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DESCRIPCIÓN 
 

Anticuerpos anti-CD40 y usos de los mismos 
 
Campo técnico de la invención 5 
 
La pr esente i nvención se r efiere en general al c ampo de  l a i nmunización, y más particularmente, a n uevos 
anticuerpos anti-CD40 y vacunas basadas en anticuerpos anti-CD40. 
 
Antecedentes de la técnica 10 
 
Sin limitar el alcance de la invención, su antecedente se describe en conexión con presentación de antígenos. Un 
ejemplo de vacunas y métodos para presentación de antígenos se enseña en el documento de Patente de Estados 
Unidos n.º 7.118.751, expedida por Ledbetter, et al., para vacunas de ADN que codifican un antígeno en el extremo 
amino-terminal unido a un dominio en el extremo carboxi-terminal que se une a CD40. En resumen, se enseña que 15 
algunas vacunas que di rigen uno o más antígenos a un receptor de superficie celular para aumentar la respuesta 
inmunológica humoral y celular específica del antígeno. El antígeno o antígenos unidos a un dominio que se une a 
un r eceptor d e s uperficie c elular es tán i nternalizados, portando an tígeno o an tígenos en un c ompartimento 
intracelular en el  q ue el  a ntígeno o a ntígenos s e digieren en pép tidos y  s e c argan e n m oléculas de MHC. Los 
linfocitos T específicos para los antígenos peptídicos se activan, lo que conduce a un aumento de la respuesta 20 
inmunológica. La vacuna puede comprender antígeno o an tígenos unidos a un do minio que s e une al menos a un  
receptor o un antígeno o antígenos que codifican plásmidos de ADN unidos a un dominio que se une al menos a un 
receptor. Una realización preferente de la invención dirige el antígeno env del VIH-1 al receptor CD40, dando como 
resultado el suministro de antígeno a células positivas para CD40, y activación selectiva del receptor de CD40 en 
células que presentan antígenos de env del VIH-1 a linfocitos T. 25 
 
Otro ejemplo se encuentra en la solicitud de Patente de Estados Unidos n.º 20080254026, presentada por Li, et al., 
para ant icuerpos m onoclonales anti-CD40 antagonistas y m étodos p ara s u u so. En r esumen, s e des velan 
composiciones y m étodos para su u so en terapia para t ratar enf ermedades mediadas por  e stimulación d e l a 
señalización de CD40 en células que expresan CD40. Los métodos comprenden administrar una c antidad 30 
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-CD40 antagonista o fragmento de unión a antígeno del mismo a un 
paciente con necesidad del mismo. El anticuerpo anti-CD40 antagonista o fragmento de unión a antígeno del mismo 
está libre de actividad agonista significativa, representa actividad antagonista cuando el anticuerpo se une a un 
antígeno CD40 en una c élula que ex presa CD40 humano. La ac tividad ant agonista del anticuerpo anti-CD40 o  
fragmento de u nión a ant ígeno del mismo inhibe de forma beneficiosa la proliferación y/o diferenciación de c élulas 35 
que expresan CD40 humano, tales como linfocitos B.  
 
Además, en la solicitud de Patente de Estados Unidos n.º 20080241139, presentada por Delucia se enseña otro 
ejemplo para una combinación de adyuvante que comprende un agonista de TLR microbiano, un agonista de CD40 
o de  4-1BB, y opcionalmente un ant ígeno y  el  uso del mismo para inducir un aumento s inérgico en la i nmunidad 40 
celular. En resumen, se dice que la presente solicitud enseña combinaciones de adyuvante que comprenden al 
menos un ago nista de TLR microbiano tal como un v irus, bacteria o l evadura completos o parte de l os mismos tal 
como una membrana, esferoplasto, citotoplasto, o fantasma, un agonista de CD40 o de 4-1BB y opcionalmente un 
antígeno en el que l os 3 restos pueden estar separados o pueden comprender el mismo microorganismo o virus 
recombinante se desvelan. También se proporciona el uso de estos adyuvantes inmunitarios para el tratamiento de 45 
diversas enfermedades crónicas tales como cánceres e infección por VIH.  
 
La s olicitud d e P atente de Estados U nidos n.º 20080199471, presentada por Bernett, et al., se r efiere a la 
anticuerpos CD40 optimizados y  m étodos de uso d e l os mismos. En r esumen, s e di ce que l a presente solicitud 
enseña anticuerpos que s e dirigen a CD40, en la que l os anticuerpos comprenden al menos una m odificación con 50 
respecto a un anticuerpo precursor, en los que la modificación altera la afinidad con respecto a un FcyR o altera la 
función efectora en comparación con el anticuerpo precursor. También se desvelan métodos para el uso de los 
anticuerpos de la invención. 
 
La solicitud de Patente de Estados Unidos n.º 20080181915, presentada por Tripp, et al., se refiere a un adyuvante 55 
de ligando de CD40 para virus sincitial respiratorio. En resumen, se dice que la presente solicitud enseña métodos y 
adyuvantes par a aum entar u na r espuesta inmunológica con r especto a l RSV en un hos pedador, en l a que l os 
métodos y adyuvantes comprenden una fuente de una proteína de un ión a CD40. Preferentemente, la proteína de 
unión a CD40 es CD40L y la fuente es un vector que comprende un promotor unido de forma operativa a una región 
codificante de  CD40L. El aumento de la respuesta inmunológica producida por los adyuvantes y métodos de la 60 
presente invención incluyen tanto aumento de l a expresión de c itoquinas Th1 como aumento de l a producción de 
anticuerpos. 
 
El documento WO 2007/130493 desvela una combinación de adyuvante sinérgico de anticuerpo agonista de 
CD40/Interferón de tipo 1, conjugados que contienen los mismos y uso de los mismos como un agente terapéutico 65 
para aumentar la inmunidad celular.  
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El do cumento WO 20 07/051169 desvela el us o d e ag entes d e ex pansión de l infocitos B en l a g eneración d e 
anticuerpos.  
 
El documento US 2004/120948 desvela un anticuerpo monoclonal anti-CD40. 
 5 
Divulgación de la invención 
 
En una realización, la presente invención es un anticuerpo recombinante humanizado o un fragmento de unión a 
antígeno del mismo que se une a C D40, que comprende al menos un dominio variable que tiene una identidad de 
secuencias de un 9 0 % con al menos una región variable de cadena ligera de anticuerpo de l a SEQ ID NO: 7; y al 10 
menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 90 % con una región variable de cadena 
pesada de anticuerpo de la SEQ ID NO: 6 y en el que el anticuerpo tiene las CDR obtenidas a partir del anticuerpo 
anti-CD40_11B6.1C3 que tiene una cadena pesada de SEQ ID NO: 6 y una cadena ligera de SEQ ID NO: 7. En un 
aspecto, el ant icuerpo comprende adi cionalmente una r egión constante de  c adena pe sada, en el  que  l a r egión 
constante de cadena pesada comprende una región constante de cadena pesada humana gamma-1, gamma-2, 15 
gamma-3, o gam ma-4 o una v ariante d e l a r egión c onstante d e c adena p esada humana. En un  as pecto, el 
anticuerpo comprende adi cionalmente una r egión constante de  c adena ligera, en el  q ue la región constante d e 
cadena l igera c omprende una r egión c onstante de cadena l igera hu mana l ambda o kappa. En otro as pecto, el 
fragmento de unión se selecciona entre el grupo que consiste en Fab, Fab’, Fa b’-SH, Fv , s cFv, F(ab’)2, y u n 
diacuerpo. En ot ro aspecto, el anticuerpo comprende la s ecuencia de pol ipéptidos d e la SEQ ID NO: 6, y el 20 
anticuerpo comprende la secuencia de polipéptidos de la SEQ ID NO: 7. En otro aspecto, el anticuerpo se produce 
por un hi bridoma anti-CD40_11B6.1C3 (Presentación en Depósito n.º HS440, n.º de R egistro en l a ATCC _ _). En 
otro aspecto, el anticuerpo solo es capaz de hacer que las células dendríticas secreten al menos uno de IL-6, MIP-
1a, IL-12p40 o TNFalfa sin activación anterior de l as células dendríticas. En un aspecto, el anticuerpo es capaz de 
hacer que las células dendríticas activadas con GM-CSF e Interferón alfa secreten al menos uno de IL-6, MIP-1a, IP-25 
10, IL-10 o IL-12p40. En otro aspecto, el anticuerpo recombinante comprende al menos una identidad de secuencias 
de un 95 %, 99 % o un 100 % con al menos una región variable de cadena ligera de anticuerpo de SEQ ID NO: 7; y 
al menos una región variable de cadena pesada de anticuerpo de SEQ ID NO: 6. El anticuerpo está humanizado. 
 
Otra realización de la presente invención es una composición que comprende un anticuerpo o un fragmento de unión 30 
a antígeno del mismo, en combinación con un vehículo o diluyente farmacéuticamente aceptable, en la que el 
anticuerpo es el anticuerpo de la invención. 
 
Otra realización de la presente invención es un anticuerpo recombinante humanizado o un fragmento de unión a 
antígeno del mismo, de los cuales ambos se unen a CD40, que comprende: a) al menos una región variable de 35 
cadena ligera de anticuerpo de SEQ ID NO: 7; y b) al menos una región variable de cadena pesada de anticuerpo de 
SEQ ID NO: 6. En un aspecto, el anticuerpo comprende adicionalmente una región constante de cadena pesada, en 
el que la región constante de cadena pesada comprende una región constante de cadena pesada humana gamma-
1, gam ma-2, gam ma-3, o  g amma-4 o una v ariante de l a r egión c onstante de c adena pes ada hum ana. En u n 
aspecto, el a nticuerpo comprende a dicionalmente una región c onstante de c adena l igera, en el  q ue l a r egión 40 
constante de c adena l igera comprende una r egión constante de c adena l igera humana l ambda o kappa. En otro 
aspecto, el fragmento de unión se selecciona entre el grupo que consiste en Fab, Fab’, Fab’-SH, Fv, scFv, F(ab’)2, y 
un diacuerpo. En otro aspecto, el anticuerpo, o fragmento de unión a antígeno del mismo, comprende la secuencia 
de polipéptidos de la SEQ ID NO: 6, y/o la secuencia de polipéptidos de la SEQ ID NO: 7. En un as pecto, el 
anticuerpo comprende al  menos la región variable de anti-CD40_11B6.1C3 (Presentación en D epósito n.º HS440, 45 
n.º de Registro en la ATCC _ _). En otro aspecto, el anticuerpo humanizado comprende las regiones determinantes 
de la complementariedad de: a) al menos una región variable de cadena ligera de anticuerpo de SEQ ID NO: 7; y b) 
al menos una región variable de cadena pesada de anticuerpo de SEQ ID NO: 6 en un armazón de anticuerpo 
humano. 
 50 
Otra realización de la presente invención es una composición que comprende un anticuerpo o un fragmento de unión 
a antígeno del mismo, en combinación con un vehículo o diluyente farmacéuticamente aceptable, en la que el 
anticuerpo es un an ticuerpo recombinante o un f ragmento de unión a ant ígeno del mismo, de los cuales ambos se 
unen a CD40, que comprende: al menos una región variable de cadena ligera de anticuerpo of SEQ ID NO: 7; y al 
menos una  región variable de cadena pesada de anticuerpo de SEQ ID NO: 6. En otro aspecto, el anticuerpo 55 
comprende al menos la región variable de el anticuerpo anti-CD40_11B6.1C3 (Presentación en la ATCC n.º HS440, 
n.º de Registro _ _). En otro aspecto, el anticuerpo comprende al menos un dominio variable que tiene una identidad 
de secuencias de un 95 %, 99 % o un 100 % con un dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 6, y/o SEQ 
ID NO: 7.  
 60 
Otra realización de la presente divulgación es un ácido nucleico aislado que codifica el polipéptido de las SEQ ID 
NOS: 1,  3 o 6, y/o SEQ ID NOS.: 2 , 4, 5 , o  7. En un aspecto de la divulgación, los ácidos nucleicos comprenden 
adicionalmente secuencias de ácidos nucleicos de anticuerpos humanos que humanizan el anticuerpo. En otro 
aspecto, el anticuerpo comprende al menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 95 %, 
99 % o un 100 %con un dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 6, y SEQ ID NO: 7. 65 
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Otra realización de la presente divulgación es un vector de expresión que comprende el ácido nucleico aislado que 
codifica el  polipéptido de l as SEQ I D N OS: 1 , 3  o 6 , y/o SEQ ID  N OS: 2 , 4 , 5 , o  7, unido de f orma operativa a  
secuencias d e control r econocidas por  un a c élula hospedadora t ransfectada c on e l vector. En o tro as pecto, el 
anticuerpo comprende al menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 95 %, 99 % o un 
100 % con un dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 6, y SEQ ID NO: 7. 5 
 
Otra realización de la presente divulgación es una célula hospedadora que comprende el vector que codifica el ácido 
nucleico aislado que codifica el  pol ipéptido de las SEQ ID NOS: 1 , 3  o 6 , y/o SEQ ID NOS: 2 , 4 , 5 , o  7. En ot ro 
aspecto, el anticuerpo comprende al menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 95 %, 
99 % o un 100 % con un dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 6, y SEQ ID NO: 7. 10 
 
Otra realización de la presente divulgación es un método para producir un polipéptido, que comprende cultivar la 
célula hospedadora que comprende ácido nucleico aislado que codifica el polipéptido de las SEQ ID NOS: 1, 3 o 6, 
y/o SEQ ID NOS: 2, 4, 5, o 7, en condiciones en las que la secuencia de ácidos nucleicos se expresa, produciendo 
de ese modo el polipéptido, y recuperar el polipéptido de la célula hospedadora. En otro aspecto, el anticuerpo 15 
comprende al menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 95 %, 99 % o un 100 % con 
un dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 6, y SEQ ID NO: 7.  
 
Otra realización de la presente divulgación es un vector de expresión que comprende el ácido nucleico aislado que 
codifica el  polipéptido de l as SEQ I D N OS: 1 , 3  o 6 , y/o SEQ ID  N OS: 2 , 4 , 5 , o  7, unido de f orma operativa a  20 
secuencias d e control r econocidas por  un a c élula hospedadora t ransfectada c on e l v ector. En o tro as pecto, el 
anticuerpo comprende al menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 95 %, 99 % o un 
100 %con un dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 6, y SEQ ID NO: 7. 
 
Otra realización de la presente divulgación es un método para producir un polipéptido, que comprende cultivar la 25 
célula hospedadora que comprende un vector que comprende ácido nucleico aislado que codifica el polipéptido de 
las SEQ ID NOS: 1, 3 o 6, y/o SEQ ID NOS: 2, 4, 5, o 7, en condiciones en las que la secuencia de ácidos nucleicos 
se expresa, produciendo de ese modo el polipéptido, y recuperar el polipéptido de la célula hospedadora. 
 
Otra realización de la presente divulgación es una secuencia de ácidos nucleicos aislada que codifica un anticuerpo 30 
específico para C D40 que c omprende una cadena l igera que t iene l a s ecuencia de ác idos nucleicos de  SEQ I D 
NO: 9, 11, 12 o 14 y una cadena pesada que tiene la secuencia de ácidos nucleicos de SEQ ID NO: 8, 10 o 13.  En 
un aspecto, el fragmento de unión es un fragmento de anticuerpo seleccionado entre el grupo que consiste en Fab, 
Fab’, Fab’-SH, Fv, scFv, F(ab’)2, y un d iacuerpo. En ot ro aspecto, el anticuerpo comprende al menos un dominio 
variable que tiene una identidad de secuencias de un 95 %, 99 % o un 100 % con un dominio variable de cadena 35 
pesada de SEQ ID NO: 6, y SEQ ID NO: 7. 
 
Otra realización de la presente divulgación es un método para identificar una secuencia de línea germinal aceptora 
para un anticuerpo humanizado, método que comprende las etapas de: a) identificar un anticuerpo no humano que 
tiene la actividad biológica deseada seleccionado entre al menos una región variable de cadena ligera de anticuerpo 40 
de SEQ ID NO: 2, 4, 5 o 7; y al menos una región variable de cadena pesada de anticuerpo de SEQ ID NO: 1, 3 o 7; 
b) determinar la secuencia de aminoácidos de dominios VH y VL de un anticuerpo no humano; y c) comparar la 
secuencia d el an ticuerpo no  hum ano c on un gr upo d e s ecuencias de línea g erminal hu mana, en el  que l a 
comparación comprende las subetapas de: 1) asignar la secuencia de números de restos de secuencias de dominios 
VH y  V L no hum anos; 2 ) definir l as r egiones C DR y  F R en l a secuencia; 3 ) asignar una pu ntuación nu mérica 45 
determinada pr eviamente a cada p osición d el r esto para el qu e l as secuencias d e l ínea ger minal no h umana y  
humana son idénticas; y 4) sumar todas las puntuaciones de los restos para generar una puntuación total para cada 
secuencia de línea germinal humana; y d) identificar la secuencia de l ínea germinal humana con la puntuación del 
resto total más elevada como la secuencia de línea germinal aceptora. En un aspecto de la divulgación, el anticuerpo 
no humano es específico para CD40. En otro aspecto, el anticuerpo comprende al menos un d ominio variable que 50 
tiene una identidad de secuencias de un 95 %, 99 % o un 100 % con un dominio variable de cadena pesada de SEQ 
ID NO: 6, y SEQ ID NO: 7. 
 
Otra realización de la presente divulgación es un anticuerpo generado con el método que comprende a) identificar un 
anticuerpo no humano que tiene la actividad biológica deseada seleccionado entre al menos una región variable de 55 
cadena ligera de anticuerpo de SEQ ID NO: 2, 4, 5 o 7; y  al menos una región variable de cadena pesada de 
anticuerpo de  SEQ I D NO: 1, 3  o 7 ; b) determinar l a s ecuencia de a minoácidos d e dominios V H y  V L de u n 
anticuerpo no humano; y c) comparar la secuencia del anticuerpo no humano con un grupo de secuencias de línea 
germinal humana, en el que la comparación comprende las subetapas de: 1) asignar la secuencia de números de 
restos de secuencias de dominios VH y VL no humanos; 2) definir las regiones CDR y FR en la secuencia; 3) asignar 60 
una puntuación numérica determinada previamente a cada pos ición del resto para el  que las secuencias de l ínea 
germinal no humana y humana son idénticas; y 4) sumar todas las puntuaciones de los restos para generar una 
puntuación total para cada secuencia de línea germinal humana; y  d) identificar l a s ecuencia de l ínea ger minal 
humana con la puntuación del resto total más elevada como la secuencia de línea germinal aceptora. En un aspecto 
de la divulgación, el anticuerpo no humano es específico para CD40. En otro aspecto, el anticuerpo comprende al 65 
menos un d ominio variable que t iene una identidad de s ecuencias de un 9 5 %, 99  % o un 100 % con un dominio 
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variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 6, y SEQ ID NOS.: 7. 
 
Otra realización de la presente invención es un método para preparar un anticuerpo que comprende expresar en una 
célula hospedadora un anticuerpo recombinante humanizado o un fragmento de unión a antígeno del mismo, de los 
cuales ambos se unen a C D40, que comprende: al menos una r egión variable de c adena l igera de ant icuerpo de 5 
SEQ ID NO: 7; y al menos una región variable de cadena pesada de anticuerpo de SEQ ID NO: 6 en el que la célula 
hospedadora es una  célula bac teriana, fúngica, de i nsecto, o de m amífero y el ant icuerpo es un anticuerpo 
humanizado y en el que el anticuerpo tiene las CDR obtenidas a partir del anticuerpo anti-CD40_11B6.1C3 que tiene 
una c adena pe sada de S EQ ID NO: 6 y una c adena l igera de  SEQ I D NO: 7. En o tro as pecto, el ant icuerpo 
comprende al menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 90 %,95 %, 99 % o un 100 % 10 
con un dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 6, y SEQ ID NO: 7. 
 
Otra realización de la presente divulgación es un anticuerpo recombinante o un fragmento de unión a antígeno del 
mismo que se une a CD40, en el que el anticuerpo solo es capaz de h acer que las células dendríticas secreten al 
menos uno de IL-6, MIP-1a, IL-12p40 o TNFalfa sin activación anterior de las células dendríticas. El anticuerpo 15 
comprende al m enos un dominio variable que t iene una i dentidad de s ecuencias de un 90 % con al m enos una  
región variable de c adena ligera de ant icuerpo de l a SEQ ID NO: 7; y al menos un do minio variable que t iene una 
identidad de secuencias de un 90 % con una región variable de cadena pesada de anticuerpo de la SEQ ID NO: 6. 
En otro as pecto, el a nticuerpo comprende la secuencia de po lipéptidos de la S EQ ID NO: 6, la s ecuencia de 
polipéptidos de la S EQ ID NO: 7, o  ambas. En ot ro as pecto, el ant icuerpo es p roducido por  u n hi bridoma anti-20 
CD40_11B6.1C3 (Presentación en la ATCC n.º HS440, n.º de Registro _ _). El anticuerpo está humanizado. En otro 
aspecto, el an ticuerpo es c apaz de hac er que l as células dendríticas ac tivadas con GM-CSF e I nterferón al fa 
secreten al menos uno de  IL-6, MIP-1a, IP-10, IL-10 o IL-12p40. En ot ro aspecto, el an ticuerpo solo es capaz de 
causar una proliferación de linfocitos B de al menos un 10 %, 20 %, 25 %, 28 %, 30 % o un 35 %. 
 25 
Otra realización de la presente invención es un anticuerpo recombinante humanizado o un fragmento de unión a 
antígeno del mismo que se une a CD40, en la que el anticuerpo solo es capaz de causar la proliferación de linfocitos 
B de al  menos un 10  % de l os l infocitos B, en la que el anticuerpo comprende al menos un dom inio variable que 
tiene una identidad de secuencias de un 95 %, 99 % o un 100 % con al menos una región variable de cadena ligera 
de anticuerpo de SEQ ID NO: 7 y al menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 95 %, 30 
99 % o un 100 % con una r egión v ariable de  c adena p esada de  an ticuerpo d e SEQ I D NO: 6 y en e l q ue el  
anticuerpo t iene las CDR obtenidas a par tir del ant icuerpo anti-CD40_11B6.1C3 que t iene una cadena pesada de 
SEQ ID NO: 6 y una cadena ligera de SEQ ID NO: 7. En un aspecto, el porcentaje de linfocitos B que proliferan es al 
menos un 1 5 %, 20  %, 25  %, 28 %, 30 % o un 3 5 %. El anticuerpo comprende al menos un do minio variable que 
tiene una identidad de secuencias de un 90 % con al menos una región variable de cadena ligera de anticuerpo de 35 
SEQ ID NO: 7; y al menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 90 % con una región 
variable de cadena pesada de anticuerpo de SEQ ID NO: 6. En otro aspecto, el anticuerpo comprende la secuencia 
de p olipéptidos d e S EQ ID NO: 6, la secuencia d e p olipéptidos de  S EQ ID NO: 7, o  ambas. En otro as pecto, el 
anticuerpo está producido por un hibridoma anti-CD40_11B6.1C3 (Presentación en la ATCC n.º HS440, n.º de 
Registro _ _). El anticuerpo está humanizado. En otro aspecto, el anticuerpo solo es capaz de causar que las células 40 
dendríticas secreten al menos uno  de  IL-6, M IP-1a, IL -12p40 o TNFalfa sin a ctivación ant erior d e l as c élulas 
dendríticas. En otro aspecto, el anticuerpo es capaz de hacer que las células dendríticas activadas con GM-CSF e 
Interferón alfa secreten al menos uno de IL-6, MIP-1a, IP-10, IL-10 o IL-12p40. 
 
