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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-CD40
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general a anticuerpos anti-CD40 humanizados para uso diagndstico y
terapéutico. Mas especificamente, se describen anticuerpos anti-CD40 humanizados y su uso para el tratamiento de
diversas enfermedades o trastornos caracterizados por células que expresan CD40. También se describen
composiciones farmacéuticas y kits que comprenden el anticuerpo anti-CD40 humanizado.

Antecedentes de la invencion

La CD40 es una glucoproteina de membrana integral de tipo 48kDa y un miembro de la superfamilia de receptores
del factor de necrosis tumoral (TNF). La CD40 se expresa en una diversidad de tipos celulares que incluyen células
B normales y neoplasicas, células interdigitantes, carcinomas, células epiteliales (p. €j., queratinocitos), fibroblastos
(p. €j., sinoviocitos) y plaquetas. También esta presente en monocitos, macréfagos, algunas células endoteliales y
células dendriticas foliculares. La CD40 se expresa tempranamente en ontogenia de células B, apareciendo en
precursores de células B después de la aparicion de CD10 y CD19, pero antes de la expresion de CD21, CD23,
CD24, y de la apariciéon de inmunoglobulina superficial M (slgM) (Uckun et al., 1990, Blood 15:2449). La CD40
también se ha detectado en células plasmaticas derivadas de célula 6sea y de amigdalas (Pellat-Decounynck et al.,
1994, Blood 84:2597).

El ligando de CD40 es CD40L (también denominado CD154, gp39, y TRAP), un miembro de la superfamilia de TNF.
CD40L es una proteina transmembrana expresada predominantemente en células T CD4+ activadas y un pequeio
subconjunto de células T CD8+ (revisado por Van Kooten C. y Banchereau, 2000).

La interaccién de CD40 con CD40L induce respuestas inmunitarias mediadas por células y humorales. CD40 regula
este par ligando-receptor para activar las células B y otras células presentadoras de antigenos (APC), incluidas las
células dendriticas (DC) (revisado por (Toubi y Shoenfeld, 2004); (Kiener, et al., 1995). La funciéon de CD40 en las
células B ha sido estudiada profundamente. La activacion de CD40 en células B induce la proliferacién, la
diferenciacion en células secretoras de anticuerpos y el cambio de isotipo en los centros germinales de los 6rganos
linfoides secundarios. En estudios in vifro se han observado efectos directos de la activacion de CD40 sobre la
produccion de citocinas (IL-6, IL-10, TNF-a, LT-a), la expresion de moléculas de adhesion y receptores
coestimuladores (ICAM, CD23, CD80 y CD86) y el aumento de la expresiéon de MHC clase |, MHC clase Il y
transportador TAP por linfocitos B (Liu, et al., 1996). Para la mayoria de estos procesos, la CD40 actia en conjunto
con otras citocinas u otras interacciones receptor-ligando.

La sefalizacién de CD40 en monocitos y CD da como resultado una supervivencia mejorada asi como la secrecion
de citoquinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a y MIP-1a). La ligadura de CD40 en estos APC también conduce a
un aumento de las moléculas coestimuladoras tales como (ICAM-1, LFA-3, CD80 y CD86). La activacion de
receptores CD40 es una de las sefiales criticas que permiten la maduracion completa de DC en APC eficientes que
activan la activacion de células T (Banchereau y Steinman, 1998) (Van Kooten C. y Banchereau, 2000).

Estudios recientes en modelos de ratén mostraron que la sefalizacién de CD40 en células dendriticas también juega
un papel importante en la generaciéon de células TH17 que se consideran mediadores de la autoinmunidad en
enfermedades tales como la artritis y la esclerosis multiple (lezzi, et al., 2009) (Perona-Wright, et al., 2009).

La disponibilidad de ratones con genes inactivados de CD40 y CD40L, como también los anticuerpos anti-raton
agonistas y antagonistas ofrecieron la posibilidad de estudiar la funcién de las interacciones CD40-CD40L en varios
modelos de enfermedad. Se ha demostrado que la administracion de bloqueo anti-CD40L es beneficiosa en varios
modelos de autoinmunidad que incluyen enfermedades espontaneas como la nefritis lUpica en ratones SNF1 o
diabetes en ratones NOD o en formas de enfermedad inducida experimentalmente como la artritis inducida por
colageno (CIA) o la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) (Toubi y Shoenfeld, 2004). CIA en ratones fue
inhibida por un mAb anti-CD40L que bloque6 el desarrollo de la inflamacién articular, titulos de anticuerpos en suero
para colageno, la infiltracion de células inflamatorias en el tejido subsinovial ademas de la erosion de cartilago y
hueso (Durie, et al., 1993). Tanto para la nefritis Iipica como para la EAE, se demostrd que el anti-CD40L también
podria aliviar la enfermedad en curso, confirmando el papel de CD40-CD40L en la fase efectora de la enfermedad
(Kalled, et al., 1998); (Howard, et al., 1999).

La funcién para las interacciones CD40—CD40L en el desarrollo de EAE también se estudié en ratones deficientes
de CD40L que portaban un receptor de células T transgénico especifico para la proteina basica mielina. Estos
ratones no pudieron desarrollar EAE después del cebado con antigeno, y las células T CD4 + permanecieron
inactivas y no produjeron INF-y (Grewal, et al., 1996).

Asimismo, los anticuerpos inhibidores dirigidos contra CD40 demostraron efectos beneficiosos en modelos de
enfermedad inflamatoria, como EAE. Lamann y sus colegas demostraron que el mAb CD40 antihumano de ratén
antagonista mu5D12 y una versién quimérica de este mAb impedian eficazmente la expresion clinica de EAE
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desmielinizante crénica en monos titi comunes exogamicos (Laman, et al., 2002); (Boon, et al., 2001). Un estudio de
seguimiento mostr6 que el tratamiento terapéutico con el anticuerpo CD40 anti-humano quimérico reduce la
inflamacién detectable por MRI y retrasa el agrandamiento de lesiones cerebrales preexistentes en el modelo de
EAE de titi (Hart, et al., 2005).

Se ensayaron anticuerpos anti-CD40 con actividad agonista en modelos de ratén de artritis con algunos resultados
conflictivos. Tal como se esperaba para un agente inmunoestimulador, se demostré que el mAb FGK45 de CD40
agonistico anti-raton exacerbaba la enfermedad en el modelo DBA/1 de CIA en ratones (Tellander, et al., 2000). Sin
embargo, en otro modelo CIA crénico FGK45, y otro mAb CD40 agonistico anti-ratén, 3/23, ambos exhibieron
efectos terapéuticos positivos (Mauri, et al., 2000). Este grupo postulé que los anticuerpos agonisticos en este
régimen de tratamiento terapéutico tienen un efecto beneficioso al inducir la desviacion inmunitaria hacia una
respuesta Th2 con niveles disminuidos de IFN- y y mayores niveles de IL-4 e IL-10 (Mauri, et al., 2000).

La prevencién del rechazo al trasplante mediante el bloqueo de interacciones CD40/CD154 también se ha
documentado. El uso de ch5D12, un antagonista anti-CD40 quimérico, en estudios de aloinjertos renales en monos
rhesus, indica que el antagonismo de CD40 es suficiente para la modificacién de la enfermedad y la prolongacién de
la supervivencia media pasados los 100 dias. Cuando se combiné ch5D12 con un anticuerpo anti-CD86 y se
administrd solo al inicio de los estudios con aloinjerto seguido de un tratamiento prolongado con ciclosporina, se
lograron tiempos de supervivencia medios superiores a 4 anos, lo que indica que esta combinacion puede inducir
tolerancia (Haanstra, et al., 2005).

Por lo tanto, existen extensos estudios clinicos que aportan pruebas de la funcién crucial de la diada CD40-CD40L
en conducir una eficiente respuesta inmunitaria dependiente de células T. El bloqueo de la sefalizacion de CD40 se
reconoce, por lo tanto, como una estrategia terapéutica adecuada y necesaria para suprimir una respuesta
autoinmunitaria patogénica en enfermedades tales como RA, esclerosis multiple o psoriasis. No obstante, hasta la
fecha, no existen anticuerpos CD40 que hayan sido aprobados para intervencion terapéutica de dichos trastornos
debido a los hallazgos que demostraron previamente que los anticuerpos anti-CD40 generaban efectos colaterales
importantes. Un anticuerpo anti-CD40, denominado 4D11, se ha descrito en el documento US 2004/0120948. Sin
embargo, se ha recogido que este anticuerpo tiene una semivida corta (Aoyagi, et al., 2009, American Journal of
Transplantation, 9(8): 1732-1741). Por consiguiente, existe una importante necesidad de agentes terapéuticos que
puedan usarse para intervenir en la accion de CD40-CD40L y bloquear la sefalizacién de CD40. Esta necesidad
podria cubrirse con los nuevos anticuerpos anti-CD40 humanizados que se unen especificamente a CD40 y que
muestran las propiedades de especificidad de unién al antigeno, afinidad, farmacocinética y farmacodinamica que
permiten su uso en la intervencién terapéutica de trastornos basados en CD40.

Breve resumen de la invencion

La invencién se presentar en el conjunto de reivindicaciones adjunto. Las realizaciones y/o ejemplos de la siguiente
descripcion que no estan cubiertos por las reivindicaciones adjuntas no se consideran parte de la invencion. La
presente invencion proporciona un anticuerpo monoclonal humanizado en el que dicho anticuerpo se une
especificamente a CD40 humano que tiene una actividad antagonista IC50 de menos de 1 nM y no tiene agonismo
hasta 100 ug/ml en la proliferacién de células B y en el que dicho anticuerpo se caracteriza adicionalmente porque el
anticuerpo tiene una semivida in vivo en primates no humanos que es de al menos 10 dias.

El anticuerpo monoclonal humanizado puede ademas caracterizarse porque el anticuerpo posee una semivida en
monos cynomolgus de méas de 8 dias con una dosis inferior a 30 mg/kg.

