para la inhibicion mediada por anti-idiotipo de la unién de
ch5D12 (PG100) y PG102 con células JY. Los datos indican la media + e.t. de la media de n determinaciones. No
hubo diferencias significativas en la potencia inhibidora del anti-idiotipo con ninguno de los lotes de anticuerpos
ensayados (p>0,05, ANOVA seguido de ensayo de Tukey para comparaciones mdltiples).

mAb Anti-CD40 (lote) -log CI50 n

ch5D12 (PG100) (Lote 1) 5,74 0,14 4

ch5D12 (PG100) (Lote 2) 5,64 £ 0,01 2

ch5D12 (PG100) (Lote 3) 5,55+ 0,06 2

ch5D12 (PG100) (Lote 4) 5,63 + 0,02 2

PG102 (Lote 1) 5,85+0,12 4

PG102 (Lote 2) 5,76 £ 0,11 4

5
Tabla 13: Resumen de los valores de concentracién de unién semi-maximos -log calculados para la unién de
ch5D12 (PG100) y PG102 con CD40-Fc humano, como se determina por ELISA. Los datos indican la media £ e.t. de
la media de n determinaciones. No hubo diferencias significativas en la unién de ningun lote de anticuerpo ensayado
(p>0,05, ANOVA seguido de ensayo de Tukey para comparaciones multiples). Para referencia, una concentraciéon de
10 unién semi-maxima -log de 7,45 se corresponde con una concentracion de 35 ng/ml (~ 200 pmol).
mAb Anti-CD40 (lote) Concentracion de union semi- n
maxima -log

ch5D12 (PG100) (Lote 1) 7,54 0,03 4

ch5D12 (PG100) (Lote 2) 7,53 £ 0,02 2

ch5D12 (PG100) (Lote 3) 7,48 £0,10 2

ch5D12 (PG100) (Lote 4) 7,37 £0,10 2

PG102 (Lote 1) 7,45 10,04 4

PG102 (Lote 2) 7,47 £ 0,04 4
Tabla 14: Resumen de los valores de concentracion de union semi-méaxima -log calculados para la unién de ch5D12
(PG100) y PG102 con células JY que expresan CD40 humano, como se determina por ELISA. Los datos indican la
media de determinaciones por duplicado. Para referencia, una concentracion de unién semi-maxima -log de 7,45 se

15 corresponde con una concentraciéon de 35 ng/ml (~ 200 pmol).
mAb Anti-CD40 (lote) Concentracion de union semi- n
maxima -log

ch5D12 (PG100) (Lote 1) 7,26 2

ch5D12 (PG100) (Lote 2) 7,34 2

ch5D12 (PG100) (Lote 3) 7,49 2

ch5D12 (PG100) (Lote 4) 7,59 2

PG102 (Lote 1) 7,44 2

PG102 (Lote 2) 7,48 2
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-CD40 que comprende una regién variable de cadena ligera y una regién variable de cadena
pesada, comprendiendo dicha region variable de cadena pesada una secuencia de aminoacidos

1 11 21 31

| | | I
QVKLQ ESGPG LVKPS ETLSI TCTVS GFSX:S RYSVY WXsRQP

41 51 61 Tl

I I | |
PGKGX3; EWX.GM MWGGG STDYS TSLKS RLTIS KDTSK

81 91 101 111

| l | |
SQVXsL KMNSL RTDDT AMYYC VRTDG DYWGQ GTTVT VSS

5 en la que:

XieslyXses'V;
XiesLyXzesl;
XiesVyXzoesV;
XiesLyXseslL;o

10 XiesLyXzesV;y
XsesG, A V,LLILP,F,M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K, RoH;
Xses G, AV, L, LP,F,M,W,C,N,Q,S, T,Y,D,E,K,RoH;y
Xses G, A V,L,I,P,F, M, W, C N, Q, S, T,Y, D, E, K, Ro H; y comprendiendo dicho dominio variable de
cadena ligera una secuencia de aminoacidos
1 i1 21 31

| | I I
ELQLT QSPLS LPVX;L GX:XsAS ISCRS SQSLXs NSNGN TYLHW

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

81 91 101 111

I ! | I
SRVEA EDX1oGV YX1:CSQ STHVP WIFGG GTKLE IKR

en la que:

Q
E,
20 Xses N, Q,
A
A
Q
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2. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que:
Xses G, AV, L I, P, F, M
Xses G, A, V,L,I,P,F,M; y
Xses G, A, V,L,I,P,F,M,W,C,N,Q,S, To.

3. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en el que:
Xses G, A V,L, P, F, M;
Xses G, AV, L, loM;y
XsesP,F,W,N,Q,S, ToY.

4. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que:
XiesL;
Xoesl;
Xz es P;
XsesM;y X5es S.

5. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que:
Xz es P;
Xses M;y
Xs es F 0 Xs es S, preferentemente S.

6. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que:
XiesL;XoesV; XzesL; XsesLy XsesF.

7. Un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que comprende una region constante de
un anticuerpo humano, preferentemente una region constante de IgG.

8. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que dicha regién constante es una regién que es deficiente
en la activacién del complemento, preferentemente region constante de IgGs humana o una regiéon constante de
IgG+ humana mutada.

9. Un &cido nucleico que codifica un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8.

10. Una célula que comprende un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 y/o un &cido
nucleico de acuerdo con la reivindicacion 9.

11. Un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 siendo el anticuerpo un anticuerpo
monoclonal anti-CD40 humano antagonista.

12. Un anticuerpo monoclonal antagonista anti-CD40 humano de acuerdo con la reivindicacién 11 estando el
anticuerpo desinmunizado.

13. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicaciéon 12 en el que
XeesToS, X7esDoQ,XsesQoP,XoesVoA XipesVoLyXi1esFo.
14. Un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12-13, en el que:
Xees T, X7esQ, Xges P, Xges A, Xijpes Vy Xiies Y.
15. Un &cido nucleico que codifica un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12-14.

16. Una célula que comprende un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12-14 o un
acido nucleico de acuerdo con las reivindicaciones 9 o 15.

17. Una célula de acuerdo con la reivindicaciéon 16, que produce dicho anticuerpo.

18. Una célula de acuerdo con la reivindicacion 10, 16 o 17, que es una célula de hibridoma, una célula de ovario de
hamster chino, una célula NSO o una célula PER-C6™.

19. Un cultivo celular que comprende una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16-18.

20. Un procedimiento para producir un anticuerpo que comprende cultivar una célula de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 10, 16-18 y recoger dicho anticuerpo de dicho cultivo.

49



10

15

20

25

ES 2406 163 T3

21. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8, 11-13, un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 9 o 15 y/o una célula de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 10 0 16-18.

22. Un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, 11-14, un acido nucleico de acuerdo
con la reivindicacién 9 o 15 y/o una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 o 16-18 para su
uso como un medicamento.

283. Uso de un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, 11-14, un &cido nucleico de
acuerdo con la reivindicacion 9 o 15 y/o una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 0 16-18
para la fabricacion de un medicamento para aliviar un sintoma de un trastorno autoinmune y/o un trastorno
inflamatorio y/o para reducir el rechazo de trasplantes y/o para el tratamiento de canceres positivos para CD40.

24. Uso de acuerdo con la reivindicacién 23 en el que dicho trastorno autoinmune y/o uno inflamatorio se selecciona
del grupo de artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, esclerosis multiple, psoriasis, penfigoide ampollar y
dermatitis atopica.

25. Uso de acuerdo con la reivindicacion 23, en el que dicho trastorno autoinmune y/o uno inflamatorio comprende
enfermedad inflamatoria del intestino.

26. Uso de acuerdo con la reivindicacion 23, en el que dicha enfermedad inflamatoria del intestino comprende colitis
ulcerosa (UC) o enfermedad de Crohn (CD).

27. Un procedimiento para seleccionar un anticuerpo antagonista anti-CD40 humano que comprende generar un
primera linea celular que produce un anticuerpo antagonista anti-CD40 original y determinar la cantidad de
anticuerpo original que produce dicha primera linea celular, comprendiendo dicho anticuerpo original la secuencia de
aminodcidos de cadena ligera

1 11 21 31

| I I I
ELQLT QSPLSLPVTL G Q P AS ISCRS SQSL A NSNGN TYLHW

41 51 61 71

| | I I
YLQRP GQSPR LLIYK VSNRF SGVPD RFSGS GSGTD FTLKI

81 91 101 111

| I | |
SRVEA EDV GVYY CSQ STHVP WIFGG GTKLE IKR :

y la secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena pesada

1 11 21 31

I | | I
QVELQ ESGPG LVKPS ETLSI TCTVS GFSX.S RYSVY WX:RQP

41 b1 61 71

I I I I
PGKGP EWMGM MWGGG STDYS TSLKS RLTIS KDTSK

81 91 101 111

I I I I
SQVSL KMNSL RTDDT AMYYC VRTDG DYWGQ GTTVT VSS
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en la que Xy y Xz se seleccionan por pares del grupo que consisteen X1 =ly Xo=V; Xi =Ly Xo=1; X1 =Vy Xo=V;
X1 =LyX2=L;OX1=LyX2=V,

comprendiendo dicho procedimiento ademas

generar al menos una linea celular adicional que produzca una variante de dicho anticuerpo original en la que dicho
anticuerpo variante es un anticuerpo original modificado que comprende una insercion, delecion, inversién y/o
sustitucion de entre aproximadamente 1 y 5 aminoacidos en comparaciéon con dicho anticuerpo original, en la que
dicha modificacion no consiste en una modificacién de los aminodcidos en la posicién o las posiciones identificadas
por X1 y Xz, y determinar la cantidad de anticuerpo variante que produce dicha al menos una linea celular adicional,
comprendiendo ademas dicho procedimiento seleccionar un anticuerpo variante que se produjo en una cantidad que
era al menos el 50 % de la cantidad del anticuerpo original.

28. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 27, en el que dicha insercion, delecién, inversion y/o
sustitucion de entre aproximadamente 1 y 5 aminoacidos es en dicha secuencia de aminoacidos de cadena pesada
o dicha secuencia de aminodcidos de cadena ligera en comparacion con la secuencia de aminoacidos de cadena
correspondiente en dicho anticuerpo original.

29. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 28, en el que dicha insercion, delecidn, inversion y/o
sustitucion de entre aproximadamente 1 y 5 aminoacidos es en dicha secuencia de aminoacidos de cadena pesada
en comparacién con dicha secuencia de cadena pesada de dicho anticuerpo original.

30. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 27-29, que comprende ademas generar
una linea celular productora de anticuerpos que produzca dicho anticuerpo seleccionado.

31. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 30, que comprende ademas recoger dicho anticuerpo
seleccionado.
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Figura 6
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Figura 7

12 variantes DI5D12VH

1. QSE 1
2 K13A 1
3. E16Q 1
1 T178 1
5. 129L 1
6. I37V 1
7. P45SL 1
8. M4BL 1
9. STSGONSA. 1
10. T68% 1
10 S79F 1
12. T108S 1
CH5D12 1
DI5SD12 1
1 Q58 61
2. K13A 61
3. E16Q 61
4, T17S 61
5, I129L 61
6. 137V 61
7. P4SL 61
8. M48L 61
9. STS60NSA 61
10, ‘T68S 61
I, S879F 61
12, T108S 61

CH5D12 61
DI5D12 61
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Figura 8 Datos de FACS
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Figura 9: Variante V-L-l de DI5D12VH
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Figure 10: Distribucion de la productividad de anticuerpos para lineas celulares GS-CHO que

Numero de lineas celulares

producen el anticuerpo PG102 y cultivos de placas de 24 pocillos con "crecimiento
excesivo"

25

0-25 26-50 51-75 76-100 100-125
Concentracion del producto (mg/l)
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Figura 11: Perfiles de crecimiento y acumulacion de anticuerpos para las lineas celulares L107 (DC1; panel
superior), L25 (DC2; panel medio) y M95 (DC3; panel inferior) en cultivo en matraz de agitacion semicontinuo
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Figura 12: Comparacion de la union de PG102 (rojo) y PG100 (azul) a 10 pg/ml con CD40 inmovilizado a 3

niveles diferentes
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Figura 13 Inhibicion de la unién de mAb de CD40 con células JY que expresan CD40 humano por el anti-idiotipo
mAb 173-36-1. Los mAb anti-CD40 se ensayaron a una concentracion de 1 ug/ml. Los datos indican la media * e.t.
de la media de 4 determinaciones separadas para cada anticuerpo.
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Figura 14: ELISA de CD40-Fc. Unién relacionada con la concentracion de PG100 y PG102 con CD40-Fc humano.
Las placas se revistieron durante una noche con 250 ng/ml de CD40-Fc humano. El mAb, de control de isotipo
chFUN-1, se dirige contra CD86 humano. Los datos indican la media * e.t. de la media (todos n = 3).
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Figura 15: Cuantificacién por FACS de la unién de mAb anti-CD40 con células JY; PG10D y PG102 presentaron
concentraciones de unién semimaximas comparables. El mAb anti-CD86, chFUN-1, también mostré unién con
células JY en estos experimentos debido a la expresion en superficie de CD86 humano por esta linea celular. Los
datos indican la media de determinaciones por duplicado para cada anticuerpo.
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A) Inhibicién de la unién de PG100
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Figura 16. Inhibicién de la unién de PG100PE y PG102PE con células JY por anticuerpos de PG100 y PG102 no
marcados. Se incubaron PG100 (A) y PG102 (B) marcados a 1 ug/ml en presencia de una concentracion creciente
de anticuerpo no marcado competidor. La unién de anticuerpo marcado se determind como intensidad de
fluorescencia media (IFM) por citometria de flujo. La IFM para la union de PG100PE y PG102PE fue de 369
unidades de fluorescencia (A) y 305 unidades de fluorescencia (B), respectivamente. Los datos indican la media +
e.t. de la media de 4 experimentos separados.
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Figura 17: Inhibicion de liberacion de IL-8 por células THP-1 después de cocultivo con células Jurkat
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Figura 18
Secuencia proteica de cadena pesada y ligera de PG102

Las secuencias sefial estan subrayadas, las regiones variables en negrita.