Descripción de las Figuras 45 
 
Para un a comprensión m ás completa d e l as características y  v entajas de l a pr esente i nvención, ahora se hace 
referencia a la descripción detallada de la invención junto con las figuras adjuntas y en las que: 
 

La Fig. 1 muestra anticuerpos recombinantes de afinidad hacia la proteína A fusionados con diversos péptidos 50 
del V IH (calles 1 a 5) secretados a par tir de células 293F t ransfectadas, analizados mediante S DS-PAGE d e 
reducción y tinción con Azul Brillante de Coomassie.  
La Fig. 2 muestra anticuerpos recombinantes purificados de afinidad hacia la proteína A fusionados con diversos 
péptidos d el V IH (Calles 1 y 2) secretados a par tir de c élulas 2 93F t ransfectadas, a c ontinuación a nalizados 
mediante SDS-PAGE de reducción y tinción con Azul Brillante de Coomassie. 55 
La Fig. 3 muestra anticuerpos recombinantes purificados de afinidad hacia la proteína A fusionados con diversas 
cadenas de  péptidos de  V IH (Calles 1 a  5) secretados a partir de células 293F transfectadas, a continuación 
analizados mediante SDS-PAGE de reducción y tinción con Azul Brillante de Coomassie.  
La Fig. 4 muestra anticuerpos recombinantes purificados de afinidad hacia la proteína A fusionados con diversas 
cadenas de  péptidos de  V IH (Calles 1 a  6) secretados a partir de células 293F t ransfectadas, a continuación 60 
analizados mediante SDS-PAGE de reducción y tinción con Azul Brillante de Coomassie.  
La Fig. 5 describe el protocolo usado in vitro para someter a ensayo la potencia del anticuerpo recombinante de 
fusión del péptido del VIH αCD40.LIPO5 (rAb de αCD40.LIPO5) para provocar la expansión de linfocitos T 
específicos de antígeno en el contexto de un cultivo de PBMC.  
La F ig. 6A-C muestra producción de IFNγ específico de péptidos del VIH en PBMC de p acientes con V IH 65 
incubadas con diversas concentraciones de v acuna de cadena de pé ptidos anti-CD40.LIPO5. C es el grupo de 
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control, que no recibió vacuna, y define la respuesta del valor inicial del cultivo a cada péptido. 
La Fig. 7 es un resumen de respuestas de la vacuna de péptidos de αCD40.LIPO5 frente a  las 5 regiones de 
péptidos de 8 pacientes con VIH.  
La Fig. 8A-C muestra q ue l a vacuna de pé ptidos del VIH αCD40.LIPO5 provoca ex pansión de l infocitos T  
específicos de péptidos del VIH capaces de secretar múltiples citoquinas – una característica deseable en una 5 
vacuna. La Fig. 8A-C también muestra que l a vacuna de péptidos del VIH αCD40.LIPO5 provoca r espuestas 
específicas de l os pépt idos gag253, nef 66, nef 116 y pol325 caracterizadas por  p roducción de m últiples 
citoquinas (paciente A5). 
La F ig. 9 muestra el pr otocolo par a s ometer al ensayo l a vacuna d e pé ptidos del V IH αCD40.LIPO5 por su 
capacidad para dirigir la expansión de linfocitos T específicos de antígenos que resulta de una captación dirigida 10 
por las DC y presentación de epítopos peptídicos en su complejo MHC de superficie. 
La Fig. 10A-B muestra la secreción de c itoquina como respuesta a péptidos del VIH a par tir de cocultivos de 
células DC-linfocitos T tratados con diversas dosis de vacuna de péptidos del VIH αCD40.LIPO5 (paciente A10). 
La F ig. 11A-B muestra las P BMC del  pa ciente A4 tratado c on l a vacuna d e p éptidos del VIH αCD40.LIPO5 
provocan la expansión de linfocitos T específicos de antígeno con especificidad hacia la región gag253, pero no 15 
hacia las secuencias conectoras flexibles.  
La Fig. 12A es la secuencia de cadena pesada de la vacuna de péptidos del VIH αCD40.LIPO5 que muestra las 
regiones conectoras flexibles en letra negrita, las secuencias de unión subrayadas y las regiones de péptidos del 
VIH sombreadas en color gris. La Fig. 12A muestra que las PBMC del paciente A3 tratado con la vacuna de 
péptidos del VIH αCD40.LIPO5 provocan la expansión de linfocitos T específicos de antígeno con 20 
especificidades hacia las regiones gag253, nef66, y nef116, pero no hacia las secuencias conectoras flexibles. 
La Fig. 12B-1 y 12B-2 muestra respuestas de linfocitos T específicas de antígeno de VIH provocadas a partir de 
las PBMC del  paciente A17 con VIH incubadas con 30 nM de tres vacunas d iferentes de di rección de DC del 
péptido HIV5. La Fig. 12C-1 y 12C-2 es un estudio similar al que se muestra en la Fig. 12B-1 y 12B-2, excepto en 
que las PBMC son de un paciente con VIH diferente (A2). La Fig. 12D muestra 15 respuestas de péptidos del 25 
VIH diferentes [5 regiones de péptidos de las que se toman muestras en 3 pacientes], se encontró que la vacuna 
anti-CD40.HIV5pep era superior a la mezcla anti-DCIR.HIV5pep, anti-LOX-1.HIV5pep y no LIPO5 para provocar 
una amplia gama de respuestas de linfocitos T CD8+ y CD4+ específicos de péptidos del VIH. 
La Fig. 13 muestra la internalización de mAb anti-CD40:IL-4DC. Las IL-4DC se trataron con 500 ng/ml de anti-
CD40-Alexa 568.  30 
La Fig. 14 muestra proliferación de linfocitos T CD4 y CD8 por las DC dirigidas con anti-CD40-HA1. 5  x 10e3 
IFNDC cargadas con 2 ug/ml de anti-CD40-HA o Ig-HA1 de control se cocultivaron con linfocitos T CD4+ o CD8+ 
autólogos etiquetados con CFSE (2 x 10e5) durante 7 días. A continuación, las células se sometieron a tinción 
con anticuerpos anti-CD4 o anti-CD8. La proliferación celular se sometió a ensayo midiendo la dilución de CFSE. 
La Fig. 15 muestra una valoración de proteína de fusión de HA1 en la proliferación de l infocitos T CD4+. Las 35 
IFNDC ( 5 K) cargadas con p roteínas d e f usión s e c ocultivaron con linfocitos T CD4+ etiquetados c on C FSE 
(200 K) durante 7 días. 
La Fig. 16 muestra las IFNDC dirigidas con linfocitos T CD4+ específicos de HA1 activados con anti-CD40-HA1. 
Los linfocitos T CD4+ se volvieron a estimular c on l as DC cargadas con 5 uM de los péptidos indicados, y a  
continuación el IFNγ intracelular se sometió a tinción.  40 
La Fig. 17 muestra las IFNDC dirigidas con linfocitos T CD4+ específicos de HA1 activados con anti-CD40-HA1. 
Los linfocitos T CD4+ se volvieron a estimular con las DC cargadas con los péptidos indicados durante 36 h, y a 
continuación el sobrenadante del cultivo se analizó para la medición de IFNγ. 
La Fig. 18 muestra que la dirección de CD40 da como resultado la sensibilización cruzada de linfocitos T CD8+ 
específicos de MART-1. Las IFNDC (5 K/pocillo) cargadas con proteínas de fusión se cocultivaron con linfocitos 45 
T CD8 + purificados dur ante 10 días. Las c élulas s e tiñeron con anti-CD8 y tetrámero. Las células s on de  
donantes sanos (HLA-A*0201+). 
La Fig. 19 muestra que la dirección de CD40 da como resultado la sensibilización cruzada de linfocitos T CD8+ 
específicos de MART-1 (Resumen de 8 experimentos repetidos usando células de diferentes donantes sanos). 
La Fig. 20 muestra que los CTL CD8+ inducidos con las IFNDC dirigidos con anti-CD40-MART-1 son funcionales. 50 
Los linfocitos T CD8+ cocultivados con las IFNDC dirigidos con proteínas de fusión se mezclaron con células T2 
cargadas con epítopo de péptido 10 uM.  
La Fig. 21 muestra que los CTL CD8+ inducidos con las IFNDC dirigidos con anti-CD40-Flu M1 son funcionales. 
Los linfocitos T CD8+ cocultivados con las IFNDC dirigidos con proteínas de fusión se mezclaron con células T2 
cargadas con epítopo de péptido 1,0 nM.  55 
La Fig. 22 muestra un esbozo del protocolo para someter a ensayo la capacidad de una vacuna formada por anti-
CD4012E12 unido a PSA (antígeno específico de próstata) para provocar la expansión de una pobl ación de  
linfocitos T sin tratamiento previo. Los linfocitos T CD4+ específicos de PSA corresponden a una matriz amplia de 
epítopos de PSA. En resumen, las DC obtenidas m ediante cultivo con IFNα y GM-CSF de monocitos de un 
donante sano se incuban con la vacuna. Al día siguiente, las células se colocan en medio recién preparado y se 60 
añaden linfocitos T CD4+ puros del mismo donante. Varios días más tarde, se añaden péptidos de PSA y, 
después de cuatro horas, se determinan los niveles de gamma-IFN secretado en los sobrenadantes del cultivo. 
La Fig. 23 muestra que muchos péptidos de PSA provocan potentes respuestas de producción de gamma-IFN lo 
que indica que anti-CD4012E12 y algunos agentes anti-CD40 similares pueden suministrar antígeno a las DC de 
forma eficaz, dando como resultado la sensibilización de respuestas inmunes frente a múltiples epítopos del 65 
antígeno. 
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La Fig. 24 muestra que las DC dirigidas con anti-CD40-PSA inducen respuestas de linfocitos T CD8+ específicas 
de PSA. Las IFNDC se dirigieron con 1 ug de proteína de fusión de mAb con PSA. Los linfocitos T CD8+ 
autólogos purificados se cocultivaron durante 10 días. Las células se tiñeron con anti-CD8 y tetrámero de PSA 
(KLQCVDLHV). Las células son de un donante sano positivo para HLA-A*0201. Los resultados demuestran que 
anti-CD40 suministra PSA a las DC de forma eficaz, que a su vez provocan la expansión de linfocitos T CD8+ 5 
específicos de PSA.  
La Fig. 25 es un esquema (izquierda) y la producción de IFNγ por linfocitos T de las combinaciones de péptidos y 
control para el Donante 2. Se cocultivaron 5 x 10e3 de las IFNDC cargadas con 2 ug/ml de anti-CD40-Ciclina D1 
con linfocitos T CD4+ autólogos purificados (2 x 10e5) durante 8 días. A continuación, las células se volvieron a 
estimular con 5 uM de pépt idos individuales obt enidos a par tir de  Ciclina D 1 durante 5 h en p resencia d e 10 
Brefeldina A. Las células se tiñeron para la medición de la expresión de IFNγ intracelular. 
La F ig. 26 muestra un b arrido de pé ptidos y  pr oducción de  IFNγ por linfocitos T obtenidos a p artir d e l as 
combinaciones de péptidos mostrados en la Fig. 25 y control para el Donante 2. Se cocultivaron 5 x 10e3 de las 
IFNDC cargadas con 2 ug/ml de anti-CD40-Ciclina D1 con linfocitos T CD4+ autólogos purificados (2 x 10e5) 
durante 8 días. A continuación, las células se volvieron a estimular con 5 uM de péptidos individuales obtenidos a 15 
partir de Ciclina D 1 durante 5  h en pr esencia d e B refeldina A . Las  c élulas se t iñeron para l a m edición d e l a 
expresión de IFNγ intracelular.  
La Fig. 27 muestra la expresión y diseño de la construcción para anticuerpos de péptido anti-CD40-MART-1.  
La Fig. 28 es un resumen de los epítopos inmunodominantes de CD4+ y CD8+ para MART-1.  
La Fig. 29 muestra la expresión y diseño de la construcción para anticuerpos de péptido anti-CD40-gp100.  20 
La Fig. 30 muestra el diseño para anticuerpos de péptido anti-CD40-gp100 adicional. 
La F ig. 31 muestra l a ex presión y  di seño d e l a c onstrucción para ant icuerpos de p éptido a nti-CD40-gp100 
adicional.  
La Fig. 32 es un resumen de los epítopos inmunodominantes de CD4+ y CD8+ para gp100.  
La F ig. 33 muestra l a ex presión y  di seño d e l a c onstrucción para ant icuerpos de p éptido a nti-CD40-gp100 25 
adicional.  
La F ig. 34 muestra los resultados obt enidos c on l os diversos an ticuerpos usando un en sayo q ue detecta 
señalización a través de ligación de CD40 - lectura como muerte celular. 
La Fig. 35 muestra la unión de diversas construcciones cuando el anticuerpo se ha preparado en una proteína de 
fusión con doc y a continuación capturas. 30 
Las Figs. 36 y 37 comparan la producción de citoquinas con o sin la adición de GM-CSF e IFNα (Fig. 36 A-D), y 
anticuerpos solubles solos (Fig. 37A-D) incubados con las DC durante 24 horas. 
La Figura 38A-B demuestra el ef ecto de d iversas concentraciones de ant icuerpos anti-CD40 de l a pr esente 
invención en la proliferación de linfocitos B. 

 35 
Descripción de la invención 
 
Aunque la preparación y uso de diversas realizaciones de la presente invención se discuten con detalle a  
continuación, se debería observar que la presente invención proporciona muchos conceptos inventivos aplicables 
que se pueden realizar en una gran diversidad de contextos específicos. Las realizaciones específicas discutidas en 40 
el presente documento son simplemente ilustrativas de formas específicas para preparar y usar la Invención y no 
delimitan el alcance de la invención. 
 
Para facilitar la comprensión de la presente invención, a continuación se define una serie de términos. Los términos 
definidos en el pr esente do cumento t ienen s ignificados c omo ent iende c omúnmente una p ersona c on una 45 
experiencia habitual en las áreas relevantes de la presente invención. Algunos términos tales como "un", "una" y "el" 
no pretenden hacer referencia solamente a una entidad singular, pero incluyen la clase general de la que se puede 
usar un ejemplo específico par a ilustración. En el presente documento la terminología se usa para describir 
realizaciones e specíficas de l a invención, per o s u u so no  del imita l a i nvención, ex cepto c omo s e i ndica en l as 
reivindicaciones. 50 
 
La invención t ambién incluye variantes y ot ra m odificación de un anticuerpo (o " Ab") de  los fragmentos de los 
mismos, p or ejemplo, pr oteína de f usión an ti-CD40 ( anticuerpo se us a de f orma i ndistinta con el  t érmino 
"inmunoglobulina"). Como se usa en el presente documento, la expresión "anticuerpos o fragmentos de los mismos", 
incluye anticuerpos completos o fragmentos de anticuerpo, por ejemplo, Fv, Fab, Fab’, F(ab’)2, Fc, y fragmentos de 55 
Fv monocatenarios (ScFv), o cualquier fragmento biológicamente eficaz de un inmunoglobulina que se une de forma 
específica a, p or ejemplo, C D40. Lo s an ticuerpos de or igen hu mano o a nticuerpos hu manizados presentan un a 
reducción o ninguna inmunogenicidad en seres humanos y tienen un número más bajo o ningún epítopo 
inmunogénico en comparación con los anticuerpos no humanos. Los anticuerpos y sus fragmentos por lo general se 
seleccionan para que tengan un nivel reducido o ninguna antigenicidad en seres humanos. 60 
 
Como se usa en el presente documento, los términos "Ag" o "antígeno" se refieren a una sustancia capaz unirse a 
una región de unión a ant ígeno de una molécula de inmunoglobulina o de provocar una respuesta inmune, por 
ejemplo, una respuesta inmunológica mediada por linfocitos T por la presentación del antígeno en proteínas 
celulares del Antígeno de Histocompatibilidad Mayor (MHC). Como s e us a en  el  p resente documento, " antígeno" 65 
incluye, pero n o s e l imita a , det erminantes ant igénicos, hapt enos e inmunógenos que pue den ser pép tidos, 
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moléculas pequeñas, carbohidratos, lípidos, ác idos nucleicos o combinaciones de los mismos. El inmunólogo 
experto reconocerá que cuando se hace referencia a antígenos que se procesan para su presentación a linfocitos T, 
el término "antígeno" se refiere a aquellas partes del ant ígeno (por ejemplo, un fragmento de péptido) que es un 
epítopo de linfocitos T presentado por MHC al receptor de linfocitos T. Cuando se usa en el contexto de una 
respuesta inmune mediada por linfocitos B en forma de un anticuerpo que es específico para un "antígeno", la parte 5 
del antígeno que se une a las regiones determinantes de la complementariedad de los dominios variables del 
anticuerpo ( ligero y p esado), la par te u nida p uede s er u n epí topo l ineal o t ridimensional. E n el contexto de la 
presente invención, el término ant ígeno se usa en ambos contextos, es decir, el  anticuerpo es específico para un 
antígeno de proteína (CD40), pero también porta uno o más epítopos de péptidos para la presentación por MHC a 
linfocitos T. E n ciertos c asos, l os antígenos a dministrados p or l a v acuna o  proteína de  fusión d e la  p resente 10 
invención se internalizan y procesan por las células presentadoras de antígeno antes de presentación, por ejemplo, 
mediante escisión de una o más partes del anticuerpo o proteína de fusión. 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "péptido antigénico" se refiere a la parte de un antígeno de 
polipéptido que  es r econocido de f orma es pecífica por cualquiera de linfocitos B o  linfocitos T. Los li nfocitos B 15 
responden a determinantes antigénicos extraños a través de producción de anticuerpos, mientras que los linfocitos T 
están mediados por inmunidad celular. Por lo tanto, los péptidos antigénicos son aquellas partes de un antígeno que 
son reconocidas por anticuerpos, o en el contexto de un MHC, por receptores de linfocitos T. 
 
Como se usa en el presente documento, el término "epítopo" se refiere a cualquier determinante proteico capaz de 20 
unirse a una inmunoglobulina o de s er presentado por un a proteína del Complejo Mayor de Histocompatibilidad 
(MHC) (por ejemplo, Clase I o Clase II) a un receptor de linfocitos T. Por lo general, los determinantes epitópicos son 
péptidos cortos de 5-30 aminoácidos de longitud que se ajustan dentro de l a ranura de la molécula del MHC que 
presenta ciertos grupos laterales de aminoácidos hacia el receptor de linfocitos T y tiene otros ciertos restos en la 
ranura, por ejemplo, debido a características de carga específicas de la ranura, los grupos laterales del péptido y el 25 
receptor de linfocitos T. Por lo general, un anticuerpo se une de forma específica a un antígeno cuando la constante 
de disociación es 1 mM, 100 nM o incluso 10 nM. 
 
Como se usa en el presente documento, el término "vector" se usa en dos contextos diferentes. Cuando el término 
"vector" se usa haciendo referencia a una vacuna, un vector se usa para describir una parte no antigénica que se 30 
usa para di rigir o en tregar l a parte antigénica de l a vacuna. P or ejemplo, un an ticuerpo o  fragmentos del mismo 
pueden estar unidos a o pueden formar una proteína de fusión con el antígeno que provoca la respuesta 
inmunológica. P ara v acunas c elulares, el  v ector par a suministro y/o pr esentación del antígeno es  l a c élula 
presentadora de ant ígeno, que es proporcionada por la célula que se carga con el antígeno. En ciertos casos, el 
propio vector celular puede también puede procesar y presentar el antígeno o antígenos a los linfocitos T y activar 35 
una respuesta inmunológica específica del antígeno. Cuando se usa en el contexto de ácidos nucleicos, un "vector" 
se refiere a una construcción, que es capaz de entregar, y preferentemente expresar, uno o más genes o secuencias 
de polinucleótidos de interés en una célula hospedadora. Algunos ejemplos de vectores incluyen, pero no se limitan 
a, v ectores v irales, vectores de ex presión de ADN o A RN desnudos, vectores de expresión de ADN o  A RN 
asociados c on agen tes de c ondensación c atiónica, vectores d e ex presión de ADN o A RN enc apsulados e n 40 
liposomas y ciertas células eucariotas, tales como células productoras. 
 
Como se usa en el presente documento, los términos "estable" e "inestable" cuando se refieren a proteínas se usan 
para describir un péptido o proteína que mantiene su estructura y/o actividad tridimensional (estable) o que pierde 
inmediatamente o c on el t iempo su actividad estructura y/o actividad tridimensional (inestable). Como se usa en e l 45 
presente documento, el término " insoluble" se refiere a aquellas proteínas que cuando se producen en una célula 
(por ejemplo, una proteína recombinante expresada en una célula eucariota o procariota o in vitro) no son solubles 
en solución sin el uso de condiciones o agentes de desnaturalización (por ejemplo, agentes de desnaturalización por 
calor o químicos, respectivamente). Se ha encontrado que el anticuerpo o fragmento del mismo y los conectores 
enseñados en el presente documento convierten proteínas de fusión de anticuerpo con los péptidos de insolubles y/o 50 
inestables en proteínas que son estables y/o solubles. Otro ejemplo de estabilidad con respecto a inestabilidad es 
cuando el dominio de la proteína con una conformación estable tiene una temperatura de fusión más elevada (Tf) 
que el dominio inestable de la proteína cuando se mide en la misma solución. Un dominio es estable con respecto a 
otro do minio cuando l a diferencia en  l a T f es a l m enos a proximadamente 2 ºC, más preferentemente de 
aproximadamente 4 ºC, a un más preferentemente de aproximadamente 7 ºC, todavía más preferentemente de 55 
aproximadamente 10 ºC, incluso más preferentemente de aproximadamente 15 ºC, aún más preferentemente de 
aproximadamente 20 ºC, incluso a un más preferentemente de aproximadamente 25 ºC, y lo más preferentemente 
aproximadamente 30 ºC, cuando se mide en la misma solución.  
 
Como s e usa en el presente documento, "polinucleótido" o "ácido nucleico" se r efiere a una hebra de  60 
desoxirribonucleótidos o ribonucleótidos en cualquiera de una forma de una sola hebra o de doble hebra (incluyendo 
análogos c onocidos de n ucleótidos n aturales). U na s ecuencia de  ác idos n ucleicos de  dobl e cadena incluirá l a 
secuencia complementaria. La s ecuencia d e pol inucleótidos p uede c odificar dominios de r egión variable y/o 
constante de inmunoglobulina que se forman en una proteína de fusión con uno o más conectores. Para uso con la 
presente divulgación, múltiples sitios de clonación (MCS) se pueden modificar por ingeniería en los lugares en el 65 
extremo carboxi-terminal de las cadenas pesadas y/o ligeras de los anticuerpos para permitir una inserción en fase 
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del péptido par a ex presión ent re l os c onectores. Como s e u sa en el  pr esente doc umento, la ex presión 
"polinucleótido a islado" se refiere a se refiere a un polinucleótido de or igen genómico, ADNc, o s intético o a lguna 
combinación de los mismos. En virtud de su origen, el "polinucleótido aislado" (1) no se asocia con toda o una parte 
de un pol inucleótido en el  que los "polinucleótidos aislados" se encuentran en l a naturaleza, (2) se une de f orma 
operativa a un polinucleótido que no está unido en la naturaleza, o (3) no se produce en la naturaleza como parte de 5 
una s ecuencia de m ayor t amaño. E l experto en l a m ateria r econocerá qu e par a di seño y  pues ta en marcha, un 
vector se puede manipular al nivel de l ácido nucleico m ediante el  uso de t écnicas conocidas en la t écnica, tales 
como las que se enseñan en Current Protocols in Molecular Biology, 2007 de John Wiley e Hijos. En resumen, las 
secuencias de ácidos nucleicos de codificación se pueden insertar usando reacción en cadena de la polimerasa, 
inserción enz imática de o ligonucleótidos o f ragmentos de reacción en cadena de la polimerasa en un vector, que 10 
puede ser un vector de expresión. Para facilitar la inserción de insertos en el extremo carboxi terminal de la cadena 
ligera de l anticuerpo, l a c adena pe sada, o ambas, un sitio de clonación múltiple ( MCS) s e p uede modificar por 
ingeniería en secuencia con las secuencias de anticuerpo. 
 
Como se usa en el presente documento, el término "polipéptido" se refiere a un polímero de aminoácidos y no hace 15 
referencia a una l ongitud específica del producto; por lo tanto, péptidos, ol igopéptidos, y proteínas están incluidos 
dentro de la definición de polipéptido. Este término tampoco hace referencia ni excluye modificaciones después de la 
expresión de l polipéptido, por e jemplo, glicosilaciones, acetilaciones, fosforilaciones y si milares. Dentro de  l a 
definición están i ncluidos, por ejemplo, polipéptidos que contienen uno o más análogos de un aminoácido 
(incluyendo, por ej emplo, aminoácidos no naturales, e tc.), polipéptidos con e nlaces su stituidos, a sí co mo o tras 20 
modificaciones conocidas en la técnica, tanto de origen natural como de origen no n atural. El término "dominio" o 
"dominio del polipéptido" se refiere a la secuencia de un polipéptido que se pliega en una única región globular en su 
conformación nativa, y que pueden presentar propiedades de unión o funcionales separadas. 
 
Un polipéptido o secuencia de aminoácidos "obtenido a partir de" una secuencia de ácidos nucleicos designada se 25 
refiere a un polipéptido que tiene una secuencia de am inoácidos idéntica a l a de un polipéptido c odificada e n la 
secuencia, o una par te de l m ismo en el  que l a parte consiste en a l m enos 3 -5 aminoácidos, preferentemente al 
menos 4-7 aminoácidos, más preferentemente al menos 8-10 aminoácidos, e incluso más preferentemente al menos 
11-15 a minoácidos, o q ue se pued e i dentificar de f orma inmunológica c on un polipéptido n o c odificado en l a 
secuencia. Esta t erminología t ambién i ncluye un polipéptido ex presado a par tir de una s ecuencia de ácidos 30 
nucleicos designada. 
 
Como se usa en el presente documento, "vehículo farmacéuticamente aceptable" se refiere a cualquier material que 
cuando se combina con una proteína de fusión de i nmunoglobulina (Ig) de la presente invención permite que la Ig 
retenga actividad biológica y por lo general no es reactivo con el sistema inmunitario del sujeto. Algunos ejemplos 35 
incluyen, pero no se limitan a, vehículos farmacéuticos convencionales tales como una solución salina tamponada 
con fosfato, agua, emulsiones tales como las que están en forma de emulsión de aceite/agua, y diversos tipos de 
agentes humectantes. Ciertos diluyentes se pueden usar con la presente invención, por ejemplo, para administración 
en aerosol o parenteral, que pueden ser solución salina tamponada con fosfato o solución salina normal (0,85 %). 
 40 
Un ant icuerpo par a s u uso con l a pr esente i nvención comprende al  menos l a r egión v ariable de anti-
CD40_11B6.1C3 (n.º de Depósito HS440, n.º de Registro en la ATCC _ _). 
 
La divulgación proporciona una molécula de unión a CD40 que comprende al menos un dominio variable de cadena 
ligera de inmunoglobulina (VL) que comprende, en regiones hipervariables de secuencias CDR1L, CDR2L y CDR3L, 45 
la región CDR1L que t iene la secuencia de aminoácidos SASQGISNYLN (SEQ ID NO: 41), la región CDR2L que 
tiene l a s ecuencia de a minoácidos YTSILHS (SEQ  I D NO: 42) y l a r egión C DR3L q ue t iene l a s ecuencia d e 
aminoácidos QQFNKLPPT (SEQ ID NO: 43) cuyas secuencias de aminoácidos se muestran en la SEQ ID NO. 37; y 
equivalentes directos d e l as m ismas p ara los an ticuerpos an ti-CD40_11B6.1C3, o los anticuerpos anti-
CD40_12B4.2C10. 50 
 
Por consiguiente la divulgación proporciona una molécula de unión a CD40 que comprende un sitio de unión a 
antígeno que comprende al menos un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina (VH) que comprende, 
en regiones h ipervariables de secuencias CDR1H, CDR2H y CDR3H, teniendo la región CDR1H la secuencia de 
aminoácidos GFTFSDYYMY (SEQ  I D NO: 44), teniendo l a r egión C DR2H l a secuencia de a minoácidos 55 
YINSGGGSTYYPDTVKG (S EQ I D NO: 45), y t eniendo l a r egión C DR3H l a secuencia de  a minoácidos 
RGLPFHAMDY (SEQ  I D NO: 46), cuyas s ecuencias de  am inoácidos se muestran en l a S EQ ID NO . 3 8; y 
equivalentes directos de las mismas los anticuerpos anti-CD40_11B6.1C3, o los anticuerpos anti-CD40_12B4.2C10.  
 
En un aspecto la divulgación proporciona una molécula de unión a CD40 de un solo dominio que comprende una 60 
cadena ligera de inmunoglobulina aislada que comprende un dominio variable de cadena pesada (VL) como se ha 
definido anteriormente. En otro aspecto la invención proporciona una molécula de unión a CD40 de un solo dominio 
que comprende una cadena pesada de inmunoglobulina aislada que comprende un dominio variable de cadena 
pesada (VH) como se ha definido anteriormente. 
 65 
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En ot ro as pecto la d ivulgación t ambién proporciona una m olécula de un ión a C D40 que c omprende dom inios 
variables tanto de cadena pesada (VH) como de cadena ligera (VL) en los que la molécula de unión a CD40 
comprende al menos un s itio de  unión a antígeno que comprende: a ) un dominio variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina (VL) que comprende, en regiones hipervariables de secuencias CDR1L, CDR2L y CDR3L, la región 
CDR1L que t iene l a secuencia d e am inoácidos SASQGISNYLN (SEQ  I D NO: 41), la r egión C DR2L qu e t iene la 5 
secuencia de aminoácidos YTSILHS (SEQ ID NO: 42), y la región CDR3L que t iene la secuencia de aminoácidos 
QQFNKLPPT (SEQ  I D NO: 43), cuyas s ecuencias d e am inoácidos s e m uestran en l a SEQ ID. N O. 1 , y b) un 
dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina (VH) que c omprende, en regiones hipervariables de  
secuencias CDR1H, CDR2H y CDR3H, teniendo la región CDR1H la secuencia de aminoácidos GFTFSDYYMY 
(SEQ ID NO: 44), teniéndola región CDR2’ la secuencia de aminoácidos YINSGGGSTYYPDTVKG (SEQ ID NO: 45), 10 
y teniendo la región CDR3H la secuencia de aminoácidos RGLPFHAMDY (SEQ ID NO: 46), cuyas secuencias de 
aminoácidos s e muestran e n l a S EQ ID NO . 3 8; y equi valentes di rectos de l as m ismas los an ticuerpos an ti-
CD40_11B6.1C3, o los anticuerpos anti-CD40_12B4.2C10. 
 