En un aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo anti-CD40 humanizado que tiene una cadena pesada variable
y una cadena ligera variable que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO: 52,
respectivamente, donde el anticuerpo comprende una regién Fc de inmunoglobulina humana y donde el anticuerpo
es un anticuerpo IgG1.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo anti-CD40 humanizado que tiene la secuencia de
aminoacidos de la region variable de cadena pesada de cualquiera de las SEQ 1Q N2 32, SEQ ID N2 33 o SEQ ID
Ne: 35.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo anti-CD40 humanizado que comprende una secuencia de
aminodcidos de dominio variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 31.

En este documento se describe un anticuerpo monoclonal caracterizado por que comprende una cadena pesada y
una cadena ligera, en donde la secuencia CDR1 de cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO: 9 a SEQ ID NO: 11, una secuencia CDR2 de cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO: 12 a SEQ ID NO: 15 y una secuencia CDR3 de cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO: 16 a SEQ ID NO: 17; y donde la secuencia CDR1 de la cadena ligera tiene una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 18 a SEQ ID NO: 21, una secuencia CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 22 a
SEQ ID NO: 23 y una secuencia CDR3 de cadena ligera seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 24 a
SEQ ID NO: 25.
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También se describe en este documento un anticuerpo monoclonal caracterizado por que comprende una secuencia
CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 10, una secuencia CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 13 y una
secuencia CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 16; y donde dicho anticuerpo comprende una secuencia CDR1
de cadena ligera de SEQ ID NO: 19, una secuencia CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 22 y una secuencia
CDR3 de cadena ligera de SEQ ID NO: 24.

También se describe en este documento un anticuerpo monoclonal que se describe en este documento
caracterizado por que comprende una secuencia CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 9, una secuencia CDR2
de cadena pesada de SEQ ID NO: 14 y una secuencia CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 16 ; y en donde
dicho anticuerpo comprende una secuencia CDR1 de cadena ligera de SEQ ID NO: 20, una secuencia CDR2 de
cadena ligera de SEQ ID NO: 22 y una secuencia CDR3 de cadena ligera de SEQ ID NO: 24.

También se describe en este documento un anticuerpo monoclonal que se describe en este documento
caracterizado por que comprende una secuencia CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 9, una secuencia CDR2
de cadena pesada de SEQ ID NO: 14 y una secuencia CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 16 ; y donde dicho
anticuerpo comprende una secuencia CDR1 de cadena ligera de SEQ ID NO: 20, una secuencia CDR2 de cadena
ligera de SEQ ID NO: 22 y una secuencia CDR3 de cadena ligera de SEQ ID NO: 24.

También se describe en este documento un anticuerpo monoclonal que se describe en este documento
caracterizado por que comprende una secuencia CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 11, una secuencia CDR2
de cadena pesada de SEQ ID NO: 15 y una secuencia CDR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 17 ; y donde dicho
anticuerpo comprende una secuencia CDR1 de cadena ligera de SEQ ID NO: 21, una secuencia CDR2 de cadena
ligera de SEQ ID NO: 23 y una secuencia CDR3 de cadena ligera de SEQ ID NO: 25.

También se describen en este documento secuencias individuales para cadenas pesadas de los anticuerpos
preferidos de la invencién.

La presente invencion se refiere a un anticuerpo humanizado que tiene un dominio variable de cadena pesada y una
regién variable de cadena ligera que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO:
31, respectivamente; SEQ ID NO: 33 y SEQ ID NO: 31, respectivamente; o SEQ ID NO: 35 y SEQ ID NO: 31,
respectivamente.

En una realizacion, la invencién se refiere a un anticuerpo humanizado que tiene un dominio variable de cadena
pesada y una region variable de cadena ligera que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 32 y
SEQ ID NO: 31, respectivamente.

En otra realizacion, la invencion se refiere a un anticuerpo humanizado que tiene un dominio variable de cadena
pesada y una region variable de cadena ligera que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 33 y
SEQ ID NO: 31, respectivamente.

En otra realizacién, la invencién se refiere a un anticuerpo humanizado o fragmento de anticuerpo que tiene un
dominio variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera que comprende las secuencias de
aminodcidos de SEQ ID NO: 35 y SEQ ID NO: 31, respectivamente.

También se describe en este documento un anticuerpo aislado o fragmento de unién a antigeno que se une
especificamente a CD40 humano, que comprende un dominio variable de cadena pesada humanizado que
comprende una regién flanqueante que tiene una secuencia de aminoacidos idéntica al menos 90% a la secuencia
de aminoacidos de la region flanqueante de la secuencia de aminoacidos de cadena pesada de dominio variable
humano de SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29 o SEQ ID NO: 30, y que comprende una secuencia de
aminoacidos de cadena ligera idéntica al menos 90% a un dominio variable de cadena ligera correspondiente de
SEQ ID NO: 26.

Otra realizacion se refiere a un anticuerpo aislado que se une especificamente a CD40 humano, que comprende un
dominio variable de cadena pesada humanizado que comprende una region flanqueante que tiene una secuencia de
aminoacidos idéntica al menos 90% a la secuencia de aminoacidos de la region flanqueante de la secuencia de
aminodcidos de cadena pesada de dominio variable humano de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33 0 SEQ ID NO: 35, y
que comprende una secuencia de aminoacidos de cadena ligera idéntica al menos 90% a una variable de cadena
ligera correspondiente de SEQ ID NO: 31.

En otro aspecto, la invencion se refiere al anticuerpo aislado descrito en la realizacién inmediatamente anterior,
donde la secuencia de aminoacidos de cadena pesada es la SEQ ID NO: 32; en otra realizacion, la secuencia de
aminoacidos de cadena pesada es SEQ ID NO: 33; y en otra realizacién, la secuencia de aminoacidos de cadena
pesada es SEQ ID NO: 35.

También se describe en este documento un anticuerpo aislado o fragmento de unién a antigeno que se une
especificamente a CD40 humano, que comprende un dominio variable de cadena pesada humanizado que
comprende una regién flanqueante que tiene una secuencia de aminoacidos idéntica al menos 90% a la secuencia
de aminoacidos de la region flanqueante de la secuencia de aminoacidos de cadena pesada de dominio variable
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humana de SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38; SEQ ID NO: 39 o SEQ ID NO: 40, y que comprende una secuencia de
aminodcidos de cadena ligera al menos 90% idéntica a una cadena ligera correspondiente de SEQ ID NO: 36.

Los anticuerpos de la presente invencién pueden ademas caracterizarse porque dichos anticuerpos no pueden
estimular la produccion de citocinas de células B en ausencia de CD40L.

Los anticuerpos de la presente invencién pueden ademaés caracterizarse porque dichos anticuerpos se unen a CD40
humana en presencia de 50% de suero humano con una reduccién de la constante de afinidad de menos del doble.

Los anticuerpos de la presente invencién pueden ademads caracterizarse porque dicho anticuerpo produce la
inhibicion de la produccion de IgM e IgG en un mamifero a una concentracién de 1 mg/kg.

Los anticuerpos de la presente invencidén pueden usarse en diversos usos terapéuticos, profilacticos, de diagnostico
y otros métodos. Por ejemplo, la presente invencién describe un uso para bloquear la funcion de CD40 humana en
un mamifero que comprende administrar a dicho mamifero una composicion que comprende un anticuerpo de la
invencion en una cantidad suficiente para bloquear una respuesta inmune mediada por CD40 en dicho mamifero.

En un aspecto, el anticuerpo de la invencién se usa para tratar o mejorar una enfermedad o trastorno en un
mamifero. En una realizacion, la enfermedad o trastorno se selecciona del grupo que consiste en injerto contra
enfermedad del huésped, enfermedad autoinmune o inflamatoria, y cancer que expresa CD40. También se
contempla en este documento el anticuerpo segun la invencién para su uso en el tratamiento o mejora de la
enfermedad de injerto contra huésped en un mamifero que comprende administrar a dicho mamifero una
composicién que comprende un anticuerpo de la invencién en una cantidad suficiente para disminuir uno o mas de
los sintomas de la enfermedad de injerto contra huésped en dicho animal.

A modo de ejemplo, la enfermedad autoinmune o inflamatoria puede incluir, pero no se limita a, artritis reumatoide,
esclerosis mudltiple, glomerulonefritis proliferativa por lupus, enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), psoriasis,
purpura trombocitopénica idiopatica (PTI), enfermedad de Crohn y lupus sistémico eritematoso (LES), tiroiditis de
Hashimoto, mixedema primario, tirotoxicosis/enfermedad de Graves, anemia perniciosa, gastritis atrofica
autoinmune, carditis autoinmune, enfermedad de Addison, menopausia prematura, diabetes mellitus tipo 1, sindrome
de Goodpasture, miastenia gravis, anemia hemolitica autoinmune, leucopenia idiopatica, cirrosis biliar primaria,
hepatitis crénica activa (HBs Ag negativo), cirrosis criptogénica, sindrome de Sjogren, dermatomiositis,
esclerodermia, enfermedad mixta de los tejidos mixtos, lupus eritematoso discoide y vasculitis sistémica. En
realizaciones ilustrativas, el mamifero padece artritis reumatoide.

El anticuerpo para usar segun la invencion puede comprender ademas un segundo agente terapéutico seleccionado
del grupo que consiste en un antagonista de TNF, un farmaco antirreumatico modificador de enfermedad, un
antagonista de CTLA4, un mAb de receptor anti-IL-6 y un mAb anti-CD20.

En realizaciones especificas, la enfermedad inflamatoria o la enfermedad autoinmunitaria es una enfermedad
inflamatoria o una enfermedad autoinmunitaria asociada con células que expresan tanto CD40 como CD20.

En realizaciones especificas, la composicion de anticuerpo es para ser administrada por via de administracion
parenteral.

En realizaciones especificas, composicion de anticuerpo es para ser administrada por via intravenosa o subcuténea.

Los usos adicionales de la invencién comprenden inhibir la produccién de anticuerpos por células B en un paciente
humano que comprende administrar a dicho paciente humano una cantidad eficaz de un anticuerpo anti-CD40 de la
invencion.