Cadena pesada:

MSVPTQVLGLLLLWLTDARCRLQLTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLANSNGNTYLHWYLQRP
GRSPRLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLRI SRVEAEDVGVYYCSQSTHVPRTFGGGTELE
IFKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALGSGNSQE SVTEQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

Cadena ligera:

MEWSWVFLFFLSVITGVHSQVELOESGPGLVEPSETLS I TCTVSGRSLSRYSVINIRQPPGRGPE
mmmwescsmrs'rsz.xsnmzsmrsxsqumsmmnmmmnm@qswvw
S_L__SSWTVPS_SS_LGTKT.YTCNVDHKPSNTKVDKRVES KYGPPC PSCPAP.EFLGG PSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTY RVVSVLTVLHQDW
LNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKT I SKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIA

- VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SLGK
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Secuencias de ADN que codifican las cadenas pesada y ligera de PG102

Las secuencias sefial se indican subrayadas, las regiones variables en negrita y los codones de parada en
minudscula.

Cadena pesada:

ATAGTGGAGCCCTGACATCTGGAGTGCACACATTTCCAGCTGTGCTGCAGTCTAGCGGRCTGTAT-
TCTCTGTCCAGCGTGETGACAGTGCCATCTTCTTCTCTGGGCACCAAGACCTACACATGTAACGT
GGACCACAAGCCATCTARCACCARGGTGGACARGAGAGTGGAGTCTAAGTACGGACCACCATGES
CATCTTGTCCAGCTCCAGAGTTTCTGGGAGGACCTAGCGTGTTTCTGTTCCCCCCARAGCCARAG
GATACCCTGATGATCTCTAGAACCCCAGAGGTCACATGTGTGGTGETGEATGTGTCTCAGGAGGA
TCCAGAGGTCCAGTTTAACTGGTACGTGGATGGAGTEGAGGTGCACARCGCTAAGACAAAGCCAA
GAGAGGAGCAGTTCAACAGCACATACAGAGTGETGTCTGTGCTCACAGTGCTGCATCAGGATTGE
CTGAACGGCAAGGRATACARGTGTARGGTCTCCAACAAGGGCCTGCCATCTTCTATCEAGAARAC
CATCTCTRRGGCTARGGGACAGCCARGGGAGCCACAGGTGTACACACTGCCACCATCTCARGAGE
AGATGACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACATGCCTGGTGARGGGATTCTACCCATCTGATATCGCT
GTGGAGTGGGAGTCTAATGGACAGCCCCAGAACARCTACARGACCACACCACCAGTGCTGGATTC
TGACGGCTCTTTCT TCCTGTACAGCAGACTGACAGTGGACARGTCTAGATGECAGGAGGGAARCG
TCTTTAGCTETAGCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCTCTGTCTCTG
AGTCTGGGAAAAtgatag

Cadena ligera:

ATGTCTGTGCCAACACAGGTGCTGGGACTGCTGCTGCTGTGGCTGACAGATGCTAGATGTGAGCT
GCAGCTGACACAGTCTCCACTGTCTCTGCCAGTGACACTGGGACAGCCAGCTAGCATCAGCTGTA
GAAGCTCTCAGTCTCTGGCCAACTCTAACGGCARCACATACCTGCATTGGTATCTGCAGAGACCA
GGACAGTCTCCARGACTGCTGATCTACAAGGTGTCCAACAGAT TCTCTGGAGTGCCAGACAGATT
TTCTGGCTCTGGCTCTGGAACAGACT TCACCCTGAAGATCTCTAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGE
GAGTGTACTACTGCTCTCAGTCTACACATGTGCCATGGACATTCGGAGGAGGAACAAAGCTGGAG
ATCAAGAGAACAGTGGCTGCCCCATCTGTGTTTATCTTCCCCCCATCTGATGAGCAGCTGAAGTC
TGGAACAGCTTCTGTGGTGTGTCTGCTGAACAACTTCTACCCAAGGGAGGCTAAGGTGCAGTGGA
AGGTGGACAATGCTCTGCAGTCTGGAAACTCTCAGGAGT CTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGAC
TCTACCTACTCTCTGAGCAGCACACTGACACTGTCTAAGGCCGACTACGAGAAGCATARGGTGTA
CGCCTGTGAGGTGACACATCAGGGACTGTCTAGCCCAGTGACCAAGTCTTTCAACAGAGGCGAGT
GCtgatag
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