A menos que se indique de otro modo, en el presente documento se describe cualquier cadena de polipéptidos que 15 
tenga una secuencia de aminoácidos que comience en el extremo N-terminal y que termine en el extremo C-
terminal. Cuando el sitio de unión a antígeno comprende los dominios tanto VH como VL, éstos se pueden situar en 
la misma molécula de polipéptido o, preferentemente, cada dominio puede estar en una cadena diferente, siendo el 
dominio VH parte de una cadena pesada de inmunoglobulina o fragmento de la misma y siendo el dominio VL parte 
de una cadena ligera inmunoglobulina o fragmento de la misma. 20 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "molécula de unión a CD40" se refiere a cualquier molécula 
capaz de unirse al antígeno CD40 ya sea sola o asociada con otras moléculas que tengan una o más de las CDR de 
VL y VH enseñadas en el presente documento, en algunos casos 2, 3, 4, 5, o las 6 CDR. La reacción de unión se 
puede mostrar mediante métodos convencionales (ensayos c ualitativos) que incluyen, por ej emplo, un  bioensayo 25 
para determinar, mediante bloqueo, la unión de otras m oléculas a  CD40 o cualquier t ipo de en sayo de unión o  
actividad (por ejemplo, activación, reducción o modulación de una respuesta inmunológica), con referencia a un 
ensayo de control negativo en el que se usa un anticuerpo de especificidad no relacionada pero del mismo isotipo, 
por ejemplo, un anticuerpo anti-CD25 o anti-CD80.  
 30 
La presente invención también se puede realizar en una cadena de anticuerpo individual que tenga los dominios 
variables de l as c adenas p esadas y  l igeras de  un ant icuerpo unidos de f orma c ovalente m ediante un conector 
peptídico que normalmente incluye de 10 a 30 aminoácidos, preferentemente de 15 a 25 aminoácidos. Por lo tanto, 
una estructura d e e ste t ipo no i ncluye l a p arte constante de  l as cadenas p esadas y  l igeras y s e c ree que e l 
espaciador del péptido pequeño debería ser menos antigénico que una parte constante completa.  35 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión " anticuerpo quimérico" se refiere a un anticuerpo en el que las 
regiones constantes de c adenas pes ada o l igera o ambas s on de or igen hum ano mientras qu e l os dominios 
variables de ambas cadenas pesada y ligera no son de or igen humano (por e jemplo, ratón, hámster o r ata) o de 
origen humano pero obtenidas a partir de un anticuerpo humano diferente.  40 
 
Como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo injertado con CDR" se refiere a un anticuerpo en el 
que las regiones determinantes de la complementariedad hipervariables (CDR) se obtienen a partir de un anticuerpo 
donante, tal como un ant icuerpo no hum ano (por ejemplo, ratón) o  un ant icuerpo humano di ferente, mientras que 
todas o sustancialmente todas las otras partes de la inmunoglobulina (por ejemplo, las regiones conservadas de los 45 
dominios variables, es decir, regiones marco conservadas), se obtienen a partir de un anticuerpo aceptor (en el caso 
de un ant icuerpo humanizado - un ant icuerpo de or igen humano). Un ant icuerpo injertado con CDR puede incluir 
unos pocos aminoácidos de la secuencia donante en las regiones marco conservadas, por ejemplo en las partes de 
las regiones marco conservadas adyacentes a las regiones hipervariables.  
 50 
Como se usa en el presente documento, la expresión "anticuerpo humano" se refiere a un anticuerpo en el que las 
regiones c onstantes y  v ariables de l as c adenas t anto pe sadas c omo l igeras s on t odas de or igen hu mano, o 
sustancialmente i dénticas a secuencias de or igen h umano, no ne cesariamente de l m ismo a nticuerpo e i ncluye 
anticuerpos producidos por ratones en los que los genes de parte variable y constante de inmunoglobulina de ratón, 
hámster o r ata se han r eemplazado por s us ho mólogos humanos, por e jemplo como se  d escribe en t érminos 55 
generales en l os documentos EP 0546073 B 1, Pat. de E stados Unidos n.º 5.545.806, Pat. de E stados Unidos n.º 
5.569.825, Pat. de Estados Unidos n.º 5.625.126, Pat. de Estados Unidos n.º 5.633.425, Pat. de Estados Unidos n.º 
5.661.016, Pat. de Estados Unidos n.º 5.770.429, EP 0 438474 B1 y EP 0 463151 B1.  
 
La m olécula de  un ión a CD40 de la invención puede ser un a nticuerpo h umanizado que comprende las CDR 60 
obtenidas a partir del anticuerpo anti-CD40_12B4.2C10. Un ejemplo de un anticuerpo quimérico incluye los dominios 
variables de las cadenas tanto pesada como ligera que son de origen humano, por ejemplo los dominios variables 
del anticuerpo anti-CD40_11B6.1C3 que son parte de la SEQ ID NO: 6 y la SEQ ID NO: 7. Los dominios de región 
constante también c omprenden preferentemente dominios de r egión constante h umana ade cuados, por e jemplo 
como se describe en "Sequences of Proteins of Immunological Interest", Kabat E. A. et al, US Department of Health 65 
and Human Services, Public Health Service, National Institute of Health. Las secuencias de ácidos nucleicos se 
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pueden encontrar, por ejemplo, en las SEQ ID NOS.: 8 y 9. 
 
Algunas regiones hipervariables se pueden asociar con cualquier tipo de regiones marco conservadas, por ejemplo, 
de origen humano. Algunas regiones marco conservadas adecuadas fueron descritas por Kabat E. A. Un armazón 
de cadena pesada es un armazón de cadena pesada, por ejemplo el de un anticuerpo anti-CD40_12E12.3F3 que 5 
forma parte de la SEQ ID NO: 2; anti-CD40_12B4.2C10 - SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5, y/o anti-CD40_11B6.1C3 - 
SEQ ID NO: 7, o combinación de los m ismos, por ejemplo, regiones FR1L, FR2L, FR3L y FR4L. De una m anera 
similar, la SEQ ID NO. 1 muestra el armazón de cadena pesada anti-CD40_12E12.3F3 (o los equivalentes para anti-
CD40_12B4.2C10 y anti-CD40_11B6.1C3, SEQ ID NOS.: 3 y 6, respectivamente) que incluye la secuencia de las 
oraciones FR1H, FR2H, FR3H y FR4H. Las CDR se pueden añadir a un armazón de anticuerpo humano, tales como 10 
las que se describen en el documento 7.456.260, presentado por Rybak, et al., que enseñan nuevas regiones marco 
conservadas de c adena v ariable hu manas y ant icuerpos hum anizados que c omprenden l as r egiones m arco 
conservadas, partes relevantes y secuencias de armazón. Para conseguir el injerto a un nivel genético, la presente 
divulgación también incluye las secuencias de ácidos nucleicos subyacentes para las regiones VL Y VH así como los 
anticuerpos completos y las versiones humanizadas de los mismos. Las secuencias de ácidos nucleicos de la 15 
presente divulgación incluyen las SEQ ID NOS.: 8 y 9, que son las cadenas pesadas y l igeras del anticuerpo anti-
CD40, respectivamente, así como las secuencias de ácidos nucleicos que incluyen uso de codón variable para las 
mismas secuencias de aminoácidos y variaciones conservativas de las mismas que tienen una identidad de 
secuencias de un 85, 90, 95 o un 100 % al nivel del ácido nucleico o del aminoácido. De forma análoga, las CDR 
pueden tener una identidad de secuencias de un 85, 90, 95 o un 100 % al nivel del ácido nucleico o aminoácido, 20 
individualmente, en grupos o 2, 3, 4 o 5 o todas en conjunto. 
 
Algunos ant icuerpos monoclonales di rigidos f rente a u na proteína encontrada de f orma natural en t odos los seres 
humanos por lo general se desarrollan en un s istema no humano, por ejemplo en ratones, y como tal son por  lo 
general proteínas no humanas. Como una consecuencia directa de esto, un ant icuerpo xenogénico t al c omo se 25 
produce con un h ibridoma, cuando se administra a seres humanos, provoca una respuesta inmune indeseable que 
está mediada pr edominantemente por  l a par te constante de l a i nmunoglobulina xenogénica. Algunos an ticuerpos 
xenogénicos tienden a provocar una respuesta inmunológica en el hospedador, limitando de es e modo el uso de 
anticuerpos de este tipo ya que no se pueden administrar durante un periodo de tiempo prolongado. Por lo tanto, es 
particularmente útil usar anticuerpos de una sola cadena, de un solo dominio, quiméricos, injertados con CDR, o 30 
especialmente humanos que es probable que provoquen una respuesta alogénica sustancial cuando se administran 
a s eres hu manos. La pr esente i nvención incluye anticuerpos con c ambios m enores en una s ecuencia de 
aminoácidos tal como deleción, adición o sustitución de uno , unos pocos o incluso varios aminoácidos que son 
simplemente formas alélicas de la proteína original que tiene sustancialmente propiedades idénticas. 
 35 
La i nhibición de la u nión d e CD40 a s u receptor se puede s ometer a ensayo de  f orma c onveniente en d iversos 
ensayos incluyendo ensayos tales como los que se describen en lo sucesivo en el presente documento en el texto. 
Con la expresión "hasta el mismo punto" se hace referencia las moléculas de referencia y las equivalentes 
presentan, en una base estadística, curvas de inhibición de unión a CD40 esencialmente idénticas en uno de los 
ensayos mencionados anteriormente. Por ejemplo, el ensayo usado puede ser un ensayo de inhibición competitiva 40 
de unión a CD40 por las moléculas de unión de la invención. 
 
Por lo general, el anticuerpo anti-CD40 humano de la divulgación comprende al menos: (a) una cadena l igera que 
comprende un dominio variable que tiene una secuencia de aminoácidos sustancialmente idéntica a la mostrada en 
la SEQ ID NO: 1 comenzando con el aminoácido en la posición 1 y terminando con el aminoácido en la posición 107 45 
y la parte constante de una cadena ligera humana; y (b) una cadena pesada que comprende un dominio variable que 
tiene una secuencia de aminoácidos sustancialmente idéntica a la mostrada en la SEQ ID NO. 2 y la parte constante 
de una cadena pesada humana. La parte constante de una cadena pesada humana puede ser del tipo γ1, γ2, γ3, γ4, 
µ, β2, o δ o ε, preferentemente del tipo γ, mientras que la parte constante de una cadena ligera humana puede ser 
de tipo κ o λ (que incluye los subtipos λ1, λ2 y λ3) pero es preferentemente del tipo κ. En la técnica se conocen bien 50 
las secuencias de aminoácidos de las posiciones generales de los dominios variables y constantes y por lo general 
siguen en la nomenclatura Kabat. 
 
Una molécula de unión a  CD40 de la invención se puede producir mediante técnicas de ADN recombinante. A  la 
vista de esto, s e debe n construir una o m ás moléculas d e ADN que c odifican l a m olécula de uni ón, colocar en 55 
secuencias de control apropiadas y transferir en un organismo hospedador adecuado para expresión. 
 
De una manera muy general, en consecuencia c on l a di vulgación se proporcionan: (i ) moléculas d e A DN que 
codifican una molécula de unión a CD40 de un solo dominio de la invención, una molécula de unión a CD40 de una 
sola cadena, una c adena pesada o l igera o f ragmentos de l as m ismas de una m olécula de uni ón a  CD40 de l a 60 
invención; y (ii) el uso de las moléculas de ADN de la divulgación para la producción de una molécula de unión a 
CD40 de la invención mediante métodos recombinantes. 
 
El presente estado de la técnica es tal que el trabajador experto en la materia puede sintetizar las moléculas de ADN 
de la divulgación dada la información proporcionada en el presente documento, es dec ir, las secuencias de 65 
aminoácidos de las regiones hipervariables y las secuencias de ADN que las codifica. Un método para la 
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construcción de un gen de un dominio variable se describe por ejemplo en el documento EPA 239 400. En resumen, 
se clona un gen que codifica un dominio variable de un MAb. Los segmentos de ADN que codifican el armazón y 
regiones hipervariables se determinan y los segmentos de ADN que codifican las regiones hipervariables se retiran 
de modo que los segmentos de ADN que codifican las regiones marco conservadas se fusionan junto con sitios de 
restricción adecuados en las uniones. Los sitios de restricción se pueden generar en las posiciones apropiadas 5 
mediante mutagénesis de la molécula de A DN mediante procedimientos convencionales. Algunos casetes de C DR 
sintéticos de doble hebra se preparan mediante síntesis de ADN de acuerdo con las secuencias dadas en la SEQ ID 
NO: 1 y  3 o 2 y 4 (secuencias de aminoácidos y  ác idos nucleicos, respectivamente). Estos casetes a menudo se 
proporcionan con extremos pegajosos de modo que se pueden ligar en las uniones del armazón. 
 10 
No es necesario tener acceso al ARNm a partir de una línea de células de hibridoma de producción para obtener una 
construcción de ADN que codifica las moléculas de unión a CD40 de la invención. Por ejemplo, la solicitud de PCT 
WO 90/ 07861 da i nstrucciones c ompletas par a l a pr oducción de  un ant icuerpo mediante t écnicas d e A DN 
recombinante que solamente dan información con respecto a la secuencia de nucleótidos de un gen. En resumen, el 
método comprende la síntesis de una serie de oligonucleótidos, su amplificación con el método de PCR, y su corte y 15 
empalme para dar la secuencia de ADN deseada. 
 
Algunos vectores de expresión que comprenden un promotor o genes adecuados que codifican partes constantes de 
cadena pesada y ligera están disponibles al público. Por lo tanto, una vez que se prepara una molécula de ADN de 
la divulgación, ésta se puede transferir en forma conveniente en un vector de expresión apropiado. Las moléculas de 20 
ADN que codifican anticuerpos de una sola cadena también se pueden preparar mediante métodos convencionales, 
por e jemplo, como se describe en el documento WO 88/1649. A la vista de lo mencionado anteriormente, no  es 
necesario depósito de hibridoma ni de línea celular para cumplir los criterios de suficiencia de descripción. 
 
Por ejemplo, se preparan una primera y segunda construcciones de ADN que se unen de forma específica a CD40. 25 
En resumen, una primera construcción de ADN codifica una cadena ligera o fragmento de la misma y comprende a) 
una primera parte que codifica un dominio variable que comprende regiones marco conservadas e hipervariables de 
forma alternativa, estando las regiones hipervariables en la secuencia CDR1L, CDR2L y CDR3L cuyas secuencias 
de aminoácidos se m uestran en l a S EQ ID NO: 1; comenzando esta primera parte con un codón que codifica el 
primer aminoácido del dominio variable y terminando con un codón que codifica el último aminoácido del dominio, y 30 
b) una segunda parte que codifica una parte constante de cadena ligera o fragmento de la misma que comienza con 
un codón que codifica el primer aminoácido de la parte constante de la cadena pesada y termina con un codón que 
codifica el último aminoácido de la parte constante fragmento de la misma, seguido de un codón de parada. 
 
La primera parte codifica un dominio variable que tiene una secuencia de aminoácidos sustancialmente idéntica a la 35 
secuencia de aminoácidos que se muestra en la SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7. Una segunda parte codifica la parte 
constante de una cadena pesada humana, más preferentemente la parte constante de la cadena humana γ1. Esta 
segunda parte puede ser un fragmento de ADN de origen genómico (que comprende intrones) o un fragmento de 
ADNc (sin intrones). 
 40 
La segunda construcción de ADN codifica una cadena pesada o fragmento de la misma y comprende a) una primera 
parte que c odifica un dom inio v ariable que c omprende como a lternativa regiones m arco c onservadas e  
hipervariables; siendo las regiones hipervariables CDR1H y opcionalmente CDR2H y CDR3H, cuyas secuencias de 
aminoácidos se muestran en la SEQ ID NO. 2; comenzando esta primera parte con un codón que codifica el primer 
aminoácido del dominio variable y terminando con un codón que codifica el último aminoácido del dominio variable, y 45 
b) una segunda parte que codifica una parte constante de cadena pesada o fragmento de la misma que comienza 
con un codón que codifica el primer aminoácido de l a parte constante de la cadena ligera y termina con un cordón 
que codifica el último aminoácido de la parte constante o fragmento de la misma seguido de un codón de parada.  
 
La primera parte codifica un dominio variable que tiene una secuencia de aminoácidos sustancialmente idéntica a la 50 
secuencia de aminoácidos que se muestra en la SEQ ID NO. 2. La primera parte tiene la secuencia de nucleótidos 
que se muestra en la SEQ ID NO. 2 comenzando con el nucleótido en la posición 1 y terminando con el nucleótido 
en la posición 321. Además, la s egunda p arte codifica preferentemente la p arte constante de  una  c adena l igera 
humana, más preferentemente la parte constante de la cadena K humana.  
 55 
La divulgación también incluye moléculas que se unen a CD40 en las que uno o más restos de  CDR1L, CDR2 L, 
CDR3L, CDR1 H, CDR2 H o CDR3H o los armazones, por lo general solamente unos pocos (por ejemplo, FR1-4L o 
H), se cambian a partir de los restos mostrados en l as SEQ ID NO. 37 y SEQ ID NO. 38; mediante, por ejemplo, 
mutagénesis dirigida al sitio de las secuencias de ADN correspondientes. La divulgación incluye las secuencias de 
ADN que codifican tales moléculas de unión a CD40 cambiadas. En particular la divulgación incluye una molécula de 60 
unión a CD40 en la que uno , sus restos de  CDR1L, CDR 2L y/o CDR3L se han cambiado a p artir de l os r estos 
mostrados en la SEQ ID NO. 37 y uno o más restos de CDR1H, CDR2H y/o CDR3H se han cambiado a partir de los 
restos mostrados en la SEQ ID NO. 38, o los equivalentes de las SEQ ID NOS.: 1, 3 y 6.  
 
Cada una d e l as construcciones d e A DN s e colocan ba jo e l c ontrol de secuencias d e c ontrol a decuados, en 65 
particular bajo el control de u n promotor adecuado. Se puede usar cualquier t ipo de promotor, con la condición de 
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que se adapte al organismo hospedador en el que las construcciones de ADN se t ransferirán para expresión. Sin 
embargo, si la expresión se va a producir en una célula de mamífero, un promotor de gen de inmunoglobulina se 
puede usar en linfocitos B cells. La primera y segunda partes se pueden separar por un intrón, y, un potenciador se 
puede colocar de forma conveniente en el intrón entre la primera y segunda partes. La presencia de un potenciador 
de este tipo que se transcribe, pero que no se traduce, puede ayudar en la transcripción eficaz. En realizaciones en 5 
particular de la  di vulgación, l a pr imera y  segunda c onstrucciones de A DN c omprenden el p otenciador de , por 
ejemplo, un gen humano de cadena pesada.  
 
El ant icuerpo deseado se puede producir en un cultivo celular o en un animal t ransgénico. Un animal t ransgénico 
adecuado se puede obtener de acuerdo con métodos convencionales que incluyen micro inyección en huevos de la 10 
primera y  s egunda c onstrucciones de  A DN c olocadas en  secuencias d e c ontrol ad ecuadas que t ransfieren los 
huevos preparados de este modo en hembras pseudopreñadas apropiadas y seleccionando una descendencia que 
expresa el anticuerpo deseado. 
 
La divulgación también proporciona un vector de expresión capaz de replicarse en una línea de células procariotas o 15 
eucariotas, que comprende al menos una de las construcciones de ADN que se han descrito anteriormente. Cada 
vector de  ex presión que  c ontiene un a c onstrucción de  A DN s e t ransfiere a c ontinuación en un o rganismo 
hospedador adecuado. Cuando las construcciones de ADN se insertan por separado en dos vectores de expresión, 
éstas se pueden transferir por separado, es decir un tipo de vector por célula, o se pueden cotransferir, siendo esto 
último posiblemente preferente. Un organismo hospedador adecuado puede ser una l ínea celular de bacteria, una 20 
levadura o de mamífero, siendo esta última preferente. Más preferentemente, la línea de células de mamífero es de 
origen linfoide, por ejemplo, un linfocito B de mieloma, hibridoma o un linfocito B inmortalizado normal, que de forma 
conveniente no expresa ninguna cadena pesada o ligera de anticuerpo endógeno. 
 
Cuando las cadenas de anticuerpo se producen en un cultivo celular, las construcciones de ADN primero se deben 25 
insertar en cualquiera de un vector de expresión i ndividual o bi en en dos vectores de e xpresión s eparados pe ro 
compatibles, siendo el último una posibilidad preferente. Para expresión en células de mamífero, es preferente que 
la secuencia de codificación de la molécula de unión a CD40 se integre en que el ADN de l a célula hospedadora 
dentro de un locus que permita o favorezca un nivel de alta expresión de la molécula de unión a CD40.  
 30 
En un aspecto más de la divulgación se proporciona un proceso para el producto de una molécula de unión a CD40 
que comprende: (i ) cultivar u n or ganismo que se t ransforma c on un v ector d e ex presión como s e ha def inido 
anteriormente; y (ii) recuperar la molécula de unión a CD40 del cultivo.  
 
De ac uerdo con l a pr esente i nvención, se h a en contrado q ue e l a nticuerpo anti-CD40_12E12.3F3, anti-35 
CD40_12B4.2C10 y/o anti-CD40_11B6.1C3 parece que t iene especificidad de uni ón hacia CD40 humano. Por l o 
tanto, lo m ás s orprendente es qu e l os ant icuerpos para este e pítopo, por ej emplo el an ticuerpo anti-
CD40_12E12.3F3, anti-CD40_12B4.2C10 y/o anti-CD40_11B6.1C3, son capaces de suministrar antígeno de forma 
eficaz en células dendríticas (DC). Algunos anticuerpos, en particular anticuerpos quiméricos e injertados con CDR y 
especialmente anticuerpos humanos, que tienen especificidad de unión para el epítopo antigénico de CD40 humano 40 
maduro; y uso de tales anticuerpos para carga de antígeno de DC son nuevos y están incluidos dentro del alcance 
de la presente divulgación. 
 
Para usar el anticuerpo anti-CD40 de la presente invención para indicaciones de tratamiento, la dosificación 
apropiada variará, por supuesto, dependiendo, por ejemplo, del anticuerpo desvelado en el presente documento a 45 
usar, el hospedador, el modo de administración y la naturaleza y la gravedad de la afección que se está tratando. Sin 
embargo, en  uso pr ofiláctico, por lo general al gunos r esultados s atisfactorios s e en cuentran a d osificaciones de 
aproximadamente 0,05 mg a aproximadamente 10 mg por kilogramo de peso corporal, más usualmente de 
aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 5 mg por kilogramo de peso corporal. La frecuencia de la dosificación 
para usos profilácticos normalmente estará en el intervalo de aproximadamente una vez a la semana hasta 50 
aproximadamente una v ez c ada 3 meses, más us ualmente en e l i ntervalo de a proximadamente una v ez c ada 2 
semanas hasta aproximadamente una v ez c ada 10 semanas, por e jemplo, una v ez c ada 4 a 8 semanas. El 
anticuerpo anti-CD40 de la p resente invención se puede administrar por vía parenteral, por vía intravenosa, por 
ejemplo, en la vena antecubital u ot ra vena per iférica, por vía intramuscular, o por vía subcutánea. Las 
composiciones farmacéuticas de la invención se pueden preparar de una manera convencional, por ejemplo, en una 55 
forma liofilizada. P ara a dministración i nmediata, se di suelve en un v ehículo a cuoso adecuado, por ej emplo agua 
estéril para inyección o solución salina fisiológica tamponada estéril. Si se considera deseable preparar una solución 
de un volumen mayor para administración por infusión en lugar de una inyección en bolo, es ventajoso incorporar 
albúmina de suero humano o la propia sangre heparinizada del paciente en la solución salina en el momento de la 
formulación. La presencia de un exceso de tal proteína fisiológicamente inerte previene la pérdida de anticuerpos por 60 
adsorción en las par edes de l r ecipiente y t ubos usados con l a s olución de infusión. Si se us a al búmina, una 
concentración adecuada es de un 0,5 a un 4,5 % en peso de la solución salina. 
 
Una r ealización d e l a pr esente i nvención proporciona un i nmunoconjugado qu e c omprende un a nticuerpo 
humanizado de l a i nvención, por ej emplo, un an ticuerpo anti-CD40 humanizado, unido a una o m ás m oléculas 65 
efectoras, antígeno(s) y/o una et iqueta o etiquetas de tectables. P referentemente, l a molécula efectora es una  
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molécula terapéutica tal como, por ejemplo, uno o más péptidos que comprenden uno o más epítopos de linfocitos T, 
una toxina, una molécula pequeña, una citoquina o una quimioquina, una enzima, o una radioetiqueta.  
 
Algunas toxinas a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, exotoxina de Pseudomonas o toxina de di fteria. 
Algunos ejemplos de moléculas pequeñas incluyen, pero no se limitan a, compuestos quimioterapéuticos tales como 5 
taxol, doxorrubicina, etopósido, y bleiomicina. Algunas citoquinas a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, 
IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, e IL-12, IL-17, e IL-25. Algunas enzimas a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, 
RNAsas, DNAsas, proteasas, quinasas, y caspasas. Algunos radioisótopos a modo de ejemplo incluyen, pero no se 
limitan a, 32P e 125I. 
 10 
Como s e us a en el presente documento, el término "epítopo" se refiere a  una m olécula o sustancia c apaz de 
estimular una respuesta inmunológica. En un ejemplo, algunos epítopos incluyen, pero no se limitan a, un polipéptido 
y un ácido nucleico que codifica un polipéptido, en los que la expresión del ácido nucleico en un polipéptido es capaz 
de e stimular u na r espuesta i nmunológica cuando el p olipéptido se procesa y  s e pr esenta en una  m olécula d e 
Complejo Mayor de H istocompatibilidad (MHC). Por lo general, algunos epítopos incluyen péptidos presentados en 15 
la superficie de células unidas de forma no covalente a la hendidura de unión del MHC de Clase I o Clase II, de 
modo que pueden interactuar con receptores de linfocitos T y las respectivas moléculas auxiliares de linfocitos T. 
 
Procesamiento Proteolítico de Antígenos. Algunos epítopos que se presentan por MHC en células de presentación 
de ant ígenos s on p éptidos q ue s e pue den e scindir o pr oductos de pé ptidos de mayor tamaño o pr ecursores de  20 
antígeno de proteína. Para epí topos d e MHC I, algunos ant ígenos de pr oteína a menudo s e di gieren con 
proteasomas residentes en la célula. La digestión proteasómica intracelular produce fragmentos de péptidos con una 
longitud de aproximadamente 3 a 23 aminoácidos que a continuación se cargan en la proteína del MHC. Algunas 
actividades proteolíticas adicionales dentro de la célula, o en el medio extracelular, pueden recortar y procesar estos 
fragmentos adicionalmente. El procesamiento de epítopos de la Clase II del MHC por lo general se produce a través 25 
de pr oteasas intracelulares del c ompartimento l isosómico/endosómico. La pr esente d ivulgación i ncluye, en una  
realización, péptidos pr ocesados previamente que se unen al  ant icuerpo anti-CD40 ( o fragmento de l m ismo) que 
dirige los péptidos frente a aquellos de l os que se busca un aumento de l a respuesta inmunológica directamente a 
células de presentación de antígeno. 
 30 
Para identificar epítopos potencialmente eficaces como compuestos inmunogénicos, algunas predicciones de la 
unión del MHC solo son útiles pero a menudo insuficientes. La presente divulgación incluye métodos para identificar 
de f orma es pecífica l os epí topos d entro de ant ígenos que con m ayor probabilidad c onducirán a l a r espuesta 
inmunológica buscada par a l as fuentes es pecíficas de c élulas de p resentación de a ntígeno y  l infocitos T que 
responden. 35 
 
La pr esente d ivulgación permite un ensayo rápido y  f ácil para l a i dentificación de l os epítopos que con la mayor 
probabilidad van a producir la respuesta inmunológica deseada usando las células de presentación de antígenos del 
propio pa ciente y r epertorio de l infocitos T. L as c omposiciones y  m étodos de l a presente di vulgación se pue den 
aplicar a cualquier secuencia de proteínas, permitiendo que el usuario identifique los epítopos que son capaces de 40 
unirse a  MHC se pr esentan de f orma apr opiada a l infocitos T que r esponderán a l ant ígeno. Por consiguiente, la 
divulgación no se limita a ninguna diana ni afección médica en particular, sino que en su lugar incluye un epítopo o 
epítopos de MHC de cualquier fuente útil. 
 