Mas especificamente, el paciente humano tiene una enfermedad inflamatoria o una enfermedad autoinmunitaria
asociada con células que expresan CD40.

En realizaciones ejemplares, el paciente humano padece una enfermedad autoinmune seleccionada del grupo que
consiste en enfermedad autoinmune o inflamatoria seleccionada del grupo que consiste en artritis reumatoide,
esclerosis multiple, glomerulonefritis proliferativa de lupus, enfermedad inflamatoria del intestino (Ell), psoriasis,
purpura trombocitopénica idiopatica (PTI), enfermedad de Crohn y lupus eritematoso sistémico (LES), tiroiditis de
Hashimoto, mixoedema primario, tirotoxicosis/enfermedad de Graves, anemia perniciosa, gastritis atrofica
autoinmune, carditis autoinmune, enfermedad de Addison, menopausia prematura, diabetes mellitus tipo 1, sindrome
de Goodpasture, miastenia gravis, anemia hemolitica autoinmune, leucopenia idiopatica, cirrosis biliar primaria,
hepatitis crénica activa (HBs Ag negativo), cirrosis criptogénica, sindrome de Sjogren, dermatomiositis,
esclerodermia, enfermedad mixta de los tejidos mixtos, lupus eritematoso discoide y vasculitis sistémica.

Otra realizacién de la invencion se refiere a inhibir el crecimiento de células que expresan antigeno CD40 humano,
que comprende administrar el anticuerpo de la invencion a las células, anticuerpo que se une especificamente al
antigeno CD40 de la superficie celular humana, en donde la unién del anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno
al antigeno CD40 inhibe el crecimiento o la diferenciacion de las células.
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También se contempla el anticuerpo de la invencion para su uso en el tratamiento de un sujeto que tiene un
trastorno asociado a CD40, que comprende administrar al sujeto el anticuerpo de la invencion, anticuerpo que se
une a CD40 humano, en donde la unién del anticuerpo a CD40 inhibe el crecimiento o la diferenciacién de las
células del trastorno asociado a CD40. Las células pueden, pero sin limitarse a ello, ser células B linfoblastoides,
pancreaticas, células de pulmon, células mamarias, células ovaricas, células de colon, células de préstata, células
de piel, células de cabeza y cuello, células de vejiga, células 6seas o células renales.

El anticuerpo para uso en la inhibicion del crecimiento o diferenciacién de células puede ser util en el tratamiento de
leucemia linfocitica cronica, linfoma de Burkitt, mieloma multiple, linfoma de células T, linfoma no Hodgkin,
enfermedad de Hodgkin, macroglobulinemia de Waldenstrom o sarcoma de Kaposi.

También se contempla el anticuerpo de la invencién para usar en la induccién del agotamiento de células B
periféricas, que comprende administrar a las células el anticuerpo de la invencion, anticuerpo que se une
especificamente a un antigeno CD40 de la superficie de la célula humana, en donde la uniéon del anticuerpo al
antigeno CD40 induce el agotamiento de las células.

En realizaciones especificas, el anticuerpo se administra a un sujeto que padece un trastorno inmunitario. Por
ejemplo, el trastorno inmunitario es artritis reumatoide o lupus eritematoso sistémico.

También se contempla el anticuerpo de la invencién para su uso en el tratamiento de la artritis reumatoide en un
sujeto, donde dicho anticuerpo es un anticuerpo antagonista que bloquea la funcion de CD40 en dicho sujeto.

Preferiblemente, el anticuerpo es para administrarse en una cantidad eficaz para inhibir la diferenciacién de células B
y un cambio de isotipo de anticuerpo en dicho sujeto.

En otras realizaciones, el anticuerpo es para administrarse en una cantidad eficaz para inhibir la produccion de
citocinas y quimiocinas y el aumento de moléculas de adhesion en células T y macrofagos en dicho sujeto.
Preferiblemente, el anticuerpo se administra en una cantidad eficaz para inhibir la activacién de células dendriticas
en dicho sujeto.

En otras realizaciones, el anticuerpo se usa en una cantidad eficaz para inhibir la producciéon de citocinas
proinflamatorias, quimiocinas, metaloproteinasas de matriz, prostaglandinas y moléculas de adhesién reguladas
negativamente en células no inmunes en dicho sujeto.

En realizaciones especificas, el anticuerpo se administra en combinaciéon con un régimen que comprende la
administracion de metotrexato y/o la administracion de Enbrel/Humira.

El sujeto que recibe la terapia padece artritis reumatoide y ha sido sensible al tratamiento con metotrexato solo.

En realizaciones especificas, el uso comprende tratar a dicho sujeto con un régimen que comprende la
administracion de metotrexato y/o administracion de Enbrel/Humira.

El anticuerpo para uso de la invencion se puede caracterizar adicionalmente en donde el tratamiento de dicho sujeto
con dicho anticuerpo antagonista anti-CD40 tiene una eficacia superior al tratamiento con metotrexato solo, Enbrel
solo, una combinacién de Enbrel + metotrexato.

El anticuerpo para uso de la invencion se puede caracterizar adicionalmente en donde el tratamiento de dicho sujeto
con dicho anticuerpo antagonista anti-CD40 tiene una eficacia superior al tratamiento con Enbrel + MTX en
pacientes que han tenido una respuesta inadecuada a metotrexato.

En realizaciones especificas, el anticuerpo se administra en combinaciéon con un régimen que comprende un agente
anti-TNF.

En realizaciones especificas, el sujeto se caracteriza porque padece artritis reumatoide y por una respuesta no
sensible al tratamiento con agente anti-TNF solo. En tales realizaciones, el uso puede comprender tratar a dicho
sujeto con un régimen que comprende el tratamiento con un agente anti-TNF en combinacién con dicho anticuerpo
anti-CD40 antagonista.

En realizaciones especificas, el tratamiento de dicho sujeto con dicho anticuerpo anti-CD40 antagonista posee una
eficacia superior al tratamiento con un agente anti-TNF.

En aun otras realizaciones, el uso se caracteriza porque el tratamiento de dicho sujeto con dicho anticuerpo
antagonista anti-CD40 tiene una eficacia superior al tratamiento con Orencia o Rituxan en pacientes que han tenido
una respuesta inadecuada a un agente anti-TNF solo.

La presente invencion ademas contempla una composicién farmacéutica que comprende: (i) el anticuerpo anti-CD40
humanizado como se describe en este documento; y (i) un excipiente farmacéuticamente aceptable. En tales
composiciones, el anticuerpo puede conjugarse ventajosamente con un segundo agente, tal como, por ejemplo, un
agente citotoxico, un PEG-vehiculo, una enzima o un marcador.
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También se contempla en este documento un polinucleétido aislado o polinucleétidos que codifica una secuencia de
aminodcidos de regién variable de cadena pesada de SEQ ID NO:58, y que codifica una secuencia de aminoacidos
de region variable de cadena ligera de SEQ ID NO:52, donde el anticuerpo comprende una regién Fc de
inmunoglobulina humana y donde el anticuerpo es un anticuerpo IgG1.

La invencion también se refiere al uso de los anticuerpos descritos en este documento para la elaboracién de un
medicamento para bloquear la funciéon de la CD40 humana en un mamifero, donde el medicamento bloquea una
respuesta inmunitaria mediada por CD40 en dicho mamifero.

En una realizacién, la invencion se refiere a la elaboracion de un medicamento para tratar o aliviar la enfermedad
injerto contra hospedante en un mamifero.

En realizaciones ejemplares, el medicamento se fabrica para el tratamiento de una enfermedad autoinmune o
inflamatoria seleccionada del grupo que consiste en artritis reumatoide, esclerosis multiple, glomerulonefritis
proliferativa por lupus, enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), psoriasis, purpura trombocitopénica idiopatica (PCl),
enfermedad de Crohn y lupus eritematoso sistémico (LES), tiroiditis de Hashimoto, mixoedema primario,
tirotoxicosis/enfermedad de Graves, anemia perniciosa, gastritis atroéfica autoinmune, carditis autoinmune,
enfermedad de Addison, menopausia prematura, diabetes mellitus tipo 1, sindrome de Goodpasture, miastenia
gravis, anemia hemolitica autoinmune, leucopenia idiopatica, cirrosis biliar primaria, hepatitis crénica activa (HBs Ag
negativo), cirrosis criptogénica, sindrome de Sjogren, dermatomiositis, esclerodermia, enfermedad mixta de los
tejidos mixtos, lupus eritematoso discoide y vasculitis sistémica.

En algunas realizaciones, el medicamento puede ademas comprender la administracion de un segundo agente
terapéutico seleccionado del grupo que consiste en un antagonista de TNF, un farmaco antirreumatico modificador
de la enfermedad, un antagonista de CTLA4, un receptor anti-IL-6 mAb y un anti-CD20 mAb.

El medicamento puede elaborarse para uso en una ruta de administracion parenteral. El medicamento puede
elaborarse para uso intravenoso o subcutaneo.

Otra realizacion contempla un uso de los anticuerpos descritos en este documento para la elaboracion de un
medicamento para la inhibicién de la produccién de anticuerpos por parte de las células B en un paciente humano.

Otra realizacion contempla un uso de los anticuerpos descritos en este documento para la elaboracion de un
medicamento para la inhibicion de la proliferacién y/o diferenciacion de células que expresan el antigeno CD40
humano.

Otra realizacion contempla el uso de los anticuerpos descritos en este documento para la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de un sujeto que tiene un trastorno asociado a CD40 en el que la unién del
anticuerpo en dicho medicamento a CD40 inhibe el crecimiento o la diferenciacion de células del trastorno asociado
a CD40.

El medicamento puede elaborarse para uso en el tratamiento de las células, en un trastorno asociado a CD40,
seleccionadas entre células B linfoblastoides, pancreaticas, células de pulmdn, células mamarias, células ovaricas,
células de colon, células de préstata, células de piel, células de cabeza y cuello, células de vejiga, células 6seas o
células renales.