Como se usa en el presente documento, el término "revestido" se refiere a un armazón de anticuerpo humanizado 45 
en el que los sitios de unión a antígeno o CDR obtenidos a partir de y cuerpos no humanos (por ejemplo, ratón, rata 
o hámster), se colocan en regiones marco conservadas estructurales de cadena pesada y ligera humanas (FR), por 
ejemplo, en un polinucleótido de cadena ligera o de cadena pesada para "injertar" la especificidad del anticuerpo no 
humano en un armazón humano. El vector o vectores de expresión de polinucleótido que expresan los anticuerpos 
revestidos pueden ser células de mamífero transfectadas para la expresión de anticuerpos humanos recombinantes 50 
que presentan la especificidad del antígeno del anticuerpo no humano y se someterán a modificaciones posteriores 
a la traducción que aumentarán su expresión, estabilidad, su utilidad, o combinaciones de las mismas. 
 
Antígenos. 
 55 
Algunos ejemplos de antígenos virales para su uso con la presente invención incluyen, pero no se limitan a, por 
ejemplo, VIH, VHC, CMV, adenovirus, retrovirus, picornavirus, etc. Un ejemplo no limitante de antígenos retrovirales 
como ant ígenos retrovirales de l os ant ígenos del v irus de  i nmunodeficiencia humana (VIH) tales como productos 
genéticos d e l os genes gag, pol , y env, la pr oteína Nef, Transcriptasa i nversa, y ot ros c omponentes de l V IH; 
antígenos virales de la hepatitis tales como las proteínas S, M, y L del virus de la hepatitis B, el antígeno pre-S del 60 
virus de la hepatitis B, y otras hepatitis, por ejemplo, hepatitis A, B, y C, componentes virales tales como ARN viral 
de l a hepatitis C ; antígenos virales de la gripe tales como hemaglutinina y neuraminidasa y o tros c omponentes 
virales de la gripe; antígenos virales del sarampión tales como la proteína de fusión del virus del sarampión y otros 
componentes del virus del sarampión; antígenos virales de la rubéola tales como las proteínas E1 y E2 y otros 
componentes del virus de la rubéola; antígenos de rotavirus, tales como VP7sc y otros componentes de rotavirus; 65 
antígenos de  c itomegalovirus t ales como la glicoproteína B de env oltura y otros c omponentes de ant ígeno de 
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citomegalovirus; antígenos del virus sincitial respiratorio tales como la proteína de fusión del RSV, la proteína M2 y 
otros componentes ant igénicos del  v irus s incitial r espiratorio; an tígenos v irales del h erpes simplex, t ales como 
proteínas inmediatas tempranas, glicoproteína D, y otros componentes antigénicos del virus del herpes simplex; 
antígenos virales de la varicela zóster, tales como gpI de, gpII, y otros componentes antigénicos virales de la varicela 
zóster; antígenos virales de la encefalitis japonesa, tales como las proteínas E, M-E, M-E-NS1, NS1, NS1-NS2A, E al 5 
80 %, y o tros componentes antigénicos v irales de l a encefalitis j aponesa; antígenos v irales de la r abia c omo 
glicoproteína de  l a r abia y  o tros componentes a ntigénicos del v irus de la r abia. V éase Fundamental V irology, 
Segunda Edición, eds. F ields, B . N. y Knipe, D. M. (Raven Press, New York, 1991) para ejemplos adicionales de 
antígenos virales. El al menos un antígeno viral pueden ser péptidos a partir de un adenovirus, retrovirus, 
picornavirus, virus de l herpes, ro tavirus, hantavirus, coronavirus, t ogavirus, f lavirvirus, r habdovirus, paramixovirus, 10 
ortomixovirus, buniavirus, arenavirus, reovirus, virus del papiloma, parvovirus, virus de la viruela, hepadnavirus, o 
virus es pongiforme. En c iertos e jemplos es pecíficos, no l imitantes, e l al m enos un antígeno v iral son p éptidos 
obtenidos a partir de al menos uno de virus de VIH, CMV, hepatitis A, B, y C, influenza, sarampión, polio, viruela, 
rubeola; sincitial respiratorio, herpes simplex, varicela zóster, virus de Epstein-Barr, encefalitis japonesa, rabia, gripe, 
y/o resfriado. 15 
 
En un as pecto, el uno o m ás de l os pé ptidos an tigénicos se s eleccionan en tre al m enos un o de : N ef ( 66-97): 
VGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGL (SEQ  I D NO: 148); N ef ( 116-145): 
HTQGYFPDWQNYTPGPGVRYPLTFGWLYKL (SEQ ID NO: 149); Gag p17 (17-35): EKI RLRPGGKKKYKLKHIV 
(SEQ I D NO: 150); G ag p17-p24 ( 253-284): N PPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILD (SEQ  I D NO: 151); o  Pol 20 
325-355 ( RT 158 -188) es: AIFQSSMTKILEPFRKQNPDIVIYQYMDDLY (SEQ  I D NO: 152). En un aspecto, los 
péptidos de pr oteína d e f usión se separan con uno o m ás conectores s eleccionados e ntre: 
SSVSPTTSVHPTPTSVPPTPTKSSP (SEQ  I D NO: 11); PT STPADSSTITPTATPTATPTIKG (SEQ  I D NO: 12); 
TVTPTATATPSAIVTTITPTATTKP (SEQ ID NO: 13); o TNGSITVAATAPTVTPTVNATPSAA (SEQ ID NO: 14). 
 25 
Algunas dianas ant igénicas que se pueden suministrar usando las vacunas de ant ígeno anti-CD40 de la presente 
invención incluyen genes que codifican antígenos tales como antígenos virales, antígenos bacterianos, antígenos 
fúngicos o ant ígenos parasitarios. Algunos agentes patógenos incluyen tripanosomas, tenias, lombrices, helmintos, 
malaria. A lgunos marcadores t umorales, t ales como ant ígeno f etal o a ntígeno e specífico de pr óstata, se pu eden 
dirigir de esta manera. Otros ejemplos incluyen: proteínas env del VIH y antígeno de superficie de la hepatitis B. La 30 
administración de un vector de acuerdo con la presente divulgación para fines de vacunación podría requerir que los 
antígenos asociados con vector sean lo suficientemente no inmunogénicos como para permitir la expresión a l argo 
plazo del  t ransgén, par a el que s e po dría de sear una r espuesta inmunológica intensa. E n al gunos casos, la 
vacunación de un individuo solamente puede ser necesaria con poca frecuencia, como cada año o cada dos años, y 
puede proporcionar protección inmunológica a largo plazo frente al agente infeccioso. Algunos ejemplos específicos 35 
de organismos, a lérgenos y  secuencias de ácidos nucleicos y aminoácidos para su uso en v ectores y  por úl timo, 
como antígenos con la presente invención se pueden encontrar en el documento de Patente de Estados Unidos n.º 
6.541.011, en particular, las tablas que emparejan organismos y secuencias específicas que se pueden usar con la 
presente invención. 
 40 
Algunos an tígenos b acterianos par a su u so c on l as v acunas d e ant ígeno ant i-CD40 des critos en e l pr esente 
documento incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, antígenos bacterianos, tales como toxina de Pertussis, 
hemaglutinina filamentosa, pertactina, F IM2, F IM3, aden ilato de ciclasa y  ot ros componentes ant igénicos de  
bacterias de Pertussis; antígenos bacterianos de difteria, tales como toxina o toxoide de difteria y otros componentes 
antigénicos de bacterias de difteria; antígenos bacterianos del tétanos tales como toxina o toxoide del tétanos y otros 45 
componentes antigénicos de bacterias del tétanos; antígenos bacterianos de estreptococos, tales como proteínas M 
y ot ros c omponentes antigénicos de ba cterias estreptocócicas; antígenos ba cterianos d e bac ilos gr am-negativos, 
tales como l ipopolisacáridos y  ot ros componentes antigénicos de bacterias gram-negativas, antígenos bacterianos 
de Mycobacterium tuberculosis, tales c omo ác ido m icólico, pr oteína 6 5 d e choque térmico ( HSP65), la proteína 
secretada pr incipal de 3 0 k Da, ant ígeno 85A  y  ot ros componentes antigénicos d e m icobacterias; componentes 50 
antigénicos de b acterias de  Helicobacter pylori; antígenos bacterianos neu mocócicos c omo n eumolisina, 
polisacáridos capsulares neumocócicos y otros componentes antigénicos de bacterias neumocócicas; antígenos 
bacterianos Haemophilus influenza tales c omo po lisacáridos capsulares y  ot ros componentes ant igénicos de  
bacterias de Haemophilus influenza; antígenos bacterianos del ántrax tales como antígeno protector el ántrax y otros 
componentes ant igénicos de bac terias del  ánt rax; ant ígenos bac terianos de Rickettsia tales c omo r ompA y ot ro 55 
componente antigénicos de  bacterias d e Rickettsia. Con los a ntígenos b acterianos descritos en el presente 
documento también se incluye cualquier otro antígeno de bacteria, micobacteria, micoplasma, rickettsia, o clamidia. 
Algunos agentes pat ógenos parciales o c ompletos también pueden ser: Haemophilus influenzae; Plasmodium 
falciparum; Neisseria meningitidis; Streptococcus pneumoniae; Neisseria gonorrhoeae; tifus de s erotipo de 
Salmonella; Shigella; Vibrio cholerae; Fiebre del Dengue; Encefalitis; Encefalitis japonesa; enfermedad de Lyme; 60 
Yersinia pestis; virus del Nilo occidental; fiebre amarilla; tularemia; hepatitis (vírica; bacteriana); RSV (virus sincitial 
respiratorio); HPIV 1 y HPIV 3; adenovirus; viruela; alergias y cánceres. 
 
Algunos an tígenos f úngicos p ara s u u so con l as c omposiciones y  m étodos de l a i nvención incluyen, p ero no se 
limitan a, por ejemplo, componentes antígeno fúngico de Candida; antígenos fúngicos de Histoplasma tales como la 65 
proteína 60 de c hoque t érmico ( Hsp60) y  ot ros c omponentes de ant ígeno f úngico d e Histoplasma; an tígenos 
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fúngicos criptocócicos tales como polisacáridos capsulares y  ot ros componentes de antígeno fúngico criptocócico; 
antígenos fúngicos de Coccidiodes tales como antígenos esferulares y ot ros componentes de antígeno fúngico de 
Coccidiodes; y  antígenos f úngicos de tiña t ales c omo tricofitina y  ot ros componentes de ant ígeno f úngico de  
Coccidiodes. 
 5 
Algunos ejemplos de protozoos y otros antígenos parasitarios incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, antígenos 
de Plasmodium falciparum tales como antígenos de superficie de merozoítos, antígenos de superficie de 
esporozoítos, a ntígenos de circumsporozoíto, ant ígenos de s uperficie de gam etocitos/gametos, antígeno p f 
155/RESA de estadio en sangre y  otros componentes antigénicos de p lasmodios; antígenos de Toxoplasma tales 
como SAG -1, p30 y  ot ros c omponentes ant igénicos de toxoplasma; a ntígenos de esquistosomas tales c omo 10 
glutatión-S-transferasa, par amiosina, y  ot ros componentes an tigénicos de esquistosomas; antígeno p rincipal de  
Leishmania y ot ros an tígenos de Leishmania tales co mo gp63, l ipofosfoglicano y s u proteína as ociada y  ot ros 
componentes antigénicos de Leishmania; antígenos de Trypanosoma cruzi tales como el antígeno de 75-77 kDa, el 
antígeno de 56 kDa y otros componentes antigénicos de tripanosomas. 
 15 
El antígeno que se puede dirigir usando las vacunas de antígeno anti-CD40 de la presente invención por lo general 
se seleccionará basándose en una serie de factores, que incluyen: probabilidad de internalización, nivel de 
especificidad de células inmunológicas, tipo de célula inmunológica dirigida, nivel de maduración y/o activación de 
célula inmunológica y similares. En esta realización, los anticuerpos pueden ser anticuerpos mono- o biespecíficos 
que incluyen un dominio de uni ón anti-CD40 y  un d ominio de  uni ón frente a  un segundo a ntígeno, por  ejemplo, 20 
marcadores de superficie celular para células dendríticas tales como, MHC de clase I, MHC de Clase II, B7-2, CD18, 
CD29, CD31, CD43, CD44, CD45, CD54, CD58, CD83, CD86, CMRF-44, CMRF-56, DCIR y/o Dectina-1 y similares; 
aunque en algunos casos también con la ausencia de C D2, CD3, CD4, CD8, CD14, CD15, CD16, CD 19,  CD20, 
CD56, y /o C D57. Algunos ej emplos de m arcadores de s uperficie c elular para células p resentadoras de a ntígeno 
incluyen, pero no se limitan a, MHC de clase I, MHC de clase II, CD45, B7-1, B7-2, receptor de IFN-γ y receptor de 25 
IL-2, receptor de ICAM-1 y/o Fcγ. Algunos ejemplos de marcadores de superficie celular para linfocitos T incluyen, 
pero no se limitan a, CD3, CD4, CD8, CD 14, CD20, CD11b, CD16, CD45 y HLA-DR. 
 
Algunos antígenos diana en superficies celulares para suministro incluyen los característicos de antígenos tumorales 
que por lo general se obtienen a par tir de la superficie celular, citoplasma, núcleo, orgánulos y similares de células 30 
de tejido tumoral. Algunos ejemplos de dianas tumorales para la parte de anticuerpo de la presente invención 
incluyen, pero no se limitan a, cánceres hematológicos tales como leucemias y linfomas, tumores neurológicos tales 
como as trocitomas o gl ioblastomas, melanoma, c áncer de mama, cáncer de p ulmón, cáncer de cabeza y  c uello, 
tumores gastrointestinales, tales como cáncer gástrico o de colon, cáncer de hígado, cáncer de páncreas, tumores 
genitourinarios tales cáncer de cuello uterino, útero, cáncer de ovario, cáncer vaginal, cáncer testicular, cáncer de 35 
próstata o cáncer de pene, tumores óseos, tumores vasculares, o cánceres del labio, nasofaringe, faringe y cavidad 
oral, esófago, recto, vesícula biliar, árbol biliar, laringe, pulmón y bronquios, vejiga, riñón, cerebro y otras partes del 
sistema nervioso, tiroides, enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, mieloma múltiple y leucemia. 
 
Algunos ejemplos de antígenos que se pueden suministrar solos o en combinación con células inmunológicas para 40 
la presentación de antígenos usando la presente invención incluyen proteínas tumorales, por e jemplo, oncogenes 
mutados; proteínas virales asociadas con tumores; y mucinas y glicolípidos tumorales. Los  ant ígenos pueden ser 
proteínas virales asociadas con tumores que podrían ser las de las clases de virus indicados anteriormente. Ciertos 
antígenos pueden ser c aracterísticos de algunos tumores (siendo un s ubconjunto pr oteínas nor malmente no 
expresadas por una c élula precursora tumoral), o  pueden ser una pr oteína que normalmente se expresa en una 45 
célula precursora tumoral, pero que tiene una característica de mutación de un tumor. Otros antígenos incluyen 
variante o variantes mutantes de l a proteína normal que tiene una actividad o distribución subcelular alteradas, por 
ejemplo, mutaciones de genes que dan lugar a antígenos tumorales. 
 
 Algunos ejemplos no limitantes específicos de antígenos tumorales para su uso en una vacuna de proteína de 50 
fusión ant i-CD40 i ncluyen, por ej emplo, CEA, antígeno e specífico de pr óstata (PSA), H ER-2/neu, BAG E, G AGE, 
MAGE 1-4, 6 y 12, MUC (Mucina) (por ejemplo, MUC-1, MUC-2, etc.), gangliósidos GM2 y GD2, ras, myc, tirosinasa, 
MART (antígeno de melanoma), Pmel 17( gp100), secuencia de GnT-V intrón V (secuencia de N-
acetilglucoaminiltransferasa V intrón V), Ca psm de Próstata, PRAME (antígeno de melanoma), β-catenina, MUM-1-
B (producto genético mutado ubicuo de melanoma), 1 de GAGE (antígeno de melanoma), MAGE, 2-10 de BAGE 55 
(antígeno de  m elanoma), c -ERB2 ( Her2/neu), D AGE, 1-6 de EBNA ( antígeno nu clear del V irus de  Epstein-Barr), 
gp75, E6 y  E 7 del  v irus del  papiloma humano (HPV), p 53, proteína de r esistencia pulmonar (LRP), Bc l-2, Ki -67, 
Ciclina B1, gp100, Survivina, y NYESO-1. 
 
Además, l a m olécula inmunogénica p uede ser u n aut oantígeno involucrado en el i nicio y /o propagación de una 60 
enfermedad autoinmunitaria, la patología de la misma se debe en gran parte a la actividad de algunos anticuerpos 
específicos para una molécula expresada por el órgano, tejido, o células diana pertinente, por ejemplo, SLE o MG. 
En tales enfermedades, puede ser deseable dirigir una respuesta inmunológica mediada por anticuerpo en curso (es 
decir, una de tipo Th2) al autoantígeno relevante hacia una respuesta inmunitaria celular (es decir, una de tipo Th1). 
Como al ternativa, pue de s er des eable pr evenir l a apar ición de o di sminuir e l ni vel d e una r espuesta de Th2 al  65 
autoantígeno en un sujeto que no tiene, pero de q ue s e s ospecha qu e es susceptible a, la enfermedad 
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autoinmunitaria relevante induciendo de forma profiláctica una respuesta de Th1 al autoantígeno apropiado. Algunos 
autoantígenos de interés incluyen, pero no s e limita: (a) con respecto a SLE, la proteína Smith, ribonucleoproteína 
RNP, y las proteínas SS-A y SS-B; y (b) con respecto a MG, el receptor de acetilcolina. Algunos ejemplos de otros 
antígenos diversos implicados en uno o más tipos de respuesta autoinmunitaria incluyen, por ejemplo, hormonas 
endógenas tales como hormona luteinizante, hormona estimulante folicular, testosterona, hormona de crecimiento, 5 
prolactina y otras hormonas. 
 
En las composiciones y métodos de la invención se pueden usar algunos antígenos involucrados en enfermedades 
autoinmunitarias, a lergia y  r echazo a  i njerto. P or ejemplo, en l a pr esente invención s e pued e u sar un a ntígeno 
implicado en una cualquiera o más de las siguientes enfermedades o trastornos autoinmunitarios: diabetes, diabetes 10 
mellitus, artritis (incluyendo artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, osteoartritis, artritis psoriática), esclerosis 
múltiple, miastenia gravis, lupus sistémico eritematoso, tiroiditis autoinmune, dermatitis (incluyendo dermatitis atópica 
y dermatitis eccematosa), psoriasis, síndrome de Sjogren, incluyendo queratoconjuntivitis seca secundaria al 
Síndrome de S jogren, alopecia ar eata, r espuestas al érgicas de bidas a r eacciones d e picaduras de  ar trópodos, 
enfermedad de Crohn, úlcera af tosa , i ritis, conjuntivitis, queratoconjuntivitis, colitis ulcerosa, asma, asma alérgica, 15 
lupus eritematoso cutáneo, esclerodermia, vaginitis, proctitis, erupciones por fármacos, reacciones de reversión de la 
lepra, er itema nod oso l eproso, uv eítis aut oinmunitaria, enc efalomielitis al érgica, e ncefalopatía h emorrágica 
necrotizante aguda, pérdida de audición neurosensorial progresiva bilateral idiopática, anemia aplásica, anemia de 
glóbulos rojos pura, trombocitopenia idiopática, policondritis, granulomatosis de W egener, hepatitis activa crónica, 
síndrome de  S tevens-Johnson, es prúe i diopático, l iquen plano, e nfermedad d e C rohn, of talmopatía d e G raves, 20 
sarcoidosis, cirrosis biliar primaria, uveítis posterior, y fibrosis pulmonar intersticial. Algunos ejemplos de antígenos 
implicados en la enfermedades auto inmunitarias incluyen ácido glutámico decarboxilasa 65 (GAD 65), ADN nativo, 
proteína básica de mielina, proteína proteolipídica de mielina, componentes del receptor de acetilcolina, tiroglobulina, 
y el receptor de la hormona estimulante de tiroides (TSH). 
 25 
Algunos ejemplos de antígenos implicados en alergia incluyen antígenos de polen, tales como antígenos de polen de 
cedro japonés, antígenos de polen de ambrosía, antígenos de polen de césped inglés, antígenos obtenidos a partir 
de animales tales como antígenos de los ácaros del polvo y antígenos de felino, antígenos de histocompatibilidad, y 
penicilina y otros fármacos terapéuticos. Algunos ejemplos de antígenos implicados en el rechazo a injerto incluyen 
componentes ant igénicos del i njerto a t rasplantar en e l r eceptor del  injerto, t ales como c orazón, pulmón, hígado, 30 
páncreas, riñón, y los componentes de injerto neuronal. El antígeno puede ser un ligando de péptido alterado útil en 
el tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria. 
 
Los expertos e n l a m ateria o bservaran qu e l a s ecuencia de c ualquier m olécula ef ectora de  pr oteína ose p uede 
alterar de una manera tal que no influye sustancialmente en las ventajas funcionales de la proteína efectora. Por 35 
ejemplo, por lo general se considera que glicina y alanina se pueden intercambiar al igual que el ácido aspártico y el 
ácido glutámico y l a asparagina y l a glutamina. Un ex perto en l a materia r econocerá que m uchas v ariaciones 
diferentes de secuencias efectoras modificarán efectores con aproximadamente la misma actividad que el efector 
nativo. La molécula efectora y el anticuerpo se pueden conjugar con medios químicos o con medios recombinantes 
como se ha des crito anteriormente. Algunas modificaciones químicas incluyen, por ejemplo, derivatización para l a 40 
finalidad de unir la molécula efectora y el anticuerpo entre sí, ya sea directamente o a través de un compuesto de 
unión, con métodos que se conocen bien en la técnica de química de proteínas. Con los anticuerpos humanizados 
de la presente invención se pueden usar medios de unión tanto covalentes como no covalentes. 
 
El procedimiento para unir una molécula efectora a un anticuerpo variará de acuerdo con la estructura química del 45 
resto a unir al anticuerpo. Por lo general, algunos polipéptidos contienen una diversidad de grupos funcionales; por 
ejemplo, grupos ácido c arboxílico (COOH), amina l ibre (--NH2) o  s ulfhidrilo (--SH), que están di sponibles para 
reacción c on un gr upo f uncional ad ecuado en  un ant icuerpo para dar  c omo r esultado l a un ión de  l a m olécula 
efectora. Como alternativa, el anticuerpo se puede privatizar para exponerse o unirse a grupos funcionales reactivos 
adicionales, por ej emplo, mediante u nión d e cualquiera d e un a serie d e moléculas c onectoras t ales como las 50 
disponibles en Pierce Chemical Company, Rockford Ill. 
 
El c onector es capaz de  f ormar e nlaces covalentes t anto c on el an ticuerpo como c on molécula e fectora. Los 
expertos en la materia conocen bien algunos conectores adecuados e incluyen, pero no se limitan a, conectores de 
carbono de cadena l ineal o r amificada, conectores de carbono heterocíclicos, o  conectores peptídicos. Cuando el 55 
anticuerpo y la molécula efectora son polipéptidos, los conectores se pueden unir a los aminoácidos constituyentes a 
través de sus grupos laterales (por ejemplo, a través de una unión con puente disulfuro a cisteína). Sin embargo, en 
una r ealización preferente, los c onectores s e uni rán a l os gr upos am ino y  c arboxilo del  c arbono alfa de l os 
aminoácidos terminales. 
 60 
En algunas circunstancias, es deseable liberar la molécula efectora del anticuerpo cuando el inmunoconjugado ha 
alcanzado su s itio diana. Por lo tanto, en e stas c ircunstancias, algunos inmunoconjugados comprenderán uniones 
que se pueden escindir en la proximidad del sitio diana. La escisión del conector para liberar la molécula efectora del 
anticuerpo se p uede pr ovocar m ediante a ctividad o condiciones enz imáticas a las q ue s e somete e l 
inmunoconjugado ya sea dentro de la célula diana o en la proximidad del sitio día. Cuando el sitio diana es un tumor, 65 
se pu ede u sar un c onector q ue s e pueda e scindir en c ondiciones pr esentes en e l s itio del  t umor (por ej emplo, 
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cuando se expone a enzimas asociadas con tumor o pH ácido). 
 
Algunas modificaciones químicas a modo de ejemplo de molécula efectora y el anticuerpo de la presente invención 
también incluyen derivatización con pol ietilenglicol (PEG) para prolongar el tiempo de permanencia en el s istema 
circulatorio y reducir la inmunogenicidad, de acuerdo con métodos bien conocidos (véase por ejemplo, Lisi, et al., 5 
Applied Biochem. 4:19 (1982); Beauchamp, et al., Anal Biochem. 131:25 (1982); y Goodson, et al., Bio/Technology 8: 
343 (1990)). 
 
La presente invención contempla vacunas para su uso en realizaciones de inmunización tanto activa como pasiva. 
Algunas c omposiciones i nmunogénicas, que s e pr oponen c omo adecuadas p ara s u u so c omo u na v acuna, se 10 
pueden pr eparar de una m anera m ás f ácil directamente a par tir de pépt idos es timulantes de l infocitos T  
inmunogénicos preparados d e una m anera de svelada en  el  pr esente do cumento. E l m aterial de v acunación s e 
dializa am pliamente para r etirar moléculas de  peso m olecular pe queño no de seadas y/o liofilizar p ara una 
formulación más fácil en un vehículo deseado. En cierta realización de la presente invención, las composiciones y 
métodos de la presente invención se usan para fabricar una vacuna celular, por ejemplo, la parte de unión a anti-15 
CD40 de s uministro de an tígeno d el anticuerpo se us a para dirigir el ant ígeno o antígenos a  una c élula de  
presentación de ant ígeno, que a continuación "carga" el antígeno en pr oteínas de MHC para presentación. Por lo 
tanto, la vacuna celular es la célula de presentación de antígeno que se ha cargado usando las composiciones de la 
presente invención para generar células de presentación de antígeno cargadas con antígeno. 
 20 
Cuando la vacuna es la propia proteína de unión anti-CD40, por ejemplo, un anticuerpo completo o f ragmentos del 
mismo, entonces estos " principios activos" se pueden preparar en v acunas usan los métodos comprendidos en la 
técnica, por ej emplo, los do cumentos d e P atente de E stados U nidos n. ºs U4.608.251; 4.601.903; 4.599.231; 
4.599.230; y 4.578,770. Por lo general, tales vacunas se preparan como agentes inyectables, por ejemplo, como 
soluciones o suspensiones líquidas o formas sólidas adecuadas para volver a suspender en líquido antes de la 25 
inyección. La preparación también se puede emulsionar. El principio inmunogénico activo a menudo se mezcla con 
excipientes, que son f armacéuticamente a ceptables y  c ompatibles c on el  pr incipio a ctivo. Algunos ex cipientes 
adecuados son, por ejemplo, agua, solución salina, dextrosa, glicerol, etanol, o similares y combinaciones de los 
mismos. Además, si se desea, la vacuna puede contener cantidades menores de sustancias auxiliares tales como 
agentes de humectación o emulsión, agentes de tamponamiento del pH, o adyuvantes, que aumentan la eficacia de 30 
las vacunas. 
 
Las vacunas se administran de una manera compatible con la formulación de dosificación, y en una cantidad de 
modo que sea terapéuticamente eficaz e inmunogénica. La cantidad a administrar depende del sujeto a tratar, 
incluyendo, por ejemplo, la capacidad del sistema inmunitario del individuo para generar una respuesta inmunitaria. 35 
Algunas cantidades precisas de células o principio activo requeridas para su administración dependen del criterio del 
experto. Sin embargo, algunos intervalos de dosificación adecuados son del orden de unos pocos miles de células 
(hasta m illones de c élulas) para vacunas c elulares. Para v acunas convencionales d e epítopo o suministro d e 
epítopo, entonces la vacuna puede tener varios cientos de microgramos de principio activo por vacunación. Algunos 
regímenes adecuados para administración inicial y dosis de refuerzo también son variables, pero se simbolizan con 40 
una administración inicial seguido de inoculaciones posteriores u otras administraciones. 
 