El medicamento puede elaborarse para uso en el tratamiento de leucemia linfocitica crénica, linfoma de Burkitt,
mieloma multiple, linfoma de células T, linfoma no Hodgkin, enfermedad de Hodgkin, macroglobulinemia de
Waldenstrom o sarcoma de Kaposi.

Otra realizacién contempla el uso de anticuerpos de la invencién en la fabricacion de un medicamento para inducir el
agotamiento de células B periféricas en donde el anticuerpo del medicamento se une especificamente a un antigeno
CD40 de la superficie de la célula humana, en donde la unién del anticuerpo al antigeno CD40 induce el agotamiento
de las células.

El medicamento puede elaborarse para uso en el tratamiento de un sujeto que padece un trastorno autoinmunitario.
El medicamento puede elaborarse para uso en el tratamiento de artritis reumatoide o lupus eritematoso sistémico.

Otra realizacién contempla el uso de los anticuerpos de la invencién en la elaboracién de un medicamento para el
tratamiento de artritis reumatoide en un sujeto.

El medicamento puede elaborarse para uso en la inhibicion de la diferenciacion de células B y cambios de isotipo del
anticuerpo en dicho sujeto.

El medicamento puede elaborarse para uso en la inhibicion de la produccién de citocinas y quimiocinas y el aumento
de moléculas de adhesion en células T y macrofagos en dicho sujeto.

El medicamento puede elaborarse para uso en la inhibicién de la activacion de células dendriticas en dicho sujeto.
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El medicamento puede elaborarse para uso en la inhibicién de la produccién de citocinas inflamatorias, quimiocinas,
metaloproteinasas de matriz, prostaglandinas, y en la reduccion de moléculas de adhesion en células no
inmunitarias en dicho sujeto.

En ciertas realizaciones, el medicamento se elabora como un medicamento combinado para administrar en
combinacion con un régimen que comprende la administracion de metotrexato y/o la administracion de
Enbrel/Humira.

En otras realizaciones, el medicamento se elabora como un medicamento combinado, y el medicamento, ademas de
comprender los anticuerpos de la invencién, comprende también un agente anti-TNF.

Breve descripcion de varias vistas de los dibujos

Figura 1: A. Curvas de unién y valores CE50 correspondientes de anticuerpos humanizados en células HEK-293
transfectadas con CD40 medidas por citometria de flujo. B. Comparacién de union de Anticuerpo A, Anticuerpo B y
Anticuerpo C a células transfectadas con CD40 medida por citometria de flujo. Se muestran los datos
representativos de un experimento

Figura 2: Curvas de union y valores CE50 correspondientes de anticuerpos humanizados en células RAMOS
medidas por citometria de flujo. Se muestran los datos representativos de un experimento.

Figura 3: Pruebas de anticuerpos de ratén y humanizados para la actividad antagonista en ensayos de proliferacion
de células B primarias humanas. (A) Se representan las curvas de titulacién de anticuerpos representativos y valores
CI50 resultantes para cada anticuerpo precursor de ratén. Se muestran los datos representativos de un donante. (B)
Superposicion de las curvas de inhibicion que representan el antagonismo de diversos anticuerpos anti-CD40
humanizados en comparacion con 4D11.

Figura 4: Resumen de los resultados de las pruebas de anticuerpos humanizados para actividad antagonista (CI150)
y agonista (Sl= indice de estimulacién) en un ensayo de proliferacién de células B primarias humanas. Se exhiben
diversos anticuerpos anti-CD40, 4D11, G28.5 y 5D12, para comparacion.

Figura 5: Pruebas del Anticuerpo B, Anticuerpo A y Anticuerpo C para inhibicion de aumento de CD86 inducido por
CD40 en ensayos de sangre completa humana. Se muestra el anticuerpo 4D11 anti-CD40 para comparacion. El
control del isotipo IgG1 no demostré efectos en este ensayo. Se muestran los datos representativos de un donante.

Figura 6: Resumen de los resultados de las pruebas del Anticuerpo B para inhibicién del aumento de CD86 inducido
por CD40 en células B purificadas humanas y sangre completa humana. Se representan los datos en ambos puntos
(A) CI50 y (B) CI90. El control del isotipo IgG1 no demostro efectos en ninguno de estos ensayos. En la tabla se
resumen los datos de mdltiples donantes (n=4-5).

Figura 7: Pruebas del Anticuerpo B, Anticuerpo A y Anticuerpo C para inhibicion de aumento de CD86 inducido por
CD40 en ensayos de sangre completa humana de mono cynomolgus. El control del isotipo IgG1 no mostr6 efectos
en este ensayo. Se muestran los datos representativos de un donante.

Figura 8: Curvas de tiempo de concentracion en plasma para el Anticuerpo A (panel izquierdo) y el Anticuerpo B
(panel derecho) en mono cynomolgus tras la administracion de 1 y 10 mg/kg de cada anticuerpo. Los datos
equivalen al resumen de la administracion a 3 animales de cada anticuerpo.

Figura 9: Cambio de porcentaje de células B CD86-positivas de monos cynomolgus antes de la administracion de
(Anticuerpo B) y (Anticuerpo A) y en 3 puntos de tiempo después del tratamiento con cada anticuerpo. Se
administraron el Anticuerpo B (paneles superiores) y el Anticuerpo A a 3 animales cada uno con 1 mg/kg (paneles
izquierdos) o 10 mg/kg (paneles derechos).

Figura 10: (A) Niveles de IgG humana y (B) IgM humana en ratones NSG 2 semanas después de la inyeccion de
1,25 x 106 PBMC humano. Los ratones se trataron con vehiculo, un control de isotipo y anticuerpos Anticuerpo A,
Anticuerpo B y Anticuerpo C en una dosis de 1 mg/kg un dia antes de la transferencia de PBMC humano

Figura 11: Union de los distintos anticuerpos CD40 antihumano de ratén a plaguetas humanas.

Figura 12: Resumen de los resultados de la comparacién de la unién de Anticuerpo B a anti-CD40 mAb 4D11 en
células B humanas y plaguetas en sangre completa

Figura 13: Actividad ADCC con constructos de IgG1 con genes inactivados y de tipo salvaje
Descripcion detallada de la invencion

La senalizacion mediada por CD40 se reconoce ahora como implicada en una diversidad de trastornos diana. A
pesar de la disponibilidad de una diversidad de datos clinicos que muestran que la intervencion en estos trastornos
seria terapéuticamente beneficiosa, aun existe la necesidad de anticuerpos anti-CD40 antagonistas que puedan
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usarse en el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias. La presente invencién se refiere a anticuerpos
humanizados que reconocen CD40. Se ha identificado la secuencia de estos anticuerpos humanizados basandose
en las secuencias de ciertos anticuerpos de raton iniciales.

Las expresiones "CD40" y "antigeno de superficie CD40" se refieren a una glucoproteina de aproximadamente 48 kD
expresada en la superficie de células B normales y neoplasicas, que actla como un receptor de sefiales implicadas
en la proliferacién y diferenciacion celular (Ledbetter et al., 1987, J. Immunol. 138:788-785). Una molécula de cDNA
que codifica CD40 ha sido aislada de una genoteca preparada a partir de la linea celular de linfoma de Burkitt Raji
(Stamenkovic et al., 1989, EMBO J. 8:1403).

Como se usa en este documento, una célula que expresa de manera enddégena CD40 es cualquier célula
caracterizada por la expresiéon superficial de CD40, incluyendo, aunque sin limitarse a ello, células B normales y
neoplasicas, células interdigitantes, células epiteliales basales, células de carcinoma, macrofagos, células
endoteliales, células dendriticas foliculares, células de amigdalas y células plasmaticas derivadas de médula 6sea.
En algunas realizaciones, la molécula de CD40 es una molécula de CD40 humana.

Los anticuerpos de la invencién se unen especificamente a CD40 recombinante humana y nativa. Un anticuerpo
monoclonal humanizado en el que dicho anticuerpo se une especificamente a CD40 humano que tiene una actividad
antagonista IC50 de menos de 1 nM y no tiene agonismo hasta 100 ug/ml en la proliferacion de células B y en el que
dicho anticuerpo se caracteriza adicionalmente porque el anticuerpo tiene una semivida in vivo en primates no
humanos que es de al menos 10 dias.

Preferiblemente, el anticuerpo se une especificamente a CD40 en el conjugado CD40-Fc con un valor CE50 inferior
a 1 nM y CD40 en células que expresan CD40 con un valor CE50 inferior a 2,5 nM. Las propiedades antagonistas
del anticuerpo se definen porque poseen un valor CI50 de actividad agonista de células B o células dendriticas
inferior a 1 nM. El anticuerpo posee también propiedades farmacocinéticas superiores que tienen mayor semivida in
vivo que otros anticuerpos anti-CD40 (p. €j., el anticuerpo anti-CD40 4D11).

Como se usa en este documento, una célula que expresa CD40 es cualquier célula caracterizada por la expresion
superficial de CD40, incluyendo, aunque sin limitarse a ello, células B normales y neoplasicas, células interdigitantes,
células epiteliales basales, células de carcinoma, macréfagos, células endoteliales, células dendriticas foliculares,
células de amigdalas y células plasmaticas derivadas de médula 6sea. En algunas realizaciones, la molécula de
CD40 es una molécula de CD40 humana.

Los anticuerpos de la presente invencion reconocen el "epitopo de antigeno CD40" y el "epitopo CD40" especifico.
Como se emplean en este documento, los términos se refieren a una molécula (p. €j., un péptido) o un fragmento de
una molécula capaz de inmunorreactividad con un anticuerpo anti-CD40 y, por ejemplo, incluyen un determinante
antigénico de CD40 reconocido por cualquiera de los anticuerpos que tienen una combinacion de secuencia de
cadena pesada/cadena ligera de la SEQ ID NO.26 de cadena ligera con cualquiera de las SEQ ID de cadena ligera
NO: 27, 28, 29 0 30; o SEQ ID de cadena ligera NO: 31 con cualquiera de las SEQ ID de cadena pesada NO 32, 33,
34 0 35; 0 SEQ ID de cadena ligera NO 36 con cualquiera de las SEQ ID de cadena pesada NO 37, 38, 39 0 40. Los
epitopos de antigeno CD40 pueden incluirse en proteinas, fragmentos de proteinas, péptidos o similares. Los
epitopos son mas comunmente proteinas, oligopéptidos cortos, miméticos de oligopéptidos (es decir, compuestos
organicos que imitan las propiedades de unién a anticuerpos del antigeno CD40), o sus combinaciones.