El modo de aplicación puede variar ampliamente, sin embargo, con mayor probabilidad ciertas realizaciones en el 
presente documento se administrarán por v ía i ntravenosa o en el  s itio de un t umor o infección directamente. En 
cualquier caso, se puede aplicar cualquiera de los métodos convencionales para administración de una vacuna. La 45 
dosificación de la vacuna dependerá de la vía de administración y variará de acuerdo con el tamaño del hospedador. 
 
En muchos casos, será deseable tener múltiples administraciones de la vacuna, por ej emplo, de cuatro a seis 
vacunaciones proporcionadas de forma semanal o cada dos semanas. Un régimen de vacunación normal a menudo 
se producirá en intervalos de dos a doce semanas o en intervalos de tres a seis semanas. Pueden ser deseables 50 
refuerzos periódicos a i ntervalos de  1-5 años, normalmente t res año s, para m antener ni veles pr otectores de la 
respuesta inmunitaria o después de una probabilidad de una remisión o nueva infección. El curso de la inmunización 
puede i r seguido de  en sayos par a, por ej emplo, activación de  l infocitos T, secreción de c itoquinas o i ncluso 
producción de anticuerpos, realizada lo más habitualmente in vitro. Estos ensayos de respuesta inmunitaria se 
conocen bi en y s e pu eden encontrar en un a gr an diversidad de patentes y co mo s e ens eña e n el  presente 55 
documento. U na v acuna de l a pr esente i nvención se puede pr oporcionar en una o más "dosis un itarias" 
dependiendo de si se usan los vectores de ácido nucleico, las proteínas purificadas f inales, o la forma de v acuna 
final. Se define que la dosis unitaria contiene una cantidad determinada previamente de la composición terapéutica 
calculada para producir las respuestas deseadas en asociación con su administración, es decir, la ruta apropiada y 
el r égimen de t ratamiento. La c antidad para administrar, y l a r uta y  f ormulación en par ticular, están dentro de l a 60 
experiencia de los expertos en las técnicas clínicas. El sujeto a t ratar también se puede evaluar, en particular, el 
estado del sistema inmunitario del sujeto y la protección deseada. La administración de una dosis unitaria como una 
sola inyección no es  necesaria pero puede incluir infusión continua durante un per iodo de t iempo establecido. La 
dosis unitaria de l a pr esente i nvención se puede describir d e f orma c onveniente en  t érminos de ADN/kg (o  
proteína/Kg) de peso corporal, con intervalos entre aproximadamente 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25, 0,5, 1, 10, 50, 100, 65 
1.000 o más mg/ADN o proteína/kg de peso corporal que se administran. 
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De forma análoga, la cantidad de vacuna de antígeno anti-CD40 suministrada puede variar de aproximadamente 0,2 
a aproximadamente 8,0 mg/kg de peso corporal. Por lo tanto, en realizaciones en particular, 0,4 mg, 0,5 mg, 0,8 mg, 
1,0 mg, 1,5 mg, 2,0 mg, 2,5 mg, 3,0 mg, 4,0 mg, 5,0 mg, 5,5 mg, 6,0 mg, 6,5 mg, 7,0 mg y 7,5 mg de la vacuna se 
pueden suministrar a un individuo in vivo. La dosificación de la vacuna a administrar dependen una gran medida del 
peso y la condición física del sujeto que se está tratando así como de la vía de administración y la frecuencia del 5 
tratamiento. Una composición farmacéutica que incluye un polinucleótido desnudo unido previamente a un vector de 
suministro liposomal o viral se puede administrar en cantidades que varían de 1 µg a 1 mg de polinucleótido con 
respecto a de 1 µg a 100 mg de proteína. Por l o t anto, algunas composiciones en particular pueden incluir entre 
aproximadamente 1 µg, 5  µg, 1 0 µg, 2 0 µg, 3 0 µg, 4 0 µg, 5 0 µg, 6 0 µg, 7 0 µg, 8 0 µg, 100  µg, 150  µg, 200  µg, 
250 µg, 50 0 µg, 60 0 µg, 700 µg, 800  µg, 90 0 µg o 1.000 µg de pol inucleótido o pr oteína que se une de f orma 10 
independiente a 1 µg, 5 µg, 10 µg, 20 µg, 30 µg, 40 µg, 50 µg, 60 µg, 70 µg, 80 µg, 100 µg, 150 µg, 200 µg, 250 µg, 
500 µg, 600 µg, 700 µg, 800 µg, 900 µg, 1  mg, 1.5 mg, 5  mg, 10 mg, 20  mg, 30 mg, 40 mg, 50 mg, 60 mg, 70 mg, 
80 mg, 90 mg o 100 mg de vector. 
 
Algunos ant icuerpos de la presente invención se pueden unir opcionalmente preforma covalente o no covalente a 15 
una etiqueta detectable. Algunas et iquetas det ectables para un  u so de este t ipo incluyen cualquier composición 
detectable con m étodos espectrosctópicos, fotoquímicos, bioquímicos, inmunoquímicos, eléctricos, ópticos o 
químicos. Algunas etiquetas útiles en la presente invención incluyen perlas magnéticas (por ejemplo, DYNABEADS), 
colorantes fluorescentes (por ejemplo, isotiocianato de fluoresceína, rojo Texas, rodamina, proteína fluorescente de 
color verde, y similares), radioetiquetas (por ejemplo, 3H, 125I, 35S, 14C, o 32P), enzimas (por ejemplo, peroxidasa de 20 
rábano picante, fosfatasa alcalina y otras usadas comúnmente en un ELISA), y etiquetas colorimétricas tales como 
oro coloidal o perlas de vidrio o plástico coloreadas (por ejemplo, poliestireno, polipropileno, látex, etc.). 
 
Los expertos c on experiencia en l a m ateria conocen bi en al gunos métodos par a detectar tales etiquetas. Por l o 
tanto, por ejemplo, algunas radioetiquetas se pueden detectar usando película fotográfica o contadores de centelleo, 25 
algunos m arcadores fluorescentes se pueden detectar usando un fotodetector para detectar iluminación emitida. 
Algunas etiquetas enzimáticas por lo general se detectan proporcionando la enzima con un sustrato y detectando el 
producto de r eacción pr oducido por  l a ac ción de l a enz ima en el  s ustrato, y al gunas e tiquetas colorimétricas se 
detectan simplemente visualizando la etiqueta coloreada. 
 30 
Las c omposiciones de anticuerpo y/o inmunoconjugado de la presente invención son par ticularmente útiles para 
administración parenteral, tal como administración intravenosa o administración en una cavidad corporal. Las 
composiciones para administración normalmente comprenderán una solución de l ant icuerpo y/o inmunoconjugado 
disuelto en un  v ehículo f armacéuticamente ac eptable, preferentemente un vehículo ac uoso. Se pue de usar un a 
diversidad de vehículos acuosos, por ejemplo, solución salina tamponada y similares. Estas soluciones son estériles 35 
y por l o gener al l ibres de material no d eseado. E stas c omposiciones s e pu eden esterilizar con t écnicas d e 
esterilización bi en c onocidas, c onvencionales. E stas composiciones pueden contener sustancias auxiliares 
farmacéuticamente aceptables si fuera necesario para aproximar las condiciones fisiológicas tales como ajuste del 
pH y agentes de tamponamiento, agentes para ajuste de la toxicidad y similares, por ejemplo, acetato sódico, cloruro 
sódico, cloruro potásico, cloruro cálcico, lactato sódico y similares. La concentración de proteína de fusión en estas 40 
formulaciones puede v ariar a mpliamente, y s e s eleccionará pr incipalmente basándose en v olúmenes de  f luido, 
viscosidad es, peso corporal y similares de acuerdo con el modo de administración en particular seleccionado y las 
necesidades del paciente. 
 
Por l o t anto, una c omposición de inmunoconjugado f armacéutico hab itual de l a pr esente invención para 45 
administración i ntravenosa sería de apr oximadamente 0 ,1 a 10 mg por pa ciente a l día. Se pueden us ar 
dosificaciones de 0,1 hasta aproximadamente 100 mg por pac iente al  día. Algunos métodos reales para preparar 
composiciones que s e pued en adm inistrar s erán c onocidos o ev identes par a l os ex pertos en l a materia y s e 
describen con más detalle en  publ icaciones t ales c omo REMINGTON’S PH ARMACEUTICAL SC IENCE, 1 9ª ED., 
Mack Publishing Company, Easton, Pa. (1995). 50 
 
Las composiciones de la presente invención se pueden administrar para tratamientos terapéuticos. En aplicaciones 
terapéuticas, las composiciones se administran a un paciente que padece una enfermedad, en una c ándida 
suficiente para curar o al menos detener parcialmente la enfermedad y sus complicaciones. Una cantidad adecuada 
para conseguir esto se define como una "dosis terapéuticamente eficaz". Algunas cantidades eficaces para este uso 55 
dependerán de la gravedad de la enfermedad que el estado general de la salud del paciente. Una cantidad eficaz del 
compuesto es la que proporciona un alivio subjetivo de un síntoma(s) o una mejora que se puede identificar de forma 
objetiva tal como lo indica el médico u otro observador cualificado. 
 
Las administraciones individuales o múltiples de las composiciones se administran dependiendo de la dosificación y 60 
la f recuencia s i f uera n ecesario y  son t oleradas por  el  pac iente. en cualquier c aso, l a c omposición deber ía 
proporcionar una cándida suficiente de las proteínas de la presente invención para tratar de forma eficaz al paciente. 
Preferentemente, l a dosificación se a dministra una vez pero s e p uede apl icar de f orma per iódica ha sta que se 
consigue un resultado terapéutico o hasta que los efectos secundarios garantizan la interrupción de la terapia. Por lo 
general, l a d osis es  suficiente par a t ratar m ejorar síntomas o s ignos d e enf ermedad s in producir t oxicidad 65 
inaceptable al paciente.  
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Algunas f ormulaciones parenterales d e l iberación c ontrolada que l as c omposiciones d e i nmunoconjugado de la 
presente invención se pueden preparar como implantes, inyecciones oleosas, o como sistemas de partículas. Para 
una amplia v isión de  c onjunto d e sistemas d e s uministro de proteínas véase, B anga, A . J., T HERAPEUTIC 
PEPTIDES AND PROTEINS: FORMULATION, PROCESSING, AND DELIVERY SYSTEMS, Technomic Publishing 
Company, I nc. Lancaster, P a., ( 1995). Algunos s istemas de par tículas incluyen microesferas, micropartículas, 5 
microcápsulas, nanocápsulas, nanoesferas, y nanopartículas. Algunas microcápsulas contienen la proteína 
terapéutica como un núcleo central. En las microesferas, el agente terapéutico se dispersa a través de la partícula. 
Las partículas, microesferas, y microcápsulas con un tamaño inferior a aproximadamente 1 µm por lo general se 
denominan nanopartículas, nanoesferas, y nanocápsulas, respectivamente. Algunos capilares tienen un diámetro de 
aproximadamente 5 µm  de modo q ue s olamente l as n anopartículas se adm inistran po r v ía i ntravenosa. Algunas 10 
micropartículas por lo general tienen un diámetro de aproximadamente 100 µm y se administran por vía subcutánea 
o por vía intramuscular.  
 
Se pueden usar polímeros para liberación controlada por ión de composiciones de inmunoconjugado de la presente 
invención. En la técnica se conocen diversas matrices poliméricas degradables y no degradables para su uso en 15 
administración farmacológica c ontrolada (Langer, R., Accounts Chem. Res. 26: 537-542 (1993)). Por ejemplo, el 
copolímero en bl oque, poloxamer 407® existe co mo un líquido v iscoso a unque m óvil a bajas temperaturas pero 
forma un g el s emisólido a t emperatura c orporal, la hidroxiapatita, que  se ha u sado c omo un  microvehículo par a 
liberación controlada de proteínas y/o liposomas, se puede usar para liberación controlada así como para dirección 
del fármaco del fármaco en forma de c ápsulas lipídicas. Se conocen numerosos sistemas adicionales para 20 
administración controlada de  pr oteínas t erapéuticas. Véanse, por e jemplo, los do cumentos de P at. d e E stados 
Unidos n.ºs 5.055.303, 5.188.837, 4.235.871, 4.501.728, 4.837.028 4.957.735 y 5.019.369, 5.055.303; 5.514.670; 
5.413.797; 5.268.164; 5.004.697; 4.902.505; 5.506.206, 5.271.961; 5.254.342 y 5.534.496.  
 
Entre los diversos usos de los anticuerpos de la divulgación se incluyen una diversidad de patologías causadas por 25 
células humanas específicas. Por ej emplo, para una versión humanizada del anticuerpo anti-CD40_12E12.3F3 de 
ratón (n.º de Registro en la ATCC PTA-9854), anti-CD40_12B4.2C10 (n.º de Depósito HS446, n.º de Registro en la 
ATCC _), and anti-CD40_11B6.1C3 (n.º de Depósito HS440, n.º de Registro en la ATCC _), anticuerpos desvelados 
en el presente documento, una aplicación para anticuerpos es el tratamiento, puesta en contacto, formación de 
imágenes, activación o desactivación de células que expresan CD40. 30 
 
En otra realización, la presente invención proporciona kits para el suministro de antígenos, por ejemplo, CD40 o un 
fragmento inmunorreactivo del mismo, conjugados o en forma de una proteína de fusión con uno o más epítopos de 
linfocitos T o linfocitos B. Una "muestra biológica", como se usa en el presente documento, es una muestra de tejido 
o fluido biológico que contiene el antígeno. Las muestras de este tipo incluyen, pero no se limitan a, tejido de biopsia, 35 
sangre, y c élulas s anguíneas (por ej emplo, glóbulos bl ancos). Preferentemente, las células s on l infocitos, por 
ejemplo, células dendríticas. Las muestras biológicas también incluyen secciones de tejidos, tales como secciones 
congeladas t omadas para f ines hi stológicos. Una m uestra bi ológica por  l o gen eral se obtiene de u n or ganismo 
eucariota pluricelular, preferentemente un m amífero tal como rata, ratón, vaca, perro, c obaya, o conejo, y más 
preferentemente un primate, tal como un macaco, chimpancé, o ser humano. Más preferentemente, la muestra es de 40 
un ser humano. Los anticuerpos de la invención también se pueden usar in vivo, por ejemplo, como una herramienta 
de diagnóstico para formación de imágenes in vivo. 
 
Algunos kits por lo general comprenderán una secuencia de ácidos nucleicos que codifica un anticuerpo de la 
presente invención (o fragmento del mismo) con una o más partes de armazón o múltiples sitios de clonación en el 45 
extremo carboxi-terminal en el que se pueden insertar las secuencias de codificación para uno o más antígenos. En 
algunas realizaciones de la divulgación, el anticuerpo será un fragmento de Fv anti-CD40 humanizado, tal como un 
fragmento de scFv o dsFv. Además los kits por lo general incluirán materiales con instrucciones que desvelan 
métodos par a u so de un a nticuerpo de l a pr esente invención (por ej emplo, para s u c arga en células de ndríticas 
antes de inmunización con las células dendríticas, que pueden ser células dendríticas autólogas). Los kits también 50 
pueden incluir componentes adicionales para facilitar la aplicación en p articular para la que se diseña el kit. Por lo 
tanto, por e jemplo, el kit además pued e c ontener m étodos pa ra det ectar la et iqueta (por ej emplo, sustratos 
enzimáticos par a et iquetas enzimáticas, conjuntos de filtros p ara d etectar et iquetas f luorescentes, etiquetas 
secundarias a propiadas tales c omo HRP anti-ratón de ov eja, o  similares). Los kits pueden i ncluir a dicionalmente 
tampones u ot ros reactivos usados de forma rutinaria para la práctica de un método en particular. Los kits de este 55 
tipo y contenidos apropiados son bien conocidos por los expertos en la materia. 
 
En otro conjunto de usos para la invención, los anticuerpos dirigidos por anticuerpos de la invención se pueden usar 
para e liminar células di rigidas a par tir d e una población de c élulas e n c ultivo. Por ej emplo, si una pobl ación 
específica de linfocitos T es preferente, los anticuerpos de la presente invención se pueden usar para enriquecer una 60 
población de linfocitos T que tenga el efecto o puesto de la respuesta inmune en curso. Por lo tanto, por ejemplo, las 
células cultivadas a partir de un paciente con un cáncer se pueden eliminar de células cancerosas proporcionando al 
paciente células dendríticas que se cargaron con antígeno usando los anticuerpos de la invención como un resto de 
dirección par a l os a ntígenos que d esencadenarán u na r espuesta i nmune f rente a l cáncer, virus u otro age nte 
patógeno. De forma análoga, los anticuerpos se pueden usar para aumentar la población de linfocitos T reguladores 65 
o di rigir l a r espuesta i nmune hac ia o alejarla d e una r espuesta de linfocitos T citotóxicos o  incluso dirigir una 
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respuesta de linfocitos B. 
 
anti-CD40_12E12.3F3 
 

anti-CD40_12E12.3F3_H-V-hIgG4H-C - la región subrayada muestra la secuencia de aminoácidos de la 5 
región V de la cadena Pesada: 

 

 
 

anti-CD40_12E12.3F3_K-V-hIgGK-C - la región subrayada muestra la secuencia de aminoácidos de la región V 10 
de la cadena Ligera 

 

 
 

anti-CD40_12B4.2C10 15 
 

Cadena Pesada de anti-CD40_12B4.2C10: 
 

 
 20 

Cadena Ligera de anti-CD40_12B4.2C10: 
 

 
 

Cadena Ligera de anti-CD40_12B4.2C10 - clon alternativo (17K6) 25 
 

 
 

anti-CD40_11B6.1C3  
Cadena Pesada de anti-CD40_11B6.1C3: 30 
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Cadena Ligera de anti-CD40_11B6.1C3: 
 

 
 

[anti-CD40_12E12.3F3_H-V-hIgG4H-C] - la región subrayada muestra la secuencia de aminoácidos de la 5 
región V de la cadena Pesada: 
 

 
 

[anti-CD40_12E12.3F3_K-V-hIgGK-C] - la región subrayada muestra la secuencia de la región V de cadena 10 
Ligera  
 

 
 

Cadena pesada de anti-CD40_12B4.2C10_H-V-hIgG4H-C  15 
 

 

E10751218
27-07-2016ES 2 584 956 T3

 



23 

 
 

Cadena Ligera de anti-CD40_12B4.2C10_K-V-hIgGK-C (variante 1)  
 

 5 
 

Cadena Ligera de anti-CD40_12B4.2C10_K-V-hIgGK-C (Variante 2)  
 

 
 10 

Cadena pesada de anti-CD40_11B6.1C3_H-V-hIgG4H-C  
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Cadena Ligera de anti-CD40_11B6.1C3_K-V-hIgGK-C  
 

 5 
 
Ejemplo 1: Anti-CD40 - vacuna de péptidos del VIH 
 
Se s eleccionaron cinco s ecuencias c on u na l ongitud de 19 a 32 aminoácidos a p artir de  una  m ultiplicidad d e 
epítopos de l infocitos T citotóxicos (CTL) identificados en las pr oteínas HIV-1 N ef, G ag y Env en el  c ontexto de  10 
diferentes moléculas de la clase I de MHC. Se ha i nformado que algunas respuestas de CTL se pueden inducir de 
forma eficaz mediante vacunas lipopeptídicas en ratones, en primates, y en seres humanos. Los cinco péptidos del 
VIH se modificaron a continuación en posición C-terminal mediante un grupo (Palm)-NH2 y l as c inco s ecuencias 
peptídicas d el V IH se ha n d escrito b ien en l a bibliografía c ientífica [por e jemplo, Characterization o f a m ulti-
lipopeptides mixture used as an HIV-1 vaccine candidate (1999) Klinguer et al., Vaccine, Volumen 18, 259-267] y en 15 
una solicitud de patentes [Cytotoxic T lymphocyte-inducing lipopeptides and use as vaccines. Gras-Masse H. et al., 
documento de Patente n.º EP0491628 (1992-06-24); documento US 5871746 (16-02-1999)]. 
 
Una vacuna para el V IH muy des eable debería estar formada por  anticuerpo r eceptor de c élulas anti-dendríticas 
recombinante f usionado con los p éptidos del  V IH m encionados ant eriormente. L a pr esente di vulgación incluye 20 
composiciones y métodos para producir de forma eficaz proteínas y vacunas para el VIH. 
 
Las secuencias que s e muestran a c ontinuación son las secuencias de a minoácidos de l os cinco péptidos del VIH 
seleccionados y las posiciones de los aminoácidos dentro de cada proteína del VIH están entre paréntesis. 
Nef (66-97) es: VGFPVTPQVPLRPMTYKAAVDLSHFLKEKGGL (SEQ ID NO: 16)  25 
Nef (116-145) es: HTQGYFPDWQNYTPGPGVRYPLTFGWLYKL (SEQ ID NO: 17) 
Gag p17 (17-35) es: EKIRLRPGGKKKYKLKHIV (SEQ ID NO: 18) 
Gag p17-p24 (253-284) es: NPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILD (SEQ ID NO: 19)  
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Pol 325-355 (RT 158-188) es: AIFQSSMTKILEPFRKQNPDIVIYQYMDDLY (SEQ ID NO: 20). 
 
La presente divulgación incluye composiciones y métodos para ensamblar construcciones que codifican péptidos del 
VIH y secuencias conectoras Flexibles. Los vectores de expresión de cadena Pesada por lo general tienen un sitio 
Nhe I  [g|ctagc] adjunto al  codón del resto C-terminal de la cadena Pesada, o  [para vectores flex- v1] al codón C-5 
terminal de la secuencia flex-v1. Las secuencias conectoras f lexibles o secuencias de p éptidos del V IH t ienen un 
sitio Spe I [a|ctagt] que precede al conector flexible N-terminal o al codón del péptido del VIH, un sitio Nhe I adjunto 
al conector flexible C-terminal o codón del péptido del VIH, seguido de un codón de parada de TGA, seguido de un 
sitio Eco R I, seguido de  un s itio Not I. Tales f ragmentos de c onector flexible o pép tido del V IH Spe I  - Not I se 
insertan en el  vector de l a cadena Pesada preparará con la digestión de  Nhe I  - Not I . N he I y S pe I  son s itios 10 
compatibles, pero cuando se ligan [g|ctagt] ya nunca más en su sitio Nhe I o Spe I. Por lo tanto, algunos fragmentos 
adicionales de conector flexible Spe I - Not I o de péptido del VIH se pueden insertar en el nuevo intervalo de Nhe I - 
Not I distal al conector flexible o péptido del VIH inicial. De este modo, las cadenas del péptido del VIH y/o regiones 
codificantes de l c onector f lexible se p ueden ad juntar a  la r egión que codifica l a c adena P esada d el vector de 
expresión. 15 
 
La Fig. 1 muestra anticuerpos recombinantes de afinidad hacia la proteína A fusionados con diversos péptidos del 
VIH (calles 1 a 5) secretados a partir de células 293F transfectadas, analizados mediante SDS-PAGE de reducción y 
tinción con Azul Brillante de Coomassie. La Fig. 2 muestra anticuerpos recombinantes purificados de afinidad hacia 
la pr oteína A  f usionados c on di versos p éptidos de l V IH (Lanes 1 y 2) secretados a partir de c élulas 293 F 20 
transfectadas, a c ontinuación anal izados m ediante S DS-PAGE de r educción y tinción c on A zul B rillante de 
Coomassie. La Fig. 3 muestra anticuerpos recombinantes purificados de afinidad hacia la proteína A fusionados con 
diversas cadenas de péptidos de VIH (Calles 1 a 5) secretados a partir de células 293F transfectadas, a continuación 
analizados mediante SDS-PAGE de reducción y tinción con Azul Brillante de Coomassie. La F ig. 4 muestra 
anticuerpos recombinantes purificados de afinidad hacia la proteína A fusionados con diversas cadenas de péptidos 25 
de VIH (Calles 1 a 6) secretados a partir de células 293F transfectadas, a continuación analizados mediante SDS-
PAGE de reducción y tinción con Azul Brillante de Coomassie. 
 
Ejemplo 2. Vacuna de péptidos del VIH – biología de dirección de antígeno in vitro  
 30 
Ensayos de vacuna de péptidos del VIH anti-CD40.LIPO5 en pacientes con VIH in vitro. Para estudiar la capacidad 
del anticuerpo recombinante de fusión del péptido del VIH αCD40.LIPO5 (rAb de αCD40.LIPO5) para mediar la 
presentación del antígeno, el rAb de fusión se añadió a células sanguíneas de individuos infectados por VIH y se 
midió la producción de citoquinas a partir de células mononucleares de sangre periférica (PBMC). 
 35 
La Fig. 5 describe el protocolo usado in vitro para someter a ensayo la potencia del anticuerpo recombinante de 
fusión del péptido del VIH αCD40.LIPO5 (rAb de αCD40.LIPO5) para pr ovocar l a e xpansión de l infocitos T  
específicos d e a ntígeno en e l c ontexto de un cultivo de  PBMC. En r esumen, las PBMC ( 2 x 106 células/ml) de 
aféresis de pacientes con VIH se incuban con un intervalo de dosis de vacuna de Péptido del VIH αCD40.LIPO5. En 
el día 2, se añaden 100 U/ml de IL-2 al cultivo y a continuación, el medio se repone cada 2 días con 100 U/ml de IL-40 
2. En el día 10, las células expandidas se estimulan durante 48 h con los péptidos largos individuales 
correspondiendo a las 5 secuencias de  pép tidos d el V IH i ncorporadas en  el  rAb d e f usión de  pé ptidos del V IH 
αCD40.LIPO5. A c ontinuación, l os sobrenadantes de l c ultivo s e cosechan y  s e ev alúan par a pr oducción de  
citoquinas (con los linfocitos T con es pecificidades de r eceptor de l infocitos T [ TCR] para secuencias peptídicas) 
usando ensayo de per las Multiplex (Luminex). La producción de c itoquinas específicas de ant ígeno detectadlas en 45 
un ensayo de este tipo, si  dependiera de la presencia de la vacuna de Péptido del VIH anti-CD40.LIPO5, refleja la 
absorción de v acuna por  células de pr esentación de a ntígeno [APC] en e l c ultivo, y pr ocesamiento [degradación 
proteolítica] y presentación de péptidos en MHC. Los complejos de antígeno-MHC son reconocidos por los linfocitos 
T con TCR que reconocen solamente el complejo de antígeno del VIH-MHC en particular. En un paciente con VIH, 
es probable que las células de este tipo sean linfocitos T de memoria que se expanden en el paciente como 50 
respuesta a la infección por el VIH. 
 
Los epítopos de las 5 regiones de péptidos del VIH de la vacuna se pueden presentar por las APC. El esquema en la 
Fig. 5 se us ó para s ometer a en sayo l a ex pansión in vitro de l infocitos T específicos de p éptido del V IH c omo 
respuesta a vacuna peptídica anti-CD40.LIPO5. Los resultados de 7 individuos se muestran en la Fig. 6 e indican 55 
que el rAb de fusión de péptidos del VIH αCD40.LIPO5 provocaba respuestas del IFNγ específicas de péptidos del 
VIH en todos los pacientes estudiados. Por lo tanto, the el rAb de fusión de péptidos del VIH αCD40.LIPO5 permite 
que las DC cruzadas presentan al menos 1 o 2 péptidos diferentes con respecto a los 5 péptidos dentro de la vacuna 
para los linfocitos T de cada individuo. Sin embargo, el conjunto de péptidos del VIH que estimulaba la producción de 
IFNγ era diferente para cada paciente - lo que más probablemente refleja diferentes combinaciones de linfocitos T de 60 
memoria a la especificidad del VIH. 
 
La Fig. 6A-C muestra la producción de IFNγ específica de péptido del VIH en las PBMC de pacientes con VIH 
incubados con diversas concentraciones de vacuna de cadena peptídica anti-CD40.LIPO5. C es el grupo de control, 
que no recibió vacuna, y define la respuesta del valor inicial del cultivo a cada péptido. 65 
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La Fig. 7 es un resumen de respuestas de vacuna peptídica αCD40.LIPO5 frente a las 5 regiones peptídica es de 8 
pacientes c on V IH. Los dat os s e b asan en l a pr oducción de  IFNγ específica d e pépt ido. La F ig. 7 muestra l as 
respuestas e specíficas de a ntígeno obs ervadas en 8 pacientes c on V IH. Los d atos dem uestran que t odas l as 
regiones peptídica es  del  VIH en la vacuna t ienen la capacidad de ser procesadas y presentadas a linfocitos T - 
suponiendo la situación probable que las respuestas a estos péptidos solamente se observarán si están presentes 5 
las células portadoras de TCR apropiadas. Por lo tanto, cada paciente tiene un espectro característico de células de 
este tipo.  
 
La vacuna peptídica αCD40.LIPO5 puede provocar la proliferación de linfocitos T específicos de ant ígeno capaces 
de secretar un amplio espectro de citoquinas. 10 
 
La Fig. 8A-C muestra que vacuna peptídica del VIH αCD40.LIPO5 provoca expansión de linfocitos T específicos de 
péptidos del VIH capaces de secretar múltiples citoquinas - una característica deseable en una vacuna. En la Fig. 
8A-C, la vacuna peptídica del VIH αCD40.LIPO5 provocar respuestas específicas de péptidos gag253, nef66, nef116 
y pol325 caracterizadas por la producción de múltiples citoquinas. Se trata del paciente A5. 15 
 
Vacunación con péptido del VIH anti-CD40.LIPO5 HIV de las DC ex vivo. 
 
La F ig. 9 muestra el  protocolo para s ometer a ensayo una  vacuna peptídica del VIH αCD40.LIPO5 para s u 
capacidad par a di rigir l a expansión de l infocitos T  es pecíficos de ant ígeno dando c omo r esultado u na ab sorción 20 
dirigida por  l as DC y pr esentación d e e pítopos pe ptídicos en su c omplejo M HC de s uperficie. En r esumen, los 
monocitos de paciente con VIH se di ferencian en las DC mediante cultivo durante 2 días con IFNα y GM-CSF. A 
continuación, se añaden diferentes dosis de vacuna peptídica del VIH αCD40.LIPO5 o una mezcla de los 5 péptidos 
durante 18 h. Los linfocitos T autólogos se añadieron al cocultivo (a una proporción de 1:20) en el día 3. En el día 5, 
se añaden 100 U/ml de IL-2 al cultivo y a continuación, el medio se repone cada 2 días con 100 U/ml de IL-2. En el 25 
día 10, las células expandidas se vuelven a estimular durante 48 h  con los vestidos largos individuales 
correspondiendo a las 5 secuencias de  pép tidos del V IH i ncorporadas en  el  r Ab d e f usión de  pé ptidos del V IH 
αCD40.LIPO5. A c ontinuación, l os sobrenadantes de l c ultivo s e cosechan y  s e ev alúan par a pr oducción de 
citoquinas usando Luminex.  
 30 
La Fig. 10A-B muestra la secreción de citoquinas como respuesta a péptidos del VIH a partir de cocultivos de células 
DC-linfocitos T tratados con diversas dosis de vacuna de péptidos del VIH αCD40.LIPO5. Se trata del paciente A10. 
Los resultados en el  paciente A10 mostrados en la Fig. 10A-B demuestran la expansión de linfocitos T específicos 
de antígeno que corresponden a epítopos dentro de las regiones de péptidos del VIH gag17, gag253, y pol325. En la 
mayoría de los casos, esto está de acuerdo con respuestas entre vacuna peptídica del VIH αCD40.LIPO5 y vacuna 35 
no LIPO5 [mezcla de 5 péptidos del VIH no lipidados consecuencias corresponden a las de la vacuna de péptidos 
del VIH αCD40.LIPO5]. Por lo tanto, la vacuna de pépt idos del VIH αCD40.LIPO5 funciona bien en este entorno in 
vitro cuando las DC cultivadas se procesan de forma eficaz y presentan los antígenos del VIH a linfocitos T. Esto es 
un ejemplo de uso de  la vacuna de péptidos del VIH αCD40.LIPO5 para vacunación ex vivo, con lo que l as ’DC 
vacunadas’ se deberían crioconservar para futura reinyección en el mismo paciente. 40 
 
Vacuna peptídica del VIH αCD40.LIPO5 – posible efecto inmunitario de las regiones conectoras flexibles. Es posible 
que en las secuencias conectoras flexibles que intercalan las secuencias de péptidos del VIH dentro de la vacuna de 
péptidos del VIH αCD40.LIPO5 por s í m ismas c ontengan epí topos de l infocitos T. La F ig. 11A-B muestra que el 
paciente A4 no parece que tenga una combinación significativa de linfocitos T de memoria con especificidades con 45 
respecto a las cinco secuencias conectoras flexibles dentro de la vacuna peptídica del VIH αCD40.LIPO5. En la Fig. 
11A-B, las PBMC del paciente A4 tratado con la vacuna de péptidos del VIH αCD40.LIPO5 provocan la expansión 
de l infocitos T  e specíficos de  ant ígeno con especificidad hacia l a r egión ga g253, pero no h acia l as s ecuencias 
conectoras flexibles. Se usó el protocolo de scrito e n l a Fig. 9,  con los p éptidos l argos del c onector flexible 
correspondientes en secuencia a las zonas en letra negrita, los péptidos del VIH están en - letra negrita-cursiva, 50 
mostrado en la secuencia que sigue a continuación. 
 
La s ecuencia de c adena pes ada de l a vacuna peptídica del VIH αCD40.LIPO5 muestra las r egiones c onectoras 
flexibles en letra negrita, las secuencias de unión subrayadas y regiones del péptido del VIH sombreadas en letra 
negrita y cursiva. 55 
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En l a Fig. 12A, las PBMC del paciente A3 tratado con l a vacuna de  pép tidos del VIH αCD40.LIPO5 provocan la 
expansión de linfocitos T específicos de antígeno con especificidades hacia las regiones gag253, nef66, y nef116, 
pero no hacia las secuencias conectoras flexibles. Se usó el protocolo descrito en la Fig. 1 se usó, con los péptidos 5 
largos del conector flexible correspondientes en secuencia a las zonas en letra negrita mostrados en la Fig. 8. 
 
Las Fig. 12B-1 y 12B-2 muestran respuestas de linfocitos T específicas de ant ígeno de VIH provocadas a partir de 
las PBMC del paciente A17 con VIH incubadas con 30 nM de tres vacunas diferentes de dirección de DC del péptido 
HIV5. Las c élulas se c ultivaron durante 10  días con IL-2 y a continuación s e estimularon c ompetitivos l argos 10 
individuales correspondientes a las 5 secuencias de péptidos del VIH incluidas dentro de las vacunas de dirección de 
DC. Después de 1 h, se añadió brefeldina A y la incubación continuó durante un periodo adicional de 5 horas antes 
de t inción para anál isis de FACS. Las representaciones de FACS muestran t inción de IFNg y CD8 en l infocitos T 
CD3+. Los c írculos i ndican e xpansión provocada por  v acuna s ignificativa de c élulas IFNg+ en comparación c on 
células de l as PBMC cultivadas s in vacuna. Las células CD8- son l infocitos T CD4+. Los datos muestran que esa 15 
vacuna anti-CD40.HIV5pep provocaba una expansión fuerte de linfocitos T CD8+ específicos de nef66 (N66) que no 
se observa con los otros vehículos de dirección de DC. 
 
Se trata de d atos basados en la cadena de p éptidos del VIH LIPO5. Por ejemplo, la cadena Pesada anti-CD40 es 
anti-CD40_12E12.3F3_H-LV-hIgG4H-C-Flex-v1-Pep-gag17-f1-gag253-f2-nef116-f3-nef66-f4-pol 158]  con la 20 
secuencia: 
 

 
 
La Fig. 12C-1 y 12C-2 es un estudio similar al que se muestra en la Fig. 12B, excepto en que las PBMC son de un 25 
paciente con VIH diferente (A2). Los datos muestran respuestas de linfocitos T CD4+ y CD8+ específicos de antígeno 
provocadas por anti-CD40.HIV5pep pero no por  las o tras vacunas de di rección de D C, o  por una mezcla de los 
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propios péptidos. 
 
La Fig. 12D muestra que, basándose en el análisis de 15 respuestas de péptidos del VIH diferentes [5 regiones de 
péptidos de las que se toman muestras en 3 pacientes], la vacuna anti-CD40.HIV5pep es claramente superior a la 
mezcla de anti-DCIR.HIV5pep, anti-LOX-1.HIV5pep y no LIPO5 para provocar un amplio intervalo de respuestas de 5 
los linfocitos T CD8+ y CD4+ específicas de Péptido del VIH. 
 
La inmunogenicidad de las secuencias c onectoras flexibles es de preocupación para el diseño de la vacuna de 
péptidos del VIH αCD40.LIPO5. Los conjuntos de datos limitados mostrados anteriormente, ensayo de recuerdo de 
linfocitos T con especificidades para epítopos dentro de las secuencias conectoras flexibles, sugiere que el repertorio 10 
humano frente a estas secuencias es variable. Además, la capacidad de estas secuencias para prepara respuestas 
de novo ésta s in s ometer al ens ayo. Algunas respuestas hac ia la vacuna de péptidos del VIH αCD40.LIPO5 en 
monos se pueden s ometer a  ens ayo usando la pr esente divulgación. S i er a necesario, ciertos epítopos m enos 
deseables dentro de estas regiones se pueden identificar con una combinación de métodos informáticos predictivos 
y barridos de es timulación de péptidos, y a continuación s e pue den el iminar mediante i ntroducción de  c ambios 15 
mutacionales que anulan la interacción de TCR. 
 
Un anticuerpo humanizado de la divulgación incluye la región variable de cadena pesada (VH) y una región variable 
de cadena ligera (VL), en el que las regiones marco conservadas de las regiones variables de cadena pesada y 
cadena ligera s on de un ant icuerpo humano dona nte, y en el  que l as r egiones det erminantes d e l a 20 
complementariedad de cadena ligera (CDR) tienen una identidad de al menos un 80 %, 90 %, 95 % o superior con la 
CDR1L que t iene l a s ecuencia de am inoácidos SASQGISNYLN (SE Q I D NO: 41), la r egión C DR2L que t iene l a 
secuencia de aminoácidos YTSILHS (SEQ ID NO: 23) y la región CDR3L que tiene la secuencia de aminoácidos 
QQFNKLPPT (SEQ ID NO: 23); y en el que las regiones determinantes de la complementariedad de cadena pesada 
comprenden una identidad de al menos un 80 %, 90 %, 95 % o superior con respecto a la CDR1H, CDR2H y CDR3H, 25 
teniendo la región CDR1H la secuencia de aminoácidos GFTFSDYYMY (SEQ ID NO: 24), teniendo la región CDR2H 
la secuencia de aminoácidos YINSGGGSTYYPDTVKG (SEQ ID NO: 25), y teniendo la región CDR3H la secuencia 
de aminoácidos RGLPFHAMDY (SEQ ID NO: 26). Por ejemplo, un anticuerpo humanizado puede comprender un 
armazón de VL que tenga una identidad de al menos un 95 % con el armazón de las SEQ ID NOS.: 2, 4, 5 o 7 y un 
armazón de VH que tenga una identidad de a l menos un 95 % con el armazón de la SEQ ID NO: 1, 3 o 6. En otro 30 
aspecto, las secuencias de CDR donantes son de anti-CD40_11B6.1C3 o combinaciones de sus cadenas pesadas o 
ligeras, y/o sus r egiones v ariables y  adem ás, en l as que  el ant icuerpo o f ragmento del  m ismo s e un e de f orma 
específica a CD40. 
 
Ejemplo 3. Identificación sistemática de antígeno específico de próstata (PSA), Ciclina D1, MART-1, nucleoproteína 35 
del virus de la gripe (NP) y subunidad HA1 de hemaglutinina del virus de la gripe (H1N1, PR8) y péptido.  
 
Internalización de  mAb anti-CD40. 1 x 106 DC de IL-4 se incubaron durante 1 h  en hielo con 3 mg/ml de gamma 
globulina humana en PBS que contenía BSA al 3 % para bloquear la unión no es pecífica. Las células se pulsaron 
durante 30 minutos en hielo con mAb anti-CD40 etiquetado con Alexa 568 (todo a 20 ng/ml de concentración final en 40 
bloque no específico). A continuación, las células se lavaron y se permitió la internalización de anticuerpos unidos a 
superficie durante diferentes periodos de tiempo, entre 0 y 90 minutos, a 37 ºC. Después de la internalización, las 
células se lavaron dos veces con PBS enfriado con hielo que contenía BSA al 1 % y azida sódica al 0,05 % (PBA) y 
se fijaron en metanol al  1 % enfriado con hielo - sin formaldehído (MFF) en PBS durante una noche a 4 ºC. Las 
células se permeabilizaron en PBS al 3 % BSA que contenía saponina al 0,5 % (PBAS) durante 20 minutos a 4 ºC, y 45 
se transfirieron a una placa de microtitulación de polipropileno de fondo redondo de 96 pocillos. Después de lavar 
dos veces con PBAS enfriado con hielo, las células se incubaron durante 1 h en hielo con 3 mg/ml de gamma 
globulina humana en PBAS. BODIPY-faloaloidina diluido en PBAS y se incubó con células durante 1 hora en hielo. 
Las células se tiñeron adicionalmente con TOPRO-II, como una contratinción nuclear. Se formaron imágenes de los 
portaobjetos en  un  m icroscopio confocal Leica S P1. Células. Los anticuerpos monoclonales para tinción de 50 
superficie c elular se adqu irieron en BD B iosciences (C A). Los m onocitos (1 x 106/ml) de donantes s anos se 
cultivaron en medio Cellgenics (Francia) que contenía GM-CSF (100 ng/ml) e IL-4 (50 ng/ml) r GM-CSF (100 ng/ml) 
e IFNα (500 Unidades/ml) (R&D, CA). Para las IFNDC, las células se alimentaron en el día 1 con IFNα y GM-CSF. 
Para las DC de IL-4, las mismas cantidades de citoquinas se suplementan en el medio en el día uno y en el día tres. 
Las PBMC se aislaron de capas leucocitarias usando gradientes de Percoll™ (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) 55 
mediante centrifugación en gradiente de densidad. Los linfocitos T CD4+ y CD8+ totales se purificaron usando kits de 
StemCell (CA). 
 
Péptidos. 15-mers (solapamiento de 11 aminoácidos) para antígeno específico de próstata (PSA), Ciclina D1, MART-
1, nucleoproteína del virus de la gripe (NP) y subunidad HA1 de hemaglutinina del virus de la gripe (H1N1, PR8), se 60 
sintetizaron (Mimotopes). 
 
Expresiones de cocultivo y  citoquinas de l as D C y  l infocitos T. 5 x 103 DC cargadas c on pr oteínas de f usión 
recombinantes (anti-CD40-HA1, Ig-HA1 de Control, anti-CD40-PSA, anti-CD40-Ciclina D1, anti-CD40-MART-1, anti-
MARCO-MART-1, e Ig-MART-1 de c ontrol) se cocultivaron con 2 x 105 linfocitos T  C D4+ etiquetados c on C FSE 65 
durante 8 días. La proliferación se sometió ensayo midiendo la dilución de CFSE después de tinción de células con 
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anticuerpo anti-CD4 etiquetado con APC. 
 
Para m edir la ex presión de IFNγ intracelular, los l infocitos T  CD4+ se v olvieron a es timular con 1-5 uM  de l os 
péptidos indicados durante 5 h en presencia de Brefeldina A. En experimentos separados, los linfocitos T CD4+ se 
volvieron a estimular con los péptidos indicados durante 36 h, y a continuación las citoquinas secretadas por los 5 
linfocitos T CD4+ se midieron con el instrumento Luminex. Los linfocitos T CD8+ se cocultivaron con las DC durante 
10 días en presencia de 20 unidades/ml de IL-2 y 20 unidades/ml de IL-7. En el día 10 del cultivo, los linfocitos T 
CD8+ se tiñeron con anti-CD8 y los tetrámeros indicados. 
 
Ensayo d e CTL. En e l dí a 10 del c ultivo, se r ealizó un  e nsayo d e l iberación d e 51Cr de 5  h .  La s células T2 se 10 
pulsaron en primer lugar con 51Cr y a continuación se etiquetaron con 10 uM de epítopo HLA-A2 de MART-1 o 1 nM 
de epítopo de M1 del virus de la gripe. Las células T2 sin péptido se usaron como control. La media de muestras por 
triplicado se calculó, y el porcentaje de lisis específica se determinó usando la siguiente fórmula: porcentaje de lisis 
específica = 10 0 x  ( liberación d e 51Cr experimental – liberación de  51Cr de c ontrol)/(liberación de  51Cr máxima – 
liberación de 51Cr de control). La liberación máxima se refiere a recuentos de dianas en Triton X-100 al 2,5 %.  15 
 
Preparación de  mAb específicos par a CD40 humano. Se pr odujeron pr oteínas de f usión d e ectodominio.hIgG 
receptor (IgG1Fc humana) y AP ( fosfatasa a lcalina d e pl acenta h umana) para i nmunización d e r atones e 
identificación s istemática d e l os mAb, respectivamente. Un v ector de  m amífero para proteínas de f usión de IgFc 
humanas se m odificó por  i ngeniería c omo se de scribe en [ J. I mmunol. 163:  1 973-1983 ( 1999)]. El v ector de  20 
expresión de mamíferos para proteínas de ectodominio.AP receptor se generó usando PCR para amplificar ADNc 
para los restos 133-1581 de AP (gb|BC0096471) a la vez que se añadía un sitio Xho I en fase proximal y un resto de 
His 6 C-terminal distal seguido de  un codón de parada de TGA y sitio de  Not I. Este f ragmento de Xho I  - Not I 
reemplazaba la secuencia d e c odificación de Fc de I gG hum ana en e l v ector de  ectodominio.IgG mencionado 
anteriormente. Las proteínas de fusión se produjeron usando el Sistema de Expresión FreeStyle™ 293 (Invitrogen, 25 
CA) de acuerdo con el protocolo del fabricante (1 mg de ADN de plásmido total con 1,3 ml de reactivo 293Fectin/l de 
transfección). El ectodominio.hIgG receptor se pur ificó con 1 ml de proteína A HiTrap mediante c romatografía por  
afinidad (GE Healthcare, CA) eluyendo con glicina 0,1 M, pH 2,7. Las fracciones se neutralizaron con Tris 2 M, y a 
continuación se dializaron frente a PBS.  
 30 
Los m Ab de r atón s e gen eraron mediante t ecnología c onvencional. En r esumen, los r atones B ALB/c d e s eis 
semanas de e dad se i nmunizaron i.p. con 20 µ g de  proteína d e f usión d e ectodominio.hIgGFc receptor c on 
adyuvante Ribi, a continuación se reforzaron con 20 µg de antígeno diez días y quince días más tarde. Después de 
tres meses, los ratones se reforzaron de nuevo tres días antes de retirar los bazos. De tres a cuatro días después de 
un refuerzo final, el drenaje de los ganglios linfáticos (LN) se cosechó. Los linfocitos B del bazo o las células LN se 35 
fusionaron c on células SP2/O-Ag 1 4 (ATCC). Los sobrenadantes de l hi bridoma se i dentificaron sistemáticamente 
para a nalizar l os mAb específicos p ara l a pr oteína de fusión del  ec todominio r eceptor en c omparación c on el  
asociado de fusión solo, o  al ectodominio receptor fusionado con fosfatasa alcalina [J. Immunol. 163: 1973-1983 
(1999)]. Los po cillos po sitivos s e identificaron sistemáticamente a  c ontinuación en FACS usando células 293F 
transfectadas de f orma transitoria con pl ásmidos de expresión que codificaban l os A DNc de r eceptor de  l ongitud 40 
completa. Lo s hi bridomas seleccionados se c lonaron c on c élulas i ndividuales y  s e expandieron en matraces 
CELLine (Integra, CA). Los sobrenadantes del hibridoma se mezclaron con un volumen igual de glicina 1,5 M, NaCl 
3 M, 1 x PBS, pH 7,8 (tampón de unión) y se mueven con resina MabSelect (GE Healthcare, CA) (800 ml/5 ml de 
sobrenadante). La resina se lavó con tampón de unión y se eluyó con glicina 0,1 M, pH 2,7. Después de neutralizar 
con Tris 2 M, los mAb se dializaron frente a PBS. 45 
 
Expresión y purificación de los mAb recombinantes. El ARN total se preparó a partir de células de hibridoma usando 
el kit RNeasy (Qiagen, CA) y se usó para síntesis de ADNc y PCR (kit SMART RACE, BD Biosciences) usando los 
cebadores e n l a po sición 5’ y c ebadores en  l a po sición 3’ específicos de  gen es suministrados (mIgGK, 
5’ggatggtgggaagatggatacagttggtgcagcatc3’ (SEQ ID NO: 48); mIgG2a, 5’ccaggcatcctagagtcaccgaggagccagt3’) (SEQ 50 
ID NO: 49). A continuación, los productos de PCR se clonaron (kit pCR2.1 TA, Invitrogen) y se caracterizaron 
mediante secuenciación de ADN (MC Lab, CA). Usando las secuencias obtenidas para los ADNc de región variable 
(V) de cadena pesada (H) y de cadena ligera (L) de ratón, los cebadores específicos se usaron para amplificar por 
PCR el péptido señal y las regiones V a la vez que se incorporaban sitios de restricción de franqueo para clonación 
en vectores de expresión que codifican regiones IgGK o IgG4H humanas cadena abajo. El vector para la expresión 55 
del mVK-hIgK quimérico se construyó mediante amplificación de los restos 401-731 (gi|631019371) flanqueados por 
sitios Xho I y Not I e insertando esto en el intervalo de Xho I - Not I de pIRES2-DsRed2 (BD Biosciences). La PCR se 
usó para a mplificar l a r egión Vk del mAb a p artir d el codón i niciador, adjuntando un  sitio Nhe I  o S pe I  y a  
continuación CACC, a la región de codificación (por ejemplo, el resto 126 de gi|76779294|), adjuntando un sitio Xho I 
distal. El f ragmento de  PCR se c lonó a continuación en el  intervalo d e Nhe I  - Not I  del vector m encionado 60 
anteriormente. La secuencia de IgGK humana de control corresponde a los restos 26-85 de gi|49257887| y los restos 
67-709 de gi|21669402|. El vector de IgG4H humano de control corresponde a los restos 12-1473 de gi|19684072| 
con instituciones de S229P y L236E, que estabilizan un enlace disulfuro y anulan la interacción de FcR residual [J. 
Immunol. 164: 1925-1933 (2000)], insertada entre los sitios Bgl II y Not I de pIRES2-DsRed2 a la vez que se añade 
la secuencia 5’gctagctgattaattaa 3’ en lugar del codón de parada. La PCR se usó para amplificar la región VH del 65 
mAb a partir del codón iniciador, adjuntando a continuación CACC un sitio Bgl II, a la región que codifica el resto 473 
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de gi|19684072|. El fragmento de PCR se clonó a continuación en el intervalo de Bgl II - Apa I del vector mencionado 
anteriormente. 
 