Los expertos en la técnica conocen la estructura generalizada de los anticuerpos o la inmunoglobulina, estas
moléculas son glucoproteinas heterotetramicas, tipicamente de aproximadamente 150.000 daltons, compuestas por
dos cadenas ligeras idénticas (L) y dos cadenas pesadas idénticas (H). Cada cadena ligera esta covalentemente
unida a una cadena pesada mediante un enlace disulfuro para formar un heterodimero, y la molécula
heterotramérica se forma mediante una unién disulfuro covalente entre las dos cadenas pesadas idénticas de los
heterodimeros. Aunque las cadenas ligeras y pesadas estan unidas entre si por un enlace disulfuro, el nimero de
uniones disulfuro entre las dos cadenas pesadas varia por el isotipo de inmunoglobulina. Cada cadena pesada y
ligera también posee puentes disulfuro intracadena espaciados regularmente. Cada cadena pesada tiene en el
término amino un dominio variable (Vu), seguido de tres o cuatro dominios constantes (CHi, CHz, Chs y Ch4), como
también una region bisagra entre Chi y Ch2. Cada cadena ligera tiene dos dominios, un dominio variable
aminoterminal (VL) y un dominio constante carboxiterminal (C.). El dominio VL se asocia no covalentemente con el
dominio Vu, mientras que el dominio CL esta unido covalentemente al dominio Cu1 mediante un enlace disulfuro. Se
cree que los residuos aminoacidos particulares forman una interconexion entre los dominios variables de cadena
ligera y pesada (Chothia et al., 1985, J. Mol. Biol. 186:651-663.)

Ciertos dominios dentro de los dominios variables difieren en gran medida entre los diferentes anticuerpos, es decir,
son "hipervariables". Estos dominios hipervariables contienen residuos que estan directamente implicados en la
unién y especificidad de cada anticuerpo particular para su determinante antigénico especifico. La hipervariabilidad,
tanto en los dominios variables de cadena ligera como de cadena pesada, se concentra en tres segmentos
conocidos como regiones determinantes complementarias (CDR) o bucles hipervariables (HVL). Las CDR se definen
por la comparacion de secuencias en Kabat et al.,, 1991, en: Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th
Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md., mientras que los HVL se definen
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estructuralmente de acuerdo con la estructura tridimensional del dominio variable, como se describe en Chothia and
Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196: 901-917. Si bien estos dos métodos resultan en identificaciones levemente diferentes
de una CDR, se prefiere la definicion estructural. Como lo define Kabat, la CDR-L1 esta posicionada
aproximadamente en los residuos 24-34, la CDR-L2, aproximadamente en los residuos 50-56 y la CDR-L3
aproximadamente en los residuos 89-97 en el dominio variable de cadena ligera; La CDR-H1 esta posicionada
aproximadamente en los residuos 31-35, la CDR-H2, aproximadamente en los residuos 50-65 y la CDR-H3,
aproximadamente en los residuos 95-102 en el dominio variable de cadena pesada; Las CDR1, CDR2, CDRS3 de las
cadenas ligeras y pesadas definen, por lo tanto, las propiedades Unicas y funcionales especificas de un anticuerpo
determinado.

Las tres CDR dentro de cada una de las cadenas pesadas y ligeras se separan mediante regiones flanqueantes
(FR), que contienen secuencias que tienden a ser menos variables. Desde el término amino al término carboxi de los
dominios variables de cadena pesada y liviana, las FR y CDR se disponen en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2,
CDR2, FR3, CDR3 y FR4. La configuracion en gran parte de hojas 3 de los FR trae los CDR dentro de cada una de
las cadenas muy cerca el uno del otro, asi como a los CDR de la otra cadena. La conformacion resultante contribuye
al sitio de unién al antigeno (véase Kabat et al., 1991, NIH Publ. No. 91-3242, Vol. I, paginas 647-669), aunque no
todos los residuos de CDR estan necesariamente directamente implicados en la unién al antigeno.

Los residuos de FR y los dominios constantes de Ig no estan directamente implicados en la union a antigenos, pero
contribuyen a la unién al antigeno y/o median la funcion efectora del anticuerpo. Se cree que algunos residuos de FR
tienen un efecto significativo en la unién al antigeno en por lo menos tres formas: uniendo no covalentemente a un
epitopo, interactuando con uno o mas residuos de CDR y afectando la interconexion entre las cadenas pesadas y
ligeras. Los dominios constantes no estan directamente implicados en la unién al antigeno pero median diversas
funciones efectoras de Ig, como la participacion del anticuerpo en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC), citotoxicidad dependiente de complementos (CDC) y fagocitosis celular dependiente de anticuerpos
(ADCP).

Las cadenas ligeras de inmunoglobulinas de vertebrados se asignan a una de dos clases claramente distintas,
kappa (k) y lambda (A), en base a la secuencia de amino&cidos del dominio constante. En comparacion, las cadenas
pesadas de las inmunoglobulinas de mamiferos se asignan a una de cinco clases principales, de acuerdo con la
secuencia de los dominios constantes: IgA, IgD, IgE, IgG y IgM. IgG e IgA también se dividen en subclases
(isotipos), p. €j., 1gG1, 1gG2, IgGs, IgGas, IgA1 y IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a
las diferentes clases de inmunoglobulinas se llaman a, d, €, y y M, respectivamente. Se conocen las estructuras
subunitarias y las configuraciones tridimensionales de las clases de inmunoglobulinas nativas.

Las expresiones "anticuerpo”, "anticuerpo anti-CD40", "anticuerpo anti-CD40 humanizado" y "anticuerpo anti-CD40
humanizado variante" se usan en este documento en el sentido mas amplio y abarcan especificamente anticuerpos
monoclonales (incluyendo anticuerpos monoclonales de longitud total), anticuerpos policlonales, anticuerpos
multiespecificos (p. ej., anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpos tales como dominios variables y otras
porciones de anticuerpos que exhiben una actividad biolégica deseada, p. €j., unién CD40.

La expresién "anticuerpo monoclonal" (mAb) se refiere a un anticuerpo de una poblacién de anticuerpos
sustancialmente homogéneos; es decir, los anticuerpos individuales en esa poblaciéon son idénticos, excepto por
mutaciones naturales que pueden estar presentes en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son
altamente especificos, dirigidos contra un Unico determinante antigénico, un "epitopo". Por lo tanto, el modificador
"monoclonal" es indicativo de una poblacion sustancialmente homogénea de anticuerpos dirigidos hacia el epitopo
idéntico y no se interpretara que requiere produccion del anticuerpo por ningin método particular. Se ha de entender
que los anticuerpos monoclonales pueden realizarse mediante cualquier técnica o metodologia conocida en la
técnica; incluyendo, p. €j., el método de hibridoma ( Kohler et al., 1975, Nature 256:495), o métodos de DNA
recombinante conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, la patente estadounidense No. 4,816,567), o métodos de
aislamiento de produccién monoclonal recombinante que utilizan genotecas de anticuerpos de fago, usando las
técnicas descritas en Clackson et al., 1991, Nature 352: 624-628, y Marks et al., 1991, J. Mol. Biol. 222: 581-597.

Los anticuerpos quiméricos consisten en las regiones variables de cadena pesada y ligera de un anticuerpo de una
especie (p. €j., un mamifero no humano tal como un ratén) y los anticuerpos de las regiones constantes de cadena
pesaday ligera de otras especies (p. ej., humana) y pueden obtenerse uniendo las secuencias de DNA que codifican
las regiones variables del anticuerpo de la primera especie (p. €j., ratdn) a las secuencias de DNA para las regiones
constantes del anticuerpo de la segunda especie (p. ej., humana) y transformando un hospedante con un vector de
expresion que contiene las secuencias unidas para permitirle producir un anticuerpo quimérico. Alternativamente, el
anticuerpo quimérico también podria ser uno en el que una o mas regiones o dominios de la cadena pesada y/o
ligera sean idénticos con, homologos a, o una variante de la correspondiente secuencia en un anticuerpo monoclonal
de otra clase o isotipo de inmunoglobulina, o de una secuencia de lineas germinales o de consenso. Los anticuerpos
quiméricos pueden incluir fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que el fragmento de anticuerpo exhiba la
actividad bioldgica deseada de su anticuerpo madre, por ejemplo la unién al mismo epitopo (véanse, por ejemplo, la
patente estadounidense No. 4.816.567; y Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6851-6855).
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Las expresiones "fragmento de anticuerpo”, "fragmento de anticuerpo anti-CD40", "fragmento de anticuerpo anti-
CD40 humanizado", "fragmento de anticuerpo anti-CD40 humanizado variante" se refieren a una porciéon de un
anticuerpo anti-CD40 de longitud total, en el que se retiene una region variable o una capacidad funcional, por
ejemplo union al epitopo CD40 especifico. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen, aunque sin limitarse
a ello, un fragmento Fab, Fab', F(ab')2, Fd, Fv, scFv y scFv-Fc, un diacuerpo, un anticuerpo lineal, un anticuerpo
monocatenario, un minicuerpo, un diacuerpo formado a partir de fragmentos de anticuerpo y anticuerpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos.

Los anticuerpos de longitud total pueden tratarse con enzimas tales como papaina o pepsina para generar
fragmentos de anticuerpos utiles. La digestion con papaina se utiliza para producir dos fragmentos idénticos de
unién al antigeno, denominados fragmentos Fab, cada uno con un Unico sitio de unién al antigeno, y un fragmento
Fc residual. El fragmento Fab también contiene el dominio constante de la cadena ligera y el dominio Cui de la
cadena pesada. El tratamiento con pepsina da un fragmento F(ab')2 que tiene dos sitios de union al antigeno y es
todavia capaz de reticular el antigeno.