Expresión y purificación de proteína de fusión de HA1 de la Gripe. La secuencia de codificación del antígeno HA1 de 
la Gripe es una proteína CipA [Clostridium. thermocellum] gi|479126|µ de los restos 147-160 que preceden a la 5 
hemaglutinina [virus de  la Gripe A (A/Puerto Rico/8/34(H1N1))] de gi|126599271| restos 18-331 con un cambio de 
P321L y con 6 restos de His C-terminal que se insertan entre los sitios Nhe I y Not I del vector de la cadena Pesada 
sites para codificar anticuerpo recombinante-proteína s de fusión de HA1 (rAb.HA1). De forma análoga, el anticuerpo 
recombinante-proteínas de fusión de PSA (rAb.PSA) se codificaron por inserción de los restos 101-832 de antígeno 
específico de pr óstata de gi|34784812| con l a s ecuencia pr oximal 10 
GCTAGCGATACAACAGAACCTGCAACACCTACAACACCTGTAACAACACCGACAACAACACTT CTAGCGC (SEQ 
ID NO: 27) ( sitio Nhe I  y es paciador CipA) y un s itio Not I distal en el  m ismo v ector d e l a c adena P esada. Las 
proteínas de  ant icuerpo r ecombinante s e ex presaron y s e pur ificaron como s e ha  de scrito a nteriormente para 
proteínas de fusión de hFc. En algunos casos, la región codificante del antígeno rAb y la región codificante de la 
cadena L correspondiente s e t ransfirieron p ara separar vectores cetHS-puro U COE (Millipore, C A). El us o d e 15 
vectores UCOE en combinación con una línea celular en suspensión sin suero adaptada previamente permitió una 
producción rápida de grandes cantidades de proteína [Cytotechnology 38, 43-46 (2002)]. Las células CHO-S se 
cultivaron en CD-CHO con GlutaMAX suplementos de medio HT (Invitrogen) se sembraron a 5 x 105 ml 24 h antes 
de su transfección en matraces Ehrlenmyer de Corning de 500 ml y se incubaron en CO2 al 8 % a 125 rpm. En el día 
de la transfección, 1,2 x 107 células con viabilidad de al menos un 95 % se añadieron hasta un volumen final de 20 
30 ml en un matraz de125 ml en CD-CHO con GlutaMAX. Se añadieron 48 ml de reactivo FreeStyle Max (Invitrogen) 
en 0,6 ml de OptiPRO SFM (Invitrogen) se mezcla con cuidado hasta 24 mg de vector de cadena ligera linealizado 
con Sce I y 24 mg de vector de c adena pesada l inealizado con Sce I se mezclaron y se esterilizaron en 0, 6 ml de 
OptiPRO SFM. Después de 20 min, el complejo de ADN-lípido se añadió lentamente al matraz de cultivo de CHO-S 
de 12 5 ml con c entrifugación. Las c élulas se i ncubaron 24 h antes de  aña dir 30 ml de a una solución d e m edio 25 
combinado de  CD-CHO con CHO-M5 ( Sigma, componente C0363 del Kit 1  de CHO ) que c ontenía 5 mg/ml de  
puromicina (A.G. Scientific, CA), 2  x GlutaMAX y 0,25 x Pen/Estrep ( Invitrogen). En el día 2, se añadieron otros 
5 mg/ml de puromicina directamente al cultivo y se permitió que la selección evolucionara ~10-14 días a la vez que 
seguía la viabilidad celular de seis días después de la transfección. El recuento de células viables disminuyó cuando 
la densidad viable es ~2-3 x 106/ml, las células se transfirieron a medio de selección recién preparado (CD CHO-S + 30 
CHO M5 con 2X GlutaMAX, 0,25 x Pen/Estrep, 10 mg/ml de Puromicina) a  1E6/ml. Se preparaban soluciones de 
reserva de células congeladas cuando la viabilidad alcanzada > 90 %. Las células se separaban en medio de 
selección cuando la densidad celular superaba 2 x 106/ml hasta un aumento de 4 x 250 ml en matraces de 500 ml. El 
sobrenadante se cosechaba cuando la viabilidad celular disminuía por debajo de un 80 % con una densidad celular 
final máxima ~7 x 106/ml. Los niveles de endotoxina eran inferiores a 0,2 unidades/ml. 35 
 
Expresión y purificación de proteínas Flu M1 y MART-1 recombinantes. La PCR se usó para amplificar el ORF del 
gen M1 de Gripe A/Puerto Rico/8/34/Mount Sinai (H1N1) a la vez que se incorporaba un sitio Nhe I distal al codón 
iniciador y  un s itio Not I d istal al c odón de par ada. El f ragmento d igerido s e c lonó e n pET-28b(+) ( Novagen), 
colocando el ORF de M1 en fase con una etiqueta de His6, codificando de este modo la proteína de M1 de His.Flu. 40 
Un derivado de pET28b (+) que codifica un d ominio de cohesina de 169 restos N-terminal de C. thermocellum (en 
publicar) sentado entre los sitios Nco I  y N he I  expresaba Coh.His para ex presión de  Cohesina-Flex-hMART-1-
PéptidoA-His, la secuencia  
GACACCACCGAGGCCCGCCACCCCCACCCCCCCGTGACCACCCCCACCACCACCGACCGGAAG 
GGCACCACCGCCGAGGAGCTGGCCGGCATCGGCATCCTGACCGTGATCCTGGGCGGCAAGCGG 45 
ACCAACAACAGCACCCCCACCAAGGGCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCG (SEQ ID NO: 28) 
(que c odifica DTTEARHPHPPVTTPTTDRKGTTAEELAGIGILTVILGGKRTNNSTPTKGEFCRYPSHWRP (SEQ  I D 
NO: 29) – los restos en letra cursiva son del péptido limitado por HLA-A2 inmunodominante y los restos subrayados 
que rodean al Péptido son de MART-1) se insertó entre los sitios Nhe I y Xho I del vector mencionado anteriormente. 
Las proteínas se expresaron en la cepa BL21 de E. coli (DE3) (Novagen) o T7 Express (NEB), se cultivaron en LB a 50 
37 ºC con selección para resistencia a kanamicina (40 µg/ml) y se agitó a 200 revoluciones/min hasta crecimiento de 
fase local indica media cuando se añadieron 120 mg/l de IPTG. Después de tres horas, las células se cosecharon 
por centrifugación y  s e almacenaron a  -80 ºC. Las células de E. coli de c ada f ermentación d e 1 l s e volvieron a 
suspender e n 30 ml Tris 50 mM enfriado con hi elo, EDTA 1 mM a pH  8,0 ( tampón B) con 0,1 ml de Cócktel II 
inhibidores de pr oteasa (Calbiochem, C A). Las c élulas se sonicaron en hi elo 2x 5 min a ajuste 18 ( Fisher S onic 55 
Dismembrator 60) con un periodo de descanso de 5 min y a continuación se centrifugaron a 17.000 r.p.m. (Sorvall 
SA-600) durante 20 min a 4 ºC. Para la purificación de His.Flu M1, la fracción de sobrenadante de lisado celular de 
50 ml se pasó a través de 5 ml de perlas de Q Sepharose y se añadieron 6,25 ml de Tris 160 mM, imidazol 40 mM, 
NaCl 4 M a pH 7,9 al f lujo continuo de Q Sepharose. Esto se cargó a 4 ml/min en una columna HP de que lación 
HiTrap a 5 ml cargada con Ni++. La proteína unida a la columna se lavó con NaPO4 20 mM, NaCl 300 mM a pH 7,6 60 
(tampón D) seguido de  otro lavado con H3COONa 100 mM a pH 4.0. La proteína unida se eluyó con H3COONa 
100 mM a pH 4,0. Las fracciones máximas se combinaron y se cargaron a 4 ml/min en una columna HiTrap S de 
5 ml equilibrada con H3COONa 100 mM a pH 5.5, y se lavó con el tampón de equilibrio seguido de elución con un 
gradiente de NaCl 0 - 1 M en NaPO4 50 mM a pH 5.5. Las fracciones máximas que eluye era aproximadamente 
NaCl 500 mM se combinaron. Para purificación de Coh.Flu M1.His, las células de 2 l de cultivo se lisaron como se ha 65 
mencionado a nteriormente. Después de centrifugación, s e añadi eron 2, 5 ml de Triton X 114 al s obrenadante c on 
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incubación el  hi elo durante 5 m in. Después de  incubación a dicional a  25 ºC durante 5 m in, el s obrenadante se 
separó del Triton X114 después de centrifugación a 2 5 ºC. La extracción se r epitió y el sobrenadante se pasó a 
través de 5 ml de perlas de Q Sepharose y se añadieron 6,25 ml de Tris 160 mM, imidazol 40 mM, NaCl 4 M a pH 
7,9 al f lujo continuo de Q Sepharose. A continuación, la proteína se purificó mediante cromatografía con quelación 
de Ni++ como se ha descrito anteriormente y eluyendo con imidazol 0-500 mM en tampón D. 5 
 
La Fig. 13 muestra la internalización de mAb anti-CD40:IL-4DC. Las de DC IL-4 se trataron con 500 ng/ml de anti-
CD40-Alexa 568. La Fig. 14 muestra proliferación de linfocitos T CD4 y CD8 por las DC dirigidas con anti-CD40-HA1. 
5 x 10e3 IFNDC cargadas con 2 ug/ml de anti-CD40-HA o Ig-HA1 de control se cocultivaron con linfocitos T CD4+ o 
CD8+ autólogos etiquetados con C FSE (2 x 10e5) durante 7  días. A continuación, l as c élulas se t iñeron con 10 
anticuerpos anti-CD4 o anti-CD8. La proliferación celular se sometió a ensayo midiendo la dilución de CFSE. La Fig. 
15 muestra una valoración de proteína de f usión de H A1 en la proliferación de l infocitos T CD4+. Las IFNDC (5 K) 
cargadas c on pr oteínas de f usión s e c ocultivaron con linfocitos T C D4+ etiquetados c on C FSE (200 K) durante 
7 días. La F ig. 16 muestra las IFNDC dirigidas con linfocitos T CD4+ específicos de HA1 activados con anti-CD40-
HA1. Los l infocitos T CD4+ se volvieron a estimular con las DC cargadas con 5 uM de los péptidos indicados, y a 15 
continuación el IFNγ intracelular se sometió a tinción. La Fig. 17 muestra las IFNDC dirigidas con linfocitos T CD4+ 
específicos de H A1 ac tivados c on ant i-CD40-HA1. Los linfocitos T  C D4+ se v olvieron a es timular con las D C 
cargadas con los péptidos indicados durante 36 h, y a c ontinuación el sobrenadante del cultivo se analizó para la 
medición de IFNγ. La Fig. 18 muestra que el  de CD40 di rección da como resultado la sensibilización cruzada de 
linfocitos T CD8+ específicos de MART-1. Las IFNDC (5 K/pocillo) cargadas con proteínas de fusión se cocultivaron 20 
con linfocitos T C D8+ purificados durante 10 días. Las células se tiñeron con anti-CD8 y tetrámero. Las células son 
de donantes s anos (HLA-A*0201+). L a Fi g. 19 muestra que l a d irección de  CD40 da c omo r esultado l a 
sensibilización cruzada de linfocitos T CD8+ específicos de MART-1 (Resumen de 8 experimentos repetidos usando 
células de diferentes donantes sanos). La Fig. 20 muestra que CTL CD8+ inducidos con las IFNDC dirigidos con anti-
CD40-MART-1 son funcionales. Los linfocitos T CD8+ cocultivados con las IFNDC dirigidos con proteínas de fusión 25 
se mezclaron con células T2 cargadas con epítopo de péptido 10 uM. La F ig. 21 muestra que CTL CD8+ inducidos 
con las IFNDC dirigidos con anti-CD40-Flu M1 son funcionales. Los l infocitos T CD8+ cocultivados con las IFNDC 
dirigidos con proteínas de fusión se mezclaron con células T2 cargadas con epítopo de péptido 1,0 nM. La Fig. 22 
muestra un esbozo del protocolo para someter a ensayo la capacidad de una vacuna formada por anti-CD4012E12 
unido a  PSA ( antígeno es pecífico de pr óstata) para pr ovocar l a ex pansión de u na po blación d e l infocitos T  s in 30 
tratamiento previo. Los linfocitos T CD4+ específicos de PSA corresponden a una matriz amplia de epítopos de PSA. 
En resumen, las DC obtenidas mediante cultivo con IFNα y GM-CSF de monocitos de un donante sano se incuban 
con la vacuna. Al día siguiente, las células se colocan en medio recién preparado y se añaden linfocitos T CD4+ 
puros de l m ismo donante. Varios días más t arde, se a ñaden p éptidos de  P SA y , después de  c uatro horas, s e 
determinan los niveles de gamma-IFN secretado en los sobrenadantes del cultivo. 35 
 
La Fig. 23 muestra que muchos péptidos de PSA provocan potentes respuestas de producción de gamma-IFN lo que 
indica que anti-CD4012E12 y algunos agentes anti-CD40 similares pueden suministrar antígeno a las DC de forma 
eficaz, dando como resultado la sensibilización de respuestas inmunes frente a múltiples epítopos del antígeno. La 
formación de mapas de péptidos de ant ígeno PSA. 5 x 10e3 IFNDC cargadas con 2 ug/ml de  anti-CD40-PSA se 40 
cocultivaron con linfocitos T CD4+ autólogos pur ificados (2 x 10e5) durante 8 días. A c ontinuación, l as c élulas s e 
volvieron a estimular con 5 uM de péptidos individuales obtenidos a partir de PSA durante 36 h. La cantidad de IFNγ 
se midió con Luminex. Las células son de donantes sanos. 
 
La Fig. 24 muestra que las DC dirigidas con anti-CD40-PSA inducen respuestas de linfocitos T CD8+ específicas de 45 
PSA. Las IFNDC se dirigieron con 1 ug de proteína de fusión de  mAb con PSA. Los linfocitos T CD8+ autólogos 
purificados se cocultivaron durante 10 días. Las células se tiñeron con anti-CD8 y tetrámero de PSA (KLQCVDLHV). 
Las células son de un donante sano positivo para HLA-A*0201. Los resultados demuestran que anti-CD40 suministra 
PSA de forma ef icaz a l as DC, que a su vez provocan la expansión de e specíficos linfocitos T C D8+ de PSA.  En 
resumen, 5 x 10e3 IFNDC cargadas con 2 ug/ml de anti-CD40-PSA se cocultivaron con linfocitos T CD8+ autólogos 50 
purificados (2 x 10e5) durante 10  días. A continuación, l as c élulas s e t iñeron con tetrámero. Las c élulas s on d e 
donante sano positivo para HLA-0*201.  
 
La Fig. 25 es un esquema (parte i zquierda) y la producción de IFNγ por linfocitos T de las c ombinaciones de  
péptidos y control para el Donante 2. 5 x 10e3 IFNDC cargadas con 2 ug/ml de anti-CD40-Ciclina D1 se cocultivaron 55 
con linfocitos T CD4+ autólogos purificados (2 x 10e5) durante 8 días. A continuación, las células se volvieron a 
estimular con 5 uM de péptidos individuales obtenidos a partir de Ciclina D1 durante 5 h en presencia de Brefeldina 
A. Las células se tiñeron para la medición de la expresión de IFNγ intracelular. 
 
La Fig. 26 muestra una exploración del péptido y producción de IFNγ por linfocitos T obtenida a partir de las 60 
combinaciones de pépt idos m ostradas en l a Fig. 25 y control para el  D onante 2. 5  x 10e3 I FNDC cargadas con 
2 ug/ml de anti-CD40-Ciclina D1 se co-cultivaron con linfocitos T CD4+ autólogos p urificados (2 x 10e5) durante 
8 días. A continuación, las células se volvieron a estimular con 5 uM de péptidos individuales obtenidos a partir de 
Ciclina D1 durante 5 h en presencia de Brefeldina A. Las células se sometieron a tinción para medición de la 
expresión de IFNγ intracelular.  65 
 

E10751218
27-07-2016ES 2 584 956 T3

 



32 

En conclusión, el suministro de antígenos a las DC, las células de presentación de antígenos más potentes, a través 
de CD40 es una manera eficaz para inducir y activar antígeno específico para inmunidad mediada por linfocitos T 
tanto CD4+ como CD8+. Por lo tanto, las vacunas preparadas con anti-CD40 mAb inducirán una inmunidad potente 
frente a cáncer e infecciones. 
 5 
Información del péptido: 
 

Secuencias de HA1: 
 

MKANLLVLLCALAAADADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDSHNGKLCR (SEQ I D NO: 30) 10 
LKGIAPLQLGKCNIAGWLLGNPECDPLLPVRSWSYIVETPNSENGICYPGDFIDYEELRE (SEQ  I D NO: 31) 
QLSSVSSFERFEIFPKESSWPNHNTNGVTAACSHEGKSSFYRNLLWLTEKEGSYPKLKNS (SEQ  I D NO: 32) 
YVNKKGKEVLVLWGIHHPPNSKEQQNLYQNENAYVSVVTSNYNRRFTPEIAERPKVRDQA (SEQ  I D NO: 33) 
GRMNYYWTLLKPGDTIIFEANGNLIAPMYAFALSRGFGSGIITSNASMHECNTKCQTPLG (SEQ ID NO: 34) 
AINSSLPYQNIHPVTIGECPKYVRSAKLRMVTGLRNIPSI (SEQ ID NO: 35) 15 

 
Secuencias de péptidos en la Fig. 17 

 
Péptido 22: SSFERFEIFPKESSWPN (SEQ ID NO: 36)  
Péptido 45: GNLIAPWYAFALSRGFG (SEQ ID NO: 37)  20 
Péptido 46: WYAFALSRGFGSGIITS (SEQ ID NO: 38) 

 
Secuencias de NP: 

 
MASQGTKRSYEQMETDGERQNATEIRASVGKMIGGIGRFYIQMCTELKLSDYEGRLIQNS (SEQ I D NO: 39) 25 
LTIERMVLSAFDERRNKYLEEHPSAGKDPKKTGGPIYRRVNGKWMRELILYDKEEIRRIW (SEQ ID NO: 30) 
RQANNGDDATAGLTHMMIWHSNLNDATYQRTRALVRTGMDPRMCSLMQGSTLPRRSGAAG (SEQ ID 
NO: 41) 
AAVKGVGTMVMELVRMIKRGINDRNFWRGENGRKTRIAYERMCNILKGKFQTAAQKAMMD (SEQ ID NO: 42) 
QVRESRNPGNAEFEDLTFLARSALILRGSVAHKSCLPACVYGPAVASGYDFEREGYSLVG (SEQ ID NO: 43) 30 
IDPFRLLQNSQVYSLIRPNENPAHKSQLVWMACHSAAFEDLRVLSFIKGTKVLPRGKLST (SEQ ID NO: 44) 
RGVQIASNENMETMESSTLELRSRYWAIRTRSGGNTNQQRASAGQISIQPTFSVQRNLPF (SEQ  I D NO: 45) 
DRTTIMAAFNGNTEGRTSDMRTEIIRMMESARPEDVSFQGRGVFELSDEKAASPIVPSFD (SEQ  I D NO: 46) 
MSNEGSYFFGDNAEEYDN (SEQ ID NO: 48) 

 35 
Secuencias de péptidos en la Fig. 23 

 
Péptido 22: GKWVRELVLYDKEEIRR (SEQ ID NO: 49)  
Péptido 33: RTGMDPRMCSLMQGSTL (SEQ ID NO: 50)  
Péptido 46: MCNILKGKFQTAAQKAM (SEQ ID NO: 51) 40 

 
Secuencia de antígeno específico de próstata (PSA)  

 
MWVPVVFLTLSVTWIGAAPLILSRIVGGWECEKHSQPWQVLVASRGRAVCGGVLVHPQWV (SEQ ID 
NO: 52) 45 
LTAAHCIRNKSVILLGRHSLFHPEDTGQVFQVSHSFPHPLYDMSLLKNRFLRPGDDSSHD (SEQ ID NO: 53) 
LMLLRLSEPAELTDAVKVMDLPTQEPALGTTCYASGWGSIEPEEFLTPKKLQCVDLHVIS (SEQ ID NO: 54) 
NDVCAQVHPQKVTKFMLCAGRWTGGKSTCSGDSGGPLVCNGVLQGITSWGSEPCALPERP (SEQ ID 
NO: 55) 
SLYTKWHYRKWIKDTIVANP (SEQ ID NO: 56) 50 

 
Secuencias de péptidos en la Fig. 23 

 
Péptido 1: APLILSRIVGGWECE (SEQ ID NO: 57)  
Péptido 4:ECEKHSQPWQVLVAS (SEQ ID NO: 58)  55 
Péptido 25:GDDSSHDLMLLRLSE (SEQ ID NO: 59)  
Péptido 26: SHDLMLLRLSEPAEL (SEQ ID NO: 60)  
Péptido 49: SGDSGGPLVCNGVLQ (SEQ ID NO: 61)  
Péptido 54: GSEPCALPERPSLYT (SEQ ID NO: 62) 
Péptido 56 : ERPSLYTKVVHYRKW (SEQ ID NO: 63)  60 
Péptido 58 : VVHYRKWIKDTIVAN (SEQ ID NO: 64) 

 
Secuencia de ciclina D1  

 
MRSYRFSDYLHMSVSFSNDMDLFCGEDSGVFSGESTVDFSSSEVDSWPGDSIACFIEDER (SEQ ID NO: 65) 65 
HFVPGHDYLSRFQTRSLDASAREDSVAWILKVQAYYNFQPLTAYLAVNYMDRFLYARRLP (SEQ ID NO: 66) 
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ETSGWPMQLLAVACLSLAAKMEEILVPSLFDFQVAGVKYLFEAKTIKRMELLVLSVLDWR ( SEQ I D NO: 67) 
LRSVTPFDFISFFAYKIDPSGTFLGFFISHATEIILSNIKEASFLEYWPSSIAAAAILCV (SEQ ID NO: 68) 
ANELPSLSSVVNPHESPETWCDGLSKEKIVRCYRLMKAMAIENNRLNTPKVIAKLRVSVR (SEQ ID NO: 69) 
ASSTLTRPSDESSFSSSSPCKRRKLSGYSWVGDETSTSN (SEQ ID NO: 70) 

 5 
Secuencias de péptidos en la Fig. 26. 

 
Péptido 7: DRVLRAMLKAEETCA (SEQ ID NO: 71)  
Péptido 8: RAMLKAEETCAPSVS (SEQ ID NO: 72)  
Péptido 10: TCAPSVSYFKCVQKE (SEQ ID NO: 73) 10 

 
Antígeno MART-1. MART-1 es un an tígeno de d iferenciación melanocítica asociada con tumor. La vacunación con 
antígeno MART-1 puede estimular una respuesta de los linfocitos T citotóxicos para el hospedador frente a células 
tumorales que ex presan el ant ígeno de di ferenciación m elanocítica, dando como resultado la lisis de células 
tumorales. 15 
 
La Fig. 27 muestra la expresión y diseño de la construcción para anticuerpos peptídicos anti-CD40-MART-1. La Fig. 
28 es un resumen de los epítopos inmuno dominantes de CD4+ y CD8+ para MART-1. Las Figs. 27 y 28 muestran el 
uso de la tecnología de conector flexible para permitir la expresión satisfactoria del receptor anti-DC recombinante 
que di rige anticuerpos fusionados a par tes s ignificativas (~2/3) del MART-1 humano. El ant icuerpo r ecombinante 20 
fusionado en el  ex tremo C-terminal de l a c adena P esada c on t oda l a r egión de c odificación de  MART-1 no s e 
secreta en absoluto a partir de producción de células de mamífero [no se muestra]. El aducto Flex-v1-hMART-1-Pep-
3-f4-Pep-1 está particularmente bien expresado y es una realización preferente de una vacuna de dirección a MART-
1, ya que el aducto Flex-v1-hMART-1-Pep-3-f4-Pep-1-f3-Pep-2 es el que porta una carga máxima de epí topos de 
MART-1. La di apositiva 2 de l a pr esentación de MART-1 en P owerpoint muestra que  es tos aductos se p ueden 25 
añadir de forma satisfactoria a múltiples vehículos de receptor anti-DC. 
 
La secuencia que sigue a continuación es una secuencia de péptidos de hMART-1 - cadena Pesada de la proteína 
de fusión de  pep3-pep1-pep2 en la que cada secuencia de péptidos de hMART1 [en letra negrita y cursiva] está 
separada por un espaciador inter-péptido f [que se muestra en letra negrita]. En este caso, un conector largo de 27 30 
aminoácidos, flex-v1(v1) [en letra cursiva], obtenido a par tir del precursor B de formación de armazones de anclaje 
celulosómico [Bacteroides cellulosolvens – descrito en  l a divulgación de  l a invención de v acuna de  gag-nef] se 
insertó entre el  ex tremo C-terminal de la cadena P esada y  en  l a s ecuencia de espacios f lexibles de péptidos de 
hMART1. Los restos de  AS subrayados son secuencias de unión. [manti-CD40_12E12.3F3_H-LV-hIgG4H-C-Flex-
v1-hMART-1-Pep-3-f4-Pep-1] C981 es: 35 
 

 
 
[manti-CD40_12E12.3F3_H-LV-hIgG4H-C-Flex-v1-hMART-1-Pep-3-f4-Pep-1-f3-Pep-2] C978 es: 
 40 
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[mAnti-DCIR_9E8_H-LV-hIgG4H-C-Flex-v1-hMART-1-Pep-3-f4-Pep-1] C1012 es: 
 

 5 
 
[mAnti-DCIR_9E8_H-LV-hIgG4H-C-Flex-v1-hMART-1-Pep-3-f4-Pep-1-f3-Pep-2] C1013 es: 
 

 
 10 
Secuencia de ADN de MART-1: 
 
Construcciones de MART-1 con 3 péptidos, Los sitios de inicio/parada están subrayados, el péptido 1 está en letra 
negrita, el péptido 2 está en letra negrita-cursiva y el péptido 3 está subrayado en letra negrita y subrayado: 
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MART1 - Péptido 3, la parte en letra cursiva es el epítopo inmunodominante de CD4+. 
GFDHRDSKVSLQEKNCEPVVPNAPPAYEKLSAEQSPPPYSP (SEQ ID NO: 79) Flex-4 5 
ASTNGSITVAATAPTVTPTVNATPSAAAS (SEQ ID NO: 80) 
 
MART1 - Péptido 1, la parte en letra cursiva es el epítopo inmunodominante de CD4+ y la parte subrayada-con letra 
cursiva es el epítopo inmunodominante de CD8+. 
MPREDAHFIYGYPKKGHGHSYTTAEEAAGIGILTVILG (SEQ ID NO: 81) 10 
Flex-3: ASTVTPTATATPSAIVTTITPTATTKPAS (SEQ ID NO: 82) 
 
MART1 - Péptido 2, la parte en letra cursiva es el epítopo inmunodominante de CD4+. 
VLLLIGCWYCRRRNGYRALMDKSLHVGTQCALTRRCPQEG (SEQ ID NO: 83) 
 15 
Construcciones de MART1 con dos péptidos: 
El Péptido 3 está en letra negrita-cursiva-subrayada, flex-4 está en letra negrita y el Péptido 1 está en letra negrita-
cursiva-subrayada: 
 

 20 
 
Secuencia de Proteínas: C978. rAB-cetHS-puro[manti-CD40_12E12.3F3_H-LV-hIgG4H-C-Flex-v1-hMART-1-Pep-3 
(letra negrita-cursiva-subrayada)-f4 (letra negrita)-Pep-1 ( letra negrita-cursiva)-f3 ( letra cursiva)-Pep-2 (letra negrita-
subrayada)] 
 25 
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Secuencia de Proteínas: C981. rAB-cetHS-puro[manti-CD40_12E12.3F3_H-LV-hIgG4H-C-Flex-v1-hMART-1-Pep-3 
(letra negrita-cursiva-subrayada)-f4-(letra negrita)-Pep-1](letra negrita-subrayada) 
 

 
 5 
Antígeno GP100. El antígeno GP100 es un antígeno asociado con el melanoma. Cuando se administra en una 
formulación de vacuna, el antígeno gp100 puede estimular una respuesta del sistema inmunitario limitada por HLA-
A2.1 de linfocitos T citotóxicos frente a tumores que ex presan es te antígeno, que puede dar como resultado una 
reducción del tamaño del tumor. 
 10 
La r egión c odificante del ectodominio de GP100 fusionada c on l a r egión c odificante d e l a c adena P esada del  
anticuerpo recombinante no está secreta en absoluto por la producción de células de mamífero [no se muestra]. La 
secuencia total se muestra a continuación – los restos e n letra cursiva son la secuencia líder y el dominio 
transmembrana, los pépt idos es tán en l etra ne grita-cursiva y el  dom inio t ransmembrana es tá e n l etra c ursiva-
subrayada. 15 
 

 
 
Algunas secuencias p eptídicas c onocidas l imitadas p or HLA-A0201 son: G P100 M : 209 -217 (2 M): I MDQVPFSV 
(SEQ I D NO: 88); 209 -217 WT: I TDQVPFSV (SEQ  I D NO: 89) G P100 M : 280 -288 (9 V): Y LEPGPVTV (SEQ  I D 20 
NO: 90) 280-288 WT: YLEPGPVTA (SEQ ID NO: 91) GP100 WT: 154-162: KTWGQYWQV (SEQ ID NO: 92). 
 
La Fig. 29-33 muestra los aductos de gp100 que se expresaban de forma satisfactoria cuando secretaban vacunas 
de dirección a receptor anti-DC. Estos empleaban el uso de las secuencias conectoras flexibles y fragmentación y 
barajado de l a r egión c odificante del ectodominio de gp100. Se de scriben algunas realizaciones pr eferentes d e 25 
aductos de vacuna de gp100. 
 
La Fig. 29 muestra la expresión y diseño de la construcción para anticuerpos de péptido anti-CD40-gp100. La Fig. 30 
muestra el diseño para anticuerpos de péptido anti-CD40-gp100 adicional . La Fig. 31 muestra la expresión y diseño 
de la construcción para anticuerpos de péptido anti-CD40-gp100 adicional. La Fig. 32 es un resumen de los epítopos 30 
inmunodominantes de CD4+ y CD8+ para gp100. La F ig. 33 muestra la expresión y diseño de l a construcción para 
anticuerpos de péptido anti-CD40-gp100 adicional.  
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rAB-cetHS-puro[manti-CD40_12E12.3F3_H-LV-hIgG4H-C-Flex-hgp100-Pep-1-f4-Pep-3-f3-Pep-4-f4-Pep-5-f3-Pep-2] 
C1285, los péptidos están en letra negrita-cursiva, los conectores flexibles están en letra negrita y los restos de AS 
subrayados son secuencias de unión: 
 

 5 

 
 
rAB-cetHS-puro[hIgG4H-C-Flex-hgp100-Pep-1-f4-Pep-3-f3-Pep-4-f4-Pep-5-f3-Pep-2] C1286: 
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gp100: - Secuencia de Ácidos Nucleicos. Péptido 1 - subrayado, Péptido 2 - letra cursiva, Péptido 3 - letra negrita, 
Péptido 4 - letra negrita-subrayada, Péptido 5 - letra negrita-cursiva. 
 5 

 

E10751218
27-07-2016ES 2 584 956 T3

 



39 

 
 
GP100-Péptido 1 - Secuencia de Ácidos Nucleicos. 
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Secuencia de Proteínas: 
 

 5 
 
GP100-Péptido 3 
 

 
 10 
Secuencia de Proteínas: 
 

 
GP100-Péptido 4: 

 15 
 
Secuencia de Proteínas: 
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GP100-Péptido 5 
 

 5 
 
Secuencia de Proteínas: 
 

 
 10 
GP100-Péptido 2 
 

 
 
Secuencia de Proteínas: 15 

 
 
Antígeno de Ciclina B 1 . La Ciclina B 1 , también c onocida c omo CCNB 1 , es un ge n hum ano que codifica una 
proteína r eguladora i mplicada en l a mitosis. Complejos de Ciclina B 1 con p34(cdc2) para f ormar e l f actor de  
promotor de  l a maduración (MPF). Se c onocen do s t ranscripciones alternativas qu e s on el  r esultado de sitios 20 
alternativos de inicio de l a t ranscripción. Una pr imera t ranscripción codifica una transcripción expresada de f orma 
constitutiva. La segunda transcripción e s un a t ranscripción r egulada p or e l ciclo celular expresaba 
predominantemente durante la fase G2/M. 
 