Los fragmentos Fab' difieren de los fragmentos Fab por la presencia de residuos adicionales que incluyen una o mas
cisteinas de la region bisagra del anticuerpo en el término C del dominio CH1. Los fragmentos de anticuerpo F(ab')z
son pares de fragmentos Fab' unidos por residuos cisteina en la regién bisagra. Se conocen también otros
acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpo.

"El fragmento Fv" contiene un sitio de unién y reconocimiento de antigeno completo que consiste en un dimero de un
dominio variable de cadena pesada y uno de cadena ligera en asociacion estrecha, no covalente. En esta
configuracién, las tres CDR de cada dominio variable interactian para definir un sitio de unién al antigeno en la
superficie del dimero Vu-VL. Colectivamente, las seis CDR confieren especificidad de unién al antigeno al anticuerpo.

Un fragmento de anticuerpo "Fv monocatenario” o "scFv" es una variante Fv monocatenaria que comprende los
dominios VH y VL de un anticuerpo donde los dominios estan presentes en una cadena de polipéptidos simple. El Fv
monocatenario es capaz de reconocer la unién al antigeno. El polipéptido scFv puede opcionalmente contener
también un enlazador polipeptidico posicionado entre los dominios Vi y VL con el fin de facilitar la formacion de una
estructura tridimensional deseada para la unioén al antigeno mediante scFv (véase, p. €j., Pluckthun, 1994, en The
Pharmacology of monoclonal Antibodies, Vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, New York, pp. 269-
315).

Otros fragmentos de anticuerpo incluyen aquellos que comprenden un par de segmentos Fd tandem (VH-CHi-VH-Chi1)
para formar un par de regiones de union al antigeno. Estos "anticuerpos lineales" pueden ser biespecificos o
monoespecificos como se describe, por ejemplo, en Zapata et al. 1995, Protein Eng. 8(10):1057-1062.

Un anticuerpo humanizado o un fragmento de anticuerpo humanizado es un tipo especifico de anticuerpo quimérico
que incluye una variante de la secuencia de aminoacidos de inmunoglobulina, o su fragmento, capaz de unirse a un
antigeno predeterminado y que comprende una o mas FR que tienen sustancialmente la secuencia de aminoacidos
de una inmunoglobulina humana y una o mas CDR que tienen sustancialmente la secuencia de aminoacidos de una
inmunoglobulina no humana. Esta secuencia de aminodcidos no humana que a menudo se denomina secuencia
"importada" tipicamente se toma de un dominio de anticuerpo "importado”, particularmente un dominio variable. En
general, un anticuerpo humanizado incluye por lo menos las CDR o HVL de un anticuerpo no humano, insertado
entre las FR de un dominio variable de cadena pesada o ligera humano. La presente invencién describe anticuerpos
anti-CD40 humanizados especificos que contienen las CDR derivadas de los anticuerpos monoclonales murinos que
se muestran en las Tablas 3y 4 insertados entre las FR de los dominios variables de cadena pesada y ligera de la
secuencia de lineas germinales humanas. Se ha de entender que ciertos residuos FR murinos pueden ser
importantes para la funcién de los anticuerpos humanizados y, en consecuencia, ciertos dominios variables de
cadena pesada y ligera de la secuencia de lineas germinales humanas se modifican para ser los mismos que
aquellos de la correspondiente secuencia murina.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-CD40 humanizado comprende sustancialmente todo de por lo menos uno, y
tipicamente dos, dominios variables (como el contenido, por ejemplo en los fragmentos Fab, Fab', F(ab")2, Fabc y
Fv) en los que todas, o sustancialmente todas las CDR corresponden a aquellas de una inmunoglobulina no
humana, y especificamente en este documento, todas las CDR son secuencias murinas segun se detalla en las
Tablas 1 a 4 de este documento, y todas, o sustancialmente todas las FR son aquellas de un consenso o secuencia
de lineas germinales de inmunoglobulina humana. En otro aspecto, un anticuerpo anti-CD40 humanizado también
incluye por lo menos una porcién de una regién Fc de inmunoglobulina, tipicamente aquella de una inmunoglobulina
humana. Comunmente, el anticuerpo contendra tanto la cadena ligera como por lo menos el dominio variable de una
cadena pesada. El anticuerpo también puede incluir una o mas de las bisagras Ch1, Ch2, CHs y/0 Ch4 de la cadena
pesada, segun sea apropiado.

Un anticuerpo anti-CD40 humanizado puede seleccionare de cualquier clase de inmunoglobulina, incluyendo IgM,
IgG, IgD, IgA y IgE, y cualquier isotipo, incluyendo 1gGi, IgGz, 1gGs, 1gGs, IgA1 e IgA2. Por ejemplo, el dominio
constante puede ser un dominio constante fijo de complemento donde se desea que el anticuerpo humanizado
exhiba actividad citotoxica, y el isotipo sea tipicamente IgGi. Si no se desea dicha actividad citotéxica, el dominio
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constante puede ser otro isotipo, p. ej., IgGz. Un anticuerpo anti-CD40 humanizado alternativo puede comprender las
secuencias de mas de una clase o isotipo de inmunoglobulina, y seleccionar dominios constantes particulares para
optimizar las funciones efectoras deseadas esta dentro de la practica ordinaria en la técnica. La presente invencion
provee anticuerpos que son anticuerpos IgG1 y mas particularmente anticuerpos IgG1 en los que hay una
inactivacion de las funciones efectoras.

Las FR y CDR, o HVL, de un anticuerpo anti-CD40 humanizado no necesitan corresponderse precisamente con las
secuencias parentales. Por ejemplo, uno o mas residuos en la CDR importada, o HVL, o la secuencia FR de lineas
germinales o consenso puede alterarse (p. ej., mutagenizarse) por sustitucién, inserciéon o eliminacién de modo tal
que el residuo de aminoé&cidos resultante ya no sea idéntico al residuo original en la correspondiente posicién en
ninguna de las secuencias parentales, pero el anticuerpo, no obstante, retiene la funcién de unién a CD40. Dicha
alteracion tipicamente no sera extensa y sera una alteracién conservadora. Usualmente, por lo menos 75% de los
residuos de anticuerpo humanizado se corresponderan con aquellos de la FR de lineas germinales o consenso
parental y las secuencias CDR importadas, mas a menudo por lo menos 90%, y los mas frecuentemente mas de
95%, 0 més de 98% 0 mas de 99%.

Los residuos de inmunoglobulina que afectan la interconexion entre las regiones variables de cadena pesada y ligera
("la interface VL-VH") son aquellos que afectan la proximidad u orientacion de las dos cadenas una respecto de la
otra. Ciertos residuos que pueden estar implicados en las interacciones entre cadenas incluyen los residuos VL 34,
36, 38, 44, 46, 87, 89, 91, 96, y 98 y los residuos Vu 35, 37, 39, 45, 47, 91, 93, 95, 100, y 103 (utilizando el sistema
de numeracioén establecido en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of
Health, Bethesda, Md., 1987)). La Pat. de EE.UU. No. 6.407.213 también describe que los residuos tales como los
residuos VL 43 y 85, y los residuos Vi 43 y 60 también pueden estar implicados en esta interaccion. Si bien estos
residuos se indican para IgG humana solamente, son aplicables en otras especies. Se seleccionan residuos de
anticuerpo importantes que se espera razonablemente que estén implicados en interacciones entre cadenas para
sustitucion en la secuencia de consenso.

Las expresiones "secuencia de consenso” y "anticuerpo de consenso” se refieren a una secuencia de aminoacidos
que comprende el residuo de aminoacidos que ocurre con mayor frecuencia en cada ubicacién en todas las
inmunoglobulinas de cualquier clase particular, isotipo o estructura subunitaria, p. ej., un dominio variable de
inmunoglobulina humana. La secuencia de consenso puede basarse en inmunoglobulinas de una especie particular
o de muchas especies. Se entiende que una secuencia o estructura de "consenso", o anticuerpo abarca una
secuencia humana de consenso segun se describe en ciertas realizaciones, y se refiere a una secuencia de
aminodcidos que comprende los residuos de aminoacidos que ocurren con mayor frecuencia en cada ubicacién en
todas las inmunoglobulinas humanas de cualquier clase, isotipo o estructura subunitaria particular. Por lo tanto, la
secuencia de consenso contiene una secuencia de aminoacidos que tiene en cada posicion un aminoacido que esta
presente en una o mas inmunoglobulinas conocidas, pero que puede no duplicar exactamente toda la secuencia de
aminoacidos de cualquier inmunoglobulina individual. La secuencia consenso de la region variable no se obtiene de
ningun anticuerpo o inmunoglobulina producidos de forma natural. Kabat et al., 1991, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md., y sus variantes.
Las FR de secuencias de consenso de cadena pesada y ligera, y sus variantes, proveen secuencias Utiles para la
preparacion de anticuerpos anti-CD40 humanizados. Véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses No.
6.037.454 y 6.054.297.

Las secuencias de lineas germinales humanas se hallan naturalmente en la poblacién humana. Una combinacion de
esos genes de lineas germinales genera diversidad de anticuerpos. Las secuencias de anticuerpos de lineas
germinales para la cadena ligera del anticuerpo vienen de genes v y genes j de kappa o lamba de lineas germinales
humanas conservadas. De forma similar, las secuencias de cadena pesada provienen de los genes v, d y j de la
linea germinal (LeFranc, M-P, y LeFranc, G, "The Immunoglobulin Facts Book" Academic Press, 2001).

Como se emplea en esta memoria, "variante", "variante anti-CD40", "variante anti-CD40 humanizada" o "anti-CD40
variante humanizada" se refieren a un anticuerpo anti-CD40 humanizado que tiene por lo menos una CDR murina
variable de cadena pesada de cualquiera de las secuencias de SEQ ID NO: 1 a 4 o una secuencia CDR murina de
cadena ligera derivada del anticuerpo monoclonal murino que se muestra en cualquiera de las SEQ ID NO:5 a SEQ
ID NO:8 y las secuencias FR derivadas de secuencias de consenso humano. Las variantes incluyen aquellas que
tienen uno o mas cambios de aminoacidos en uno o ambos dominios variables de cadena ligera o pesada, siempre
que el cambio de aminoacido no obstaculice sustancialmente la uniéon del anticuerpo a CD40. Los anticuerpos
humanizados ilustrativos producidos en este documento incluyen aquellos disefiados como Anticuerpo A, Anticuerpo
B y Anticuerpo C, y las diversas secuencias de cadena pesada y ligera de los mismos se muestran en las SEQ ID
NO 26 a SEQ ID NO:40.

Un anticuerpo "aislado" es aquel que ha sido identificado y separado y/o recuperado de un componente de su
entorno natural. Los componentes contaminantes del entorno natural del anticuerpo son aquellos materiales que
pueden interferir con los usos diagnosticos o terapéuticos del anticuerpo, y pueden ser enzimas, hormonas u otros
solutos proteinaceos o no proteinaceos. En un aspecto, el anticuerpo se purificarda hasta por lo menos mas de 95%
de aislamiento en peso del anticuerpo.
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Un anticuerpo aislado incluye un anticuerpo in situ dentro de células recombinantes en las que se produce, ya que
por lo menos un componente del entorno natural del anticuerpo no estara presente. Comunmente, no obstante, un
anticuerpo aislado se preparard mediante por lo menos una etapa de purificacion en la que se elimina el material
celular recombinante.

La expresion "desempefio del anticuerpo” se refiere a factores que contribuyen al reconocimiento del anticuerpo de
antigenos o la eficacia de un anticuerpo in vivo. Los cambios en la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo
pueden afectar las propiedades del anticuerpo tales como pliegue, y pueden influir en los factores fisicos tales como
indice inicial de unién del anticuerpo al antigeno (ka), constante de disociacién del anticuerpo del antigeno (ka),
constante de afinidad del anticuerpo hacia el antigeno (Kd), conformacién del anticuerpo, estabilidad de proteina y
semivida del anticuerpo.

La expresion "epitopo marcado" cuando se usa en esta memoria, se refiere a un anticuerpo anti-CD40 condensado a
una "marca de epitopo". Una "marca de epitopo" es un polipéptido que tiene un nimero suficiente de aminoacidos
como para proveer un epitopo para produccion de anticuerpos; aun asi tiene un disefio tal que no interfiere con la
actividad deseada del anticuerpo anti-CD40 humanizado. La marca de epitopo por lo general es lo suficientemente
Unica como para que un anticuerpo generado contra esa marca de epitopo no reaccione de manera sustancialmente
cruzada con otros epitopos. Los polipéptidos marcados adecuados en general contienen por lo menos 6 residuos de
aminoacidos y usualmente contienen aproximadamente 8 a 50 residuos de aminoacidos, o aproximadamente 9 a 30
residuos. Los ejemplos de marcas de epitopos y el anticuerpo que se une al epitopo incluyen el polipéptido de marca
HA de la gripe y su anticuerpo 12CA5 (Field et al., 1988 Mol. Cell. Biol. 8: 2159-2165; la marca c-myc y sus
anticuerpos 8F9, 3C7, 6E10, G4, B7 y 9E10 (Evan et al., 1985, Mol. Cell. Biol. 5(12):3610-3616; y la marca de la
glucoproteina D del virus del herpes simple (gD) y su anticuerpo (Paborsky et al. 1990, Protein Engineering 3(6):
547-553). En ciertas realizaciones, la marca del epitopo es un "epitopo de unién al receptor de rescate". Como se
usa en esta memoria, la expresion "epitopo de union al receptor de rescate" se refiere a un epitopo de la regién Fc
de una molécula de IgG (como 1gGi, 1gGz, IgGs 0 IgGa) que es responsable de aumentar la semivida en suero in vivo
de la molécula de IgG.

En algunas realizaciones, los anticuerpos de la presente invencion pueden conjugarse a un agente citotdxico. Esto
es cualquier sustancia que inhibe o previene la funcion de las células y/o que causa la destruccion de las células. La
expresion tiene como fin incluir is6topos radiactivos (como 1'31) 125, Y90 y Re'86), agentes quimioterapéuticos y
toxinas, tales como toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, y sus
fragmentos. Dichos agentes citotdxicos pueden acoplarse a los anticuerpos humanizados de la presente invencion
usando procedimientos convencionales, y usarse, por ejemplo, para tratar a un paciente indicado para terapia con el
anticuerpo.

Un "agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico Util en el tratamiento del cancer. Existen numerosos
ejemplos de agentes quimioterapéuticos que podrian conjugarse con los anticuerpos terapéuticos de la presente
invencion. Los ejemplos de dichos agentes quimioterapéuticos incluyen agentes alquilantes tales como tiotepa y
ciclosfosfamida; alquilsulfonatos tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas tales como benzodopa,
carboquone, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilamelaminas que incluyen altretamina, trietilenomelamina,
trietilenofosforamida, trietilenotiofosfamida y trimetilolomelamina; acetogeninas (especialmente bulacetina y
bulatacinona); camptotecina (incluyendo el analogo sintético topotecan); briostatina; calistatina; CC-1065 (incluyendo
sus analogos sintéticos adozelesin, carzelesin, y bizelesin); criptoficinas (particularmente criptoficina 1 y criptoficina
8); dolastatina, auristatinas, (incluyendo analogos de monometil-auristatina E y monometil-auristatina F);
duocarmicina (incluyendo los analogos sintéticos KW-2189 y CBI-TMI); eleuterobin; pancratistatina; sarcodictina;
espongistatina; mostazas de nitr6geno tales como clorambucil, clomafazina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida,
mecloretamina, hidrocloruro de 6xido de mecloretamina, melfalan, novembiquina, fenesterina, prednimustina;
trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosureas tales como carmustina, clorozotocin, fotemustina, lomustina, nimustina,
ranimustina; antibiéticos tales como antibiético de enediina (p. ej., calquieamicina, especialmente caliquemicina
gammall y caliquemicina phill, véase, por ejemplo, Agnew, Chem. Intl. Ed. Engl., 33:183-186; dinemicina,
incluyendo dinemicina A; bisfosfonatos, como clodronato; esperamicina; como también cromdéforo de
neocarzinostatina y croméforos de antibiético cromoproteina enediina relacionados), aclacinomisinas, actinomicina,
autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, caminomicina, carzinofilina, cromomicinas,
dactinomicina, daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorrubicina (Adriamycin™) (incluyendo
morfolino-doxorrubicina, cianomorfolino-doxorrubicina, 2-pirrolino-doxorrubicina y desoxidoxorrubicina), epirrubicina,
esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina, mitomicinas tales como mitomicina C, acido micofendlico, nogalamicina,
olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorrubicina, estreptonigrin, estreptozocina,
tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorrubicina; anti-metabolitos tales como metotrexato y 5-fluorouracil (5-FU);
analogos de acido fdlico tales como denopterin, metotrexato, pteropterin, trimetrexato; analogos de purina tales
como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; andlogos de pirimidina tales como ancitabina,
azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrégenos
tales como calusterona, dromostanolona propionato, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; anti-adrenérgicos tales
como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; repositor de acido folico tal como acido frolinico; aceglatona;
aldofosfamida glucésido; acido aminolevulinico; eniluracil; amsacrina; bestrabucil; bisantreno; edatraxato;
defofamina; democolcina; diaziquona; elfomitina; acetato de eliptinio; una epitolona; etoglicido; nitrato de galio;
hidroxiurea; lentinan; lonidamina; maytansinoides tales como maytansina y ansamitocinas; mitoguazona,
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mitoxantrona; mopidamol; nitracrina; pentostatina; fenamet; pirarrubicina; losoxantrona; acido podofilinico; 2-
etilhidrazida; procarbazina; PSK®; razoxana; rizoxina; sizofuran; espirogermanio; acido tenuazonico; triaziquona;
2,2',2"-trichlorotriethylamine; tricotecanos (especialmente toxina T-2, verracurin A, roridin A y anguidina); uretan;
vindesina; dacarbazina; mannomustina; mitabronitol; mitolactol; pipobroman; gacytosina; arabinésido ("Ara-C");
ciclofosfamida; tiotepa; taxoides, p. ej., paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.) y
doxetaxel (TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer, Antony, France); clorambucil; gemcitabina (Gemzar™); 6-
tioguanina; mercaptopurina; metotrexato ; analogos de platino tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina;
platino; etopdsido (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; vincristina; vinorelbina Navelbine™); novantrona; tenipésido;
edatrexato; daunomicina; aminopterin; xeloda; ibandronato; CPT-11; inhibidor de topoisomerasa RFS 2000;
difluorometilornitina (DMFO); retinoides tales como acido retinoico; capecitabina; y sales, acido so derivados
farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores. También se incluyen en la definicion los agentes
antihormonales que actlan para regular o inhibir la accion hormonal en tumores tales como anti-estrégenos y
moduladores de los receptores de estrogenos receptivos (SERM), incluyendo, por ejemplo, tamoxifeno (incluyendo
Nolvadex™), raloxifeno, droloxifeno, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LY117018, onapristona y toremifeno
(Fareston™); inhibidores de aromatasa que inhiben la enzima aromatasa que regula la produccién de estrégenos en
las glandulas suprarrenales, tales como, por ejemplo, 4(5)-imidazoles, aminoglutetimida, megestrol acetato
(Megace™), exemestano, formestano, fadrozol, vorozol (Rivisor™), letrozol (Femara™) y anastrozol (Arimidex™); y
anti-andrégenos tales como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolida y goserelina; y sales, acido so derivados
farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores. Uno cualquiera o méas de estos agentes se puede
conjugar a los anticuerpos humanizados de la presente invencién para proveer un agente terapéutico Util para el
tratamiento de diversos trastornos.

Los anticuerpos también pueden conjugarse a profarmacos. Un "profarmaco" es un precursor o derivado de una
sustancia farmacéuticamente activa que es menos citotéxico para las células tumorales que el farmaco madre y es
capaz de ser enzimaticamente activado o convertido en la forma méas activa. Véanse, por ejemplo, Wilman, 1986,
"Prodrugs in Cancer Chemotherapy", In Biochemical Society Transactions, 14, pag. 375-382, 615th Meeting Belfast y
Stella et al., 1985, "Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery, In: "Directed Drug Delivery, Borchardt
et al.,, (ed.), pp. 247-267, Humana Press. Los profarmacos utiles incluyen, pero no se limitan a, profarmacos que
contienen fosfato, profarmacos que contienen tiofosfato, profarmacos que contienen sulfato, profarmacos que
contienen péptido, profarmacos modificados con D-aminoacidos, profarmacos glicosilados, profarmacos que
contienen B-lactamicos, profarmacos que contienen fenoxiacetamida opcionalmente sustituidos, y profarmacos que
contienen fenilacetamida opcionalmente sustituidos, 5-fluorocitosina y otros profarmacos de 5-fluorouridina que se
pueden convertir en el farmaco libre citotoxico mas activo. Los ejemplos de farmacos citotoxicos que pueden derivar
en una forma de profarmaco incluyen, aunque sin limitarse a ello, aquellos agentes quimioterapéuticos descritos
anteriormente.

Para fines diagndsticos como también de monitoreo terapéutico, los anticuerpos de la invencion pueden también
conjugarse a una etiqueta, o bien una etiqueta sola o a una etiqueta y un segundo agente adicional (profarmaco,
agente quimioterapéutico y similar). Una etiqueta, segun se distingue de los otros segundos agentes, se refiere a un
agente que es un compuesto 0 composicion detectable y que puede conjugarse directa o indirectamente a un
anticuerpo humanizado de la presente invencion. La etiqueta puede ser en si misma detectable (p. ej., etiquetas de
radiois6topo o etiquetas fluorescentes) o, en el caso de una etiqueta enzimatica, puede catalizar la alteracion
quimica de un compuesto o composicién de sustrato que es detectable. El anticuerpo anti-CD40 humanizado
marcado se puede preparar y usar en diversas aplicaciones que incluyen diagndsticos in vitro e in vivo.

Los anticuerpos de la presente invencion se pueden formular como parte de una preparacién liposomal con el fin de
efectuar su administracién in vivo. Un "liposoma" es una pequefia vesicula compuesta por diversos tipos de lipidos,
fosfolipidos y/o tensioactivos. Los liposomas son Utiles en la administracién a un mamifero de un compuesto o
formulacién, como un anticuerpo anti-CD40 humanizado descrito en la presente memoria, opcionalmente acoplado o
en combinacion con uno o mas agentes farmacéuticamente activos y/o etiquetas. Los componentes del liposoma
estan comUnmente dispuestos en una formacién de bicapa, similar a la disposicion de lipidos de las membranas
bioldgicas.

Ciertos aspectos de la presente invencion relacionados con acidos nucleicos aislados que codifican uno o mas
dominios de los anticuerpos humanizados de la presente invencion. Una molécula de acido nucleico "aislada" es una
molécula de &acido nucleico que es identificada y separada de por lo menos una molécula de acido nucleico
contaminante con la que se asocia comdnmente en la fuente natural del &cido nucleico del anticuerpo. Una molécula
de &cido nucleico aislada se distingue de la molécula de acido nucleico tal como existe en células naturales.

En diversos aspectos de la presente invencion, uno o mas dominios de los anticuerpos humanizados se expresaran
de manera recombinante. Dicha expresién recombinante puede emplear una o mas secuencias de control, es decir,
secuencias de polinucledtidos necesarias para la expresion de una secuencia codificante operativamente unida en
un organismo hospedante particular. Las secuencias de control adecuadas para uso en células procaridticas
incluyen, por ejemplo, promotor, operador y secuencias del sitio de union al ribosoma. Las secuencias de control
eucariodtico incluyen, aunque sin limitarse a ello, promotores, sefiales de poliadenilacién y potenciadores. Estas
secuencias de control se pueden utilizar para expresiéon y produccién de anticuerpo anti-CD40 humanizado en
células hospedantes procariéticas y eucarioticas.
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Una secuencia de &cido nucleico esta "operativamente unida" cuando se dispone en una relacién funcional con otra
secuencia de &cido nucleico. Por ejemplo, una presecuencia de acido nucleico o lider secretor esté operativamente
unido a un acido nucleico que codifica un polipéptido si se expresa como una preproteina que participa en la
secrecién del polipéptido; un promotor o potenciador esta operativamente unido a una secuencia codificante si afecta
la transcripcién de la secuencia; o un sitio de union al ribosoma esta operativamente unido a una secuencia
codificante si esta posicionado como para facilitar la traduccién. En general, "operativamente unido" significa que las
secuencias de DNA que estan siendo unidas son contiguas y, en el caso de un lider secretor, contiguas y en marco
de lectura. No obstante, los potenciadores son opcionalmente contiguos. La unién se puede lograr mediante ligadura
en sitios de restriccién convenientes. Si dichos sitios no existen, se pueden utilizar enlazadores o adaptadores de
oligonucledtidos sintéticos.

Como se emplean en esta memoria, las expresiones "célula", "linea celular" y "cultivo celular" se utilizan
intercambiablemente y dichas designaciones incluyen su descendencia. Por lo tanto, "transformantes" y "células
transformadas" incluyen la célula sujeto primaria y los cultivos derivados de alli sin importar el nimero de
transferencias.

El término "mamifero” para los fines de tratamiento se refiere a cualquier animal clasificado como un mamifero,
incluyendo seres humanos, animales domesticados y de granja, y animales de zooldgico, deportivos 0 mascotas
como perros, caballos, vacas y similares. Preferiblemente, el mamifero es un ser humano.

Un "trastorno”, como se usa en esta memoria, es cualquier estado que se beneficiaria del tratamiento con un
anticuerpo anti-CD40 humanizado descrito en este documento. Esto incluye trastornos o enfermedades agudas o
cronicas, incluyendo aquellas patologias que predisponen al mamifero al trastorno en cuestién. Los ejemplos no
limitativos de trastornos a tratar en este documento incluyen cancer, neoplasias hematolégicas, tumores benignos y
malignos, leucemias y tumores linfoides, y trastornos inflamatorios, angiogénicos, autoinmunitarios e inmunolégicos.

Los terminos "cancer" y "canceroso" se refieren a o describen el estado fisiologico en mamiferos, que tipicamente se
caracteriza por una proliferacion celular desregulada. Los ejemplos incluyen cancer, carcinoma, linfoma, blastoma,
sarcoma y leucemia.

Como se emplean en esta memoria, las expresiones "trastorno asociado a CD40" o "enfermedad asociada a CD40"
se refieren a una afeccién en la que se indica la modificacion o eliminaciéon de células que expresan CD40. Esto
incluye células que expresan CD40 que demuestran una proliferacién anormal o células que expresan CD40
asociadas con tumores malignos o cancerosos. Ejemplos mas particulares de tipos de cancer que demuestran
expresion anormal del antigeno CD40 incluyen células B linfoblastoides, linfoma de Burkitt, mieloma multiple, linfoma
de células T, sarcoma de Kaposi, osteosarcoma, tumores epidérmicos y endoteliales, pancreaticos, de pulmoén, de
mama, de ovario, de colon, de prostata, de cabeza y cuello, de piel (melanoma), de vejiga y de riiién. Dichos
trastornos incluyen, aunque sin limitarse a ello, leucemias, linfomas, incluyendo linfoma de células B y linfoma no
Hodgkin, mieloma multiple, macroglobulinemia de Waldenstrom; tumores sdlidos, incluyendo sarcomas, como
osteosarcoma, sarcoma de Ewing, melanoma maligno, adenocarcinoma, incluyendo adenocarcinoma de ovario,
sarcoma de Kaposi/tumor de Kaposi y carcinoma de células escamosas.

Un trastorno asociado a CD40 también incluye enfermedades y trastornos del sistema inmunitario, como trastornos
autoinmunitarios y enfermedades inflamatorias. Dichas afecciones incluyen, aunque sin limitarse a ello, artritis
reumatoide (RA), lupus eritematoso sistémico (SLE), esclerodermia, sindrome de Sjogren, esclerosis mudltiple,
psoriasis, enfermedad inflamatoria intestinal (p. ej., colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn), inflamacién pulmonar,
asma y purpura trombocitopénica idiopatica (PCI).

La expresion "que cesa el crecimiento de" o "inhibidor del crecimiento” cuando se usa en esta memoria se refiere a
inhibir el crecimiento o la proliferacion de una célula, especialmente una célula neoplésica del tipo que expresa el
antigeno CD40. Por lo tanto, la inhibiciéon del crecimiento, por ejemplo, reduce significativamente el porcentaje de
células neoplasicas en la fase S.

La expresion "infusién intravenosa" se refiere a la introduccion de un agente en la vena de un animal o de un
paciente humano durante un periodo superior a aproximadamente 15 minutos, en general entre aproximadamente
30 y 90 minutos.

La expresién "bolo intravenoso” se refiere a la administracién de un farmaco en la vena de un animal o ser humano
de modo tal que el cuerpo recibe el farmaco en aproximadamente 15 minutos o menos, en general 5 minutos o
menos.

La expresidn "administracién subcutanea" se refiere a la introduccién de un agente debajo de la piel de un animal o
paciente humano, preferiblemente dentro de una cavidad entre la piel y el tejido subyacente, mediante
administracion relativamente lenta y sostenida desde un receptaculo con el farmaco. La puncién de la piel hacia
arriba y hacia afuera desde el tejido subyacente puede crear la cavidad.

La expresion "infusién subcutanea" se refiere a la introduccién de un farmaco debajo de la piel de un animal o ser
humano, preferiblemente dentro de una cavidad entre la piel y el tejido subyacente