La siguiente secuencia de aminoácidos es de ciclina B1 humana. Dos regiones de péptidos c onocidas porque 25 
contienen epítopo de linfocitos T están resaltadas en letra negrita-subrayada y en letra cursiva-subrayada. 
 

 
 
Péptido-1 MEMKILRALNFGLGRPLPLHFLRRASKIGEVDVEQHTLAKYLMELTMLDY (SEQ ID NO: 107)  30 
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Péptido-2  
DWLVQVQMKFRLLQETMYMTVSIIDRFMQNNCVPKK (SEQ ID NO: 108). 
 
La Fig. 35 muestra un resumen de niveles de expresión relativa de prototipo de vacunas de Ciclina B1 secretadas a 
partir de células 293F de mamífero transfectadas. Las secuencias conectoras flexibles facilitan la secreción. 5 
 
C1189 rAB-cetHS-puro[manti-CD40_12E12.3F3_H-LV-hIgG4H-C-Flex-v1 (letra negrita)-hCiclinaB1-Péptido-2(letra 
cursiva)-Péptido-1 (letra negrita-cursiva)-f4 (letra negrita)] [conectores de AS - subrayados] 
 

 10 
 
Arriba s e e ncuentra l a s ecuencia de l a cadena P esada secretada m adura par a una forma d e la v acuna ant i-
CD4012E12-ciclina B1. Los restos de AS son de sitios de restricción de unión. La secuencia de codificación de ADN 
se muestra a continuación, y ésta incluye el péptido señal. 
 15 
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C1143 rAB-cetHS-puro[manti-CD40_12E12.3F3_H-LV-hIgG4H-C-Flex-v1 (letra negrita)-hCiclinaB1-Péptido-2(letra 
cursiva)-f3 (letra negrita)] [conectores de AS - subrayados]. 
 5 
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Arriba s e e ncuentra l a s ecuencia de l a cadena P esada secretada m adura par a una forma d e la v acuna ant i-
CD4012E12-ciclina B1. Los restos de AS son de sitios de restricción de unión. La secuencia de codificación de ADN 
se muestra a continuación, y ésta incluye el péptido señal. 5 
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C911 r AB-cetHS-puro[manti-CD40_12E12.3F3_H-LV-hIgG4H-C-Flex-v1 (letra negr ita)-hCiclinaB1-Péptido-1 (letra 
cursiva)-f4 (letra negrita)] 
 5 

 
 
Secuencia de ác idos nuc leicos de C911 r AB-cetHS-puro[manti-CD40_12E12.3F3_H-LV-hIgG4H-C-Flex-v1 (letra 
negrita)-hCiclinaB1-Péptido-1 (letra cursiva)-f4 (letra negrita)]. 
 10 
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Antígeno de C iclina de t ipo D. Las c iclinas de tipo D se expresan de f orma predominante en l a fase G1 del c iclo 
celular. El patrón de supresión de ciclina D1 se ha estudiado ampliamente en ciertos tipos de cáncer incluyendo 
linfoma y cáncer de pulmón de células no microcíticas. Aproximadamente un 30 por ciento de carcinomas de mama 5 
son positivos para Ciclina D1. La sobreexpresión de la Ciclina D1 es ahora un criterio bien establecido para el 
diagnóstico de Linfoma de C élulas del  Manto, un l infoma no Hodgkin, maligno, q ue se c aracteriza por un a 
translocación cromosómica única, t(11;14).  
Ciclina D1 - Péptido 1 - letra negrita, Péptido 2 - letra negrita-subrayada, Péptido - 3 letra cursiva, Péptido 4 –
subrayado. 10 
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Pep-1 
MEHQLLCCEVETIRRAYPDANLLNDRVLRAMLKAEETCAPSVSYFKCV (SEQ ID NO: 117) 
Pep-2 5 
 

QKEVLPSMRKJVATWMLEVCEEQKCEEEVFPLAMNYLDRFLSLEPVKKSRLQLLGATCMFVASKM 
KETIPLTAEKLCIYTDNSIRPEELLQMELL (SEQ ID NO: 118) 

 
Pep-3 10 
LVNKLKWNLAAMTPHDFIEHFLSKMPEAEENKQIIRKHAQTFVALCATDVKFISNPPSMV (SEQ ID NO: 119) 
Pep-4 
 

 
 15 

Tabla 1. Correlación de Clon-Anticuerpo  
Nombre Clon Isotipo 

PAB176 
PAB176 

AB13_22.11B6.2C6 AB13.22.11B6.1C3 
(HS440) - subclon 

IgGlk 

PAB177 AB13_22.11C7.1D6 IgG2b k 

PAB180 AB13_22.11H12.1G1 IgGlk 

PAB188 
PAB1574 

AB13_22.12B4.2C10 IgGlk 

PAB187 
PAB366 
PAB525 
PAB530 
PAB594 

PAB1400 
PAB1700 

AB13_22.12E12.3F3 IgGlk 

PAB184 AB13_22.15C11.3G12 IgGlk 

PAB 181 AB13_22.19B5.4C11 IgG2a k 

PAB183 AB13_22.24A33F1 IgG2b k 

PAB178 AB13_22.24C9.2A6 IgG2b k 

PAB 189 AB13_22.2G2.1A5 IgG2b k 

PAB194 AB13_22.3C7.1G5 IgG2a k 

PAB1573   

PAB193 AB13_22.7G10.2D5 IgG2a k 

PAB1572   

PAB 182 
PAB1435 

AB13_22.8A4.3G10 IgGlk 

PAB 179 AB13_22.8F6.2C7 IgG2b k 

PAB190 AB13_22.9A11.2A11 IgG1 lam 
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La F ig. 34 muestra l os r esultados obt enidos c on l os di versos ant icuerpos usando un ens ayo qu e det ectan l a 
señalización a t ravés de ligación de CD40 – lectura como muerte celular. El propio CD40 puede enviar señales de 
este tipo, pero el dominio intracelular de FAS se usa para comparación cuando se expresan células CHO (Fas CHO 
con respecto a  CHO). En resumen, las células CHS-S se t ransfectaron con vectores de expresión para cualquier 
hCD40ectodominioTM fusionado c on el  do minio i ntracelular de  FAS, o  hCD40. Estas c élulas pr oliferan d e f orma 5 
normal, pero con señalización a través de señales apoptóticas activadas por ligación de CD40. 
 
Después de 48 horas, MTT se añade al cultivo y se mide la reducción en colorante, que es directamente 
proporcional al contenido de mitocondrias activas (es decir, células vivas). 
 10 
ELISA. Las placas se revistieron con cualquiera de CD40 ecto (humano o NHP coh) y a continuación con los mAb. 
anti-mIgG HRP o CBD doc/a continuación CD40 ecto (coh = cohesina, NHP = primate no humano, HRP = 
peroxidasa de rábano picante) a continuación los mAb y a continuación HRP anti-mIgG o Captura es anti-mIgG a 
continuación CD40 ecto biotinilado con los Mab (humano o NHP coh). La producción de citoquinas se midió como se 
ha descrito en los ejemplos mencionados anteriormente. 15 
 
La Fig. 35 muestra la unión de diversas construcciones cuando el anticuerpo se ha preparado en una proteína de 
fusión con doc y a c ontinuación c apturas. Las Figs. 36 y 37 c omparan la pr oducción d e c itoquinas con o s in la 
adición de GM-CSF e IFNα (Fig. 36 A-D), y anticuerpos solubles son los (Fig. 37A-D) incubados con las DC durante 
24 horas. La Figura 38A-B demuestra el efecto de diversas concentraciones de anticuerpos anti-CD40 de la presente 20 
invención en la proliferación directa de linfocitos B.  
 
Proliferación de l infocitos B. Los l infocitos B de PBMC de dona ntes s anos s e enr iquecieron c on el kit de 
enriquecimiento de l infocitos B (de BD). 5 x 10e4 l infocitos B et iquetados con CFSE se cultivaron en m edio RPMI 
que contenía FCS al 10 % en presencia de 50 unidades/ml de IL-2 durante 6 días. La proliferación de linfocitos B se 25 
sometió a ensayo midiendo la dilución de CFSE usando citometría de flujo. De forma sorprendente, se encontró que 
algunos anticuerpos eran capaces de c ausar la proliferación de l os l infocitos B a diversas diluciones, mientras que 
un control de inmunoglobulina y un anticuerpo anti-CD40 (los datos no se muestran) no lo hacían. 
 
Las di versas c onstrucciones mostradas en el pr esente d ocumento d emuestran que  l os anticuerpos CD40 ( por 30 
ejemplo, 12E12) son capaces de una activación fuerte como dominios variables cuando: (1) el anticuerpo se vuelve 
a configurar como una quimera de región v de ratón recombinante y región C de IgG4 humana, y (2) la actividad se 
puede retener en el contexto de (1) con cadena H - antígeno C-terminal añadido. Estas proteínas de fusión de región 
variable-péptido y/o complejos aumenta en gran medida la eficacia de la vacuna. 
 35 
Se contempla que cualquier realización discutida en la presente memoria descriptiva se puede poner en práctica con 
respecto a cualquier método, kit, reactivo o composición de la invención, y viceversa. Además, las composiciones de 
la invención se pueden usar para conseguir métodos de la invención. 
 
Se ent enderá que l as r ealizaciones en par ticular descritas en e l pr esente do cumento se m uestran a modo d e 40 
ilustración y no como limitaciones de la invención. Las principales características de la presente invención se pueden 
usar en diversas realizaciones sin apartarse del alcance de la invención. Los expertos en la materia reconocerán, o 
serán c apaces de di scernir el  us o de no m ás que e xperimentación de r utina, números equ ivalentes a l os 
procedimientos es pecíficos d escritos en el presente do cumento. T ales equivalentes se c onsideran d entro de l 
alcance de la presente invención y están cubiertos con las reivindicaciones. 45 
 
Todas las publicaciones y solicitudes de patentes mencionadas en la memoria descriptiva son indicativas del nivel de 
experiencia de los expertos en la materia a la que pertenece la presente invención. 
 
El uso de el t érmino "un" o "uno" cuando s e us a en  c onjunto con la ex presión "que c omprende" en las 50 
reivindicaciones y/o la memoria d escriptiva pueden ha cer referencia a  "uno", pero t ambién es  c oherente con e l 
significado de "uno o más", "al menos uno", y "uno o más de uno". El uso del término "o" en las reivindicaciones se 
usa para ha cer r eferencia a  "y/o" a m enos que s e indique de  f orma ex plícita qu e hace r eferencia s olamente a 
alternativas o las alternativas son mutuamente exclusivas, aunque la divulgación apoye una definición que se refiere 
solamente a alternativas e "y/o". A través de la presente solicitud, el término "aproximadamente" se usa para indicar 55 
que un valor incluye la variación de error inherente para el dispositivo, siendo usado el método para determinar el 
valor, o la variación que existe entre los objetos de estudio. 
 
Como se usa en la presente memoria d escriptiva y en  la r eivindicación(s), las ex presiones "que comprende" ( y 
cualquier forma de que comprende, tal como "comprender" y "comprende"), "que t iene" (y cualquier forma de que 60 
tiene, tal como "tener" y "tiene"), "que incluye" (y cualquier forma de que incluye, tal como "incluye" e "incluir") o "que 
contiene" (y cualquier forma de que contiene, tal como "contiene" y "contener") son inclusivas e indefinidas y por lo 
tanto no excluyen elementos o etapas del método sin mencionar, adicionales.  
 
La expresión "o combinaciones de los mismos", como se usa en el presente documento, se refiere a todas l as 65 
permutaciones y combinaciones de los elementos enumerados que preceden a la expresión. Por ejemplo, "A, B, C, o 
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combinaciones de l os m ismos" pretende i ncluir a l menos uno de: A,  B,  C, AB,  AC , BC , o  ABC, si el  or den e s 
importante en un contexto en particular, también BA, CA, CB, CBA, BCA, ACB, BAC, o CAB. Continuando con este 
ejemplo, están incluidas de forma expresa combinaciones que contienen repeticiones de uno o más elementos o 
términos, tales como BB, AAA, MB, BBC, AAABCCCC, CBBAAA, CABABB, y así sucesivamente. El experto en la 
materia entenderá que por lo general no hay límite en el número de elementos o términos en cualquier combinación, 5 
a menos que sea evidente de otro modo a partir del contexto. 
 
Todas las composiciones y/o métodos desvelados y reivindicados en el presente documento se pueden preparar y 
ejecutar sin experimentación excesiva a la vista de la presente divulgación. 
 10 
LISTADO DE SECUENCIAS 

 
<110> Baylor Research Institute 
 
<120> ANTICUERPOS ANTI-CD40 Y USOS DE LOS MISMOS 15 
 
<130> R 60170 
 
<140> EP 10751218.8 
<141> 05-03-2010 20 
 
<150> 61/159,055 
<151> 10-03-2009 
 
<150> 61/159,059 25 
<151> 10-03-2009 
 
<150> 61/159,062 
<151> 10-03-2009 
 30 
<150> 12/718,365 
<151> 05-03-2010 
 
<160> 124 
 35 
<170> PatentIn versIón 3.5 
 
<210> 1 
<211> 467 
<212> PRT 40 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 45 
<400> 1 
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<210> 2 
<211> 234 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 2 
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<210> 3 
<211> 203 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético.  
 10 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 234 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético.  10 
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<400> 4 
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<210> 5 
<211> 235 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 5 
 10 
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<210> 6 
<211> 196 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 6 
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<210> 7 
<211> 238 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
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<400> 7 
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<210> 8 
<211> 1404 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido sintético 
 10 
<400> 8 
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<210> 9 
<211> 705 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido sintético 
 10 
<400> 9 
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<210> 10 
<211> 705 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido sintético 
 10 
<400> 10 
 

 
 
<210> 11 15 
<211> 708 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Oligonucleótido sintético 
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<400> 11 
 

 
 5 
<210> 12 
<211> 705 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 10 
<220> 
<223> Oligonucleótido sintético 
 
<400> 12 
 15 

 
 
<210> 13 
<211> 25 
<212> PRT 20 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 13 
 5 

 
 
<210> 14 
<211> 1389 
<212> ADN 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido sintético 
 15 
<400> 14 
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<210> 15 
<211> 717 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido sintético 
 10 
<400> 15 
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<210> 16 
<211> 32 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 16 
 

 
 
<210> 17 15 
<211> 30 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 17 
 

 25 
 
<210> 18 
<211> 19 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 30 
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<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 18 5 
 

 
 
<210> 19 
<211> 40 10 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 15 
 
<400> 19 
 

 
 20 
<210> 20 
<211> 56 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 25 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 20 
 30 

 
 
<210> 21 
<211> 745 
<212> PRT 35 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 5 
<400> 21 
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<210> 22 
<211> 739 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 22 
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<210> 23 
<211> 7 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 23 
 

 
 
<210> 24 15 
<211> 10 
<212> PRT 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 5 
<400> 24 
 

 
 
<210> 25 10 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 15 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 25 
 

 20 
 
<210> 26 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 25 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 26 30 
 

 
 
<210> 27 
<211> 70 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido sintético 40 
 
<400> 27 
 

 
 45 
<210> 28 
<211> 186 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 50 
<220> 
<223> Oligonucleótido sintético 
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<400> 28 
 

 
 
<210> 29 5 
<211> 61 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 29 
 

 15 
 
<210> 30 
<211> 60 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 20 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 30 25 
 

 
 
<210> 31 
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<211> 60 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 5 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 31 
 

 10 
 
<210> 32 
<211> 60 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 32 20 
 

 
 
<210> 33 
<211> 60 25 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 30 
 
<400> 33 
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<210> 34 
<211> 60 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 34 
 

 
 
<210> 35 15 
<211> 40 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 35 
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81 

 
 
<210> 36 
<211> 17 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético 
 10 
<400> 36 
 

 
 
<210> 37 15 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 37 
 

 25 
 
<210> 38 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 30 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 38 35 
 

 
 
<210> 39 
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<211> 60 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 5 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 39 
 

 10 
 
<210> 40 
<211> 60 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 40 20 
 

 
 
<210> 41 
<211> 11 25 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 30 
 
<400> 41 
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83 

 
 
<210> 42 
<211> 7 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Región de dominio variable de cadena pesada del sitio de unión al antígeno de una molécula de unión 
CD 40 sintética 10 
 
<400> 42 
 

 
<210> 43 15 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Péptido sintético 
 
<400> 43 
 

 25 
 
<210> 44 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 30 
 
<220> 
<223> Péptido sintético 
 
<400> 44 35 
 

 
 
<210> 45 
<211> 17 40 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético 45 
 
<400> 45 
 

 
 50 
<210> 46 
<211> 10 
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<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 5 
 
<400> 46 
 

 
 10 
<210> 47 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 15 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 47 
 20 

 
 
<210> 48 
<211> 36 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido sintético 
 30 
<400> 48 
ggatggtggg aagatggata cagttggtgc agcatc  36 
 
<210> 49 
<211> 31 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido sintético 40 
 
<400> 49 
ccaggcatcc tagagtcacc gaggagccag t  31 
 
<210> 50 45 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 50 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 50 
 

 55 
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<210> 51 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 51 
 10 

 
 
<210> 52 
<211> 60 
<212> PRT 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético 
 20 
<400> 52 
 

 
 
<210> 53 25 
<211> 60 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 30 
<223> Péptido sintético.  
 
<400> 53 
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<210> 54 
<211> 60 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 54 
 

 
 
<210> 55 15 
<211> 60 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 55 
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<210> 56 
<211> 21 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 56 
 

 
 
<210> 57 15 
<211> 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 57 
 

 25 
 
<210> 58 
<211> 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 30 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 58 35 
 

 
 
<210> 59 
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<211> 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 5 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 59 
 

 10 
 
<210> 60 
<211> 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 60 20 
 

 
 
<210> 61 
<211> 15 25 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 30 
 
<400> 61 
 

 
 35 
<210> 62 
<211> 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 40 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 62 
 45 

 
 
<210> 63 
<211> 15 
<212> PRT 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 55 
<400> 63 
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89 

 

 
 
<210> 64 
<211> 15 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 10 
 
<400> 64 
 

 
 15 
<210> 65 
<211> 60 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 20 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 65 
 25 

 

 
 
<210> 66 
<211> 60 30 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 35 
 
<400> 66 
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<210> 67 
<211> 60 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 67 
 

 
 
<210> 68 15 
<211> 60 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 68 
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<210> 69 
<211> 60 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 69 
 

 
 
<210> 70 15 
<211> 39 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 70 
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<210> 71 
<211> 15 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 71 
 

 
 
<210> 72 15 
<211> 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 72 
 

 25 
 
<210> 73 
<211> 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 30 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 73 35 
 

 
 
<210> 74 
<211> 587 40 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 45 
 
<400> 74 
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95 

 
 
<210> 75 
<211> 656 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 75 
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99 

 
 
<210> 76 
<211> 593 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 76 
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101 
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<210> 77 
<211> 660 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 77 10 
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ES 2 584 956 T3

 



105 

<210> 78 
<211> 630 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Oligonucleótido sintético 
 
<400> 78 
 10 

 
 
<210> 79 
<211> 41 
<212> PRT 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 20 
<400> 79 
 

 
 
<210> 80 25 
<211> 29 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 30 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 80 
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<210> 81 
<211> 38 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 81 
 

 
 
<210> 82 15 
<211> 29 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 82 
 

 25 
 
<210> 83 
<211> 40 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 30 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 83 35 
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<210> 84 
<211> 110 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 84 
 

 
 
<210> 85 15 
<211> 675 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 85 
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110 

 
 
<210> 86 
<211> 606 
<212> PRT 5 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 5 
<400> 86 
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<210> 87 
<211> 661 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 87 
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<210> 88 
<211> 9 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 88 
 

 
 
<210> 89 15 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 89 
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<210> 90 
<211> 9 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 90 
 

 
 
<210> 91 15 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 91 
 

 25 
 
<210> 92 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 30 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 92 35 
 

 
 
<210> 93 
<211> 1160 40 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 45 
 
<400> 93 
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<210> 94 
<211> 1161 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 94 
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<210> 95 
<211> 2142 
<212> ADN 5 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido sintético 
 5 
<400> 95 
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<210> 96 
<211> 690 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido sintético 
 10 
<400> 96 
 

 
 
<210> 97 15 
<211> 230 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 97 
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<210> 98 
<211> 327 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido sintético 
 
<400> 98 10 
 

 
 
<210> 99 
<211> 109 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 20 
 
<400> 99 
 

 
 25 
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<210> 100 
<211> 225 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Oligonucleótido sintético 
 
<400> 100 
 10 

 
 
<210> 101 
<211> 75 
<212> PRT 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 20 
<400> 101 
 

 
 
<210> 102 25 
<211> 327 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 30 
<223> Oligonucleótido sintético 
 
<400> 102 
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<210> 103 
<211> 109 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido sintético 
 10 
<400> 103 
 

 
 
<210> 104 15 
<211> 219 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Oligonucleótido sintético 
 
<400> 104 
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<210> 105 
<211> 73 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (38)..(38) 
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural 
 15 
<400> 105 
 

 
 
<210> 106 20 
<211> 438 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 106 25 
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<210> 107 
<211> 50 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 107 
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<210> 108 
<211> 36 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 108 
 

 
 
<210> 109 15 
<211> 594 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 109 
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<210> 110 
<211> 1842 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido sintético 
 10 
<400> 110 
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<210> 111 
<211> 542 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 111 
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145 

 
 
<210> 112 
<211> 1686 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
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<223> Oligonucleótido sintético 
 
<400> 112 
 

 5 
 
<210> 113 
<211> 556 
<212> PRT 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 5 
<400> 113 
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149 

 
 
<210> 114 
<211> 1728 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Oligonucleótido sintético 
 10 
<400> 114 
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<210> 115 
<211> 295 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
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<400> 115 
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<210> 116 
<211> 48 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 116 
 

 
 
<210> 117 15 
<211> 95 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 117 
 

 25 
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<210> 118 
<211> 60 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 118 10 
 

 
 
<210> 119 
<211> 92 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 20 
 
<400> 119 
 

 
 25 
<210> 120 
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<211> 32 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 5 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 120 
 

 10 
 
<210> 121 
<211> 30 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 121 20 
 

 
 
<210> 122 
<211> 19 25 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 30 
 
<400> 122 
 

 
 35 
<210> 123 
<211> 32 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 40 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 
<400> 123 
 45 
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<210> 124 
<211> 31 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Péptido sintético. 
 10 
<400> 124 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un anticuerpo recombinante humanizado o un fragmento de unión a antígeno del mismo que se une a CD40, que 
comprende a l menos un d ominio v ariable que t iene una i dentidad de s ecuencias de un 90 % con al m enos una  
región variable de cadena l igera de anticuerpo de SEQ I D NO: 7; y  al menos un dominio variable que t iene una 5 
identidad de secuencias de un 90 % con una región variable de cadena pesada de anticuerpo de SEQ ID NO: 6 y en 
el qu e el  ant icuerpo tiene l as CDR obtenidas a partir del  ant icuerpo anti-CD40_11B6.1C3 que tiene un a c adena 
pesada de SEQ ID NO: 6 y una cadena ligera de SEQ ID NO: 7. 
 
2. El anticuerpo de la reivindicación 1, que comprende adicionalmente: 10 
 

una región constante de cadena pesada, en el que la región constante de cadena pesada comprende una región 
constante de c adena pesada humana gamma-1, gamma-2, gamma-3, o g amma-4 o una variante de l a región 
constante de cadena pesada humana; y 
una región constante de cadena l igera, en el  que la región constante de cadena ligera comprende una región 15 
constante de cadena ligera humana lambda o kappa. 

 
3. El anticuerpo de la reivindicación 1, en el que el fragmento de unión se selecciona entre el grupo que consiste en 
Fab, Fab’, Fab’-SH, Fv, scFv, F(ab’)2, y un diacuerpo. 
 20 
4. E l ant icuerpo de l a r eivindicación 1, en l a que el a nticuerpo es  h umanizado y c omprende l a secuencia de  
polipéptidos de SEQ ID NO: 6 y la secuencia de polipéptidos de SEQ ID NO: 7. 
 
5. Una composición que comprende un anticuerpo o un fragmento de unión a antígeno del mismo, en combinación 
con un vehículo o diluyente farmacéuticamente aceptable, en la que el anticuerpo es el ant icuerpo de la 25 
reivindicación 1. 
 
6. U n m étodo p ara pr eparar un ant icuerpo que c omprende: expresar, e n un a c élula h ospedadora, u n an ticuerpo 
recombinante humanizado o un fragmento de unión a antígeno del mismo, ambos de los cuales se unen a CD40, 
que c omprende al m enos una r egión variable de c adena ligera de ant icuerpo de SEQ I D NO: 7 y al  m enos una 30 
región variable de cadena pesada de anticuerpo de SEQ ID NO: 6, en el que la célula hospedadora es una célula 
bacteriana, fúngica, de insecto, o de mamífero, el anticuerpo es un anticuerpo humanizado y el anticuerpo tiene las 
CDR obtenidas a partir del anticuerpo anti-CD40_11B6.1C3 que tiene una cadena pesada de SEQ ID NO: 6 y una 
cadena ligera de SEQ ID NO: 7. 
 35 
7. El m étodo de la reivindicación 6, en el que el anticuerpo solo es  c apaz de hac er que las c élulas dendríticas 
secreten al menos uno de IL-6, MIP-1a, IL-12p40 o TNFalfa sin activación previa de las células dendríticas. 
 
8. El método de la reivindicación 6, en el que el anticuerpo es capaz de hacer que las células dendríticas activadas 
con GM-CSF e Interferón alfa secreten al menos uno de IL-6, MIP-1a, IP-10, IL-10 o IL-12p40. 40 
 
9. Un anticuerpo recombinante humanizado o un fragmento de unión a antígeno del mismo que se une a CD40, en el 
que el anticuerpo solo es capaz de causar la proliferación de linfocitos B de al menos un 10 % de los linfocitos B, en 
el que el anticuerpo comprende al menos un dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 95 %, 
99 % o un 100 % con al menos una región variable de cadena ligera de anticuerpo de SEQ ID NO: 7 y al menos un 45 
dominio variable que tiene una identidad de secuencias de un 95 %, 99 % o un 100 % con una región variable de 
cadena pesada de anticuerpo de SEQ ID NO: 6 y en el que el anticuerpo tiene las CDR obtenidas a partir del 
anticuerpo anti-CD40_11B6.1C3 que tiene una cadena pesada de SEQ ID NO: 6 y una cadena l igera de  SEQ ID 
NO: 7. 
 50 
10. El anticuerpo de la reivindicación 9, en el que el porcentaje de linfocitos B que proliferan es al menos un 15 %, 
20 %, 25 %, 28 %, 30 % o un 35 %. 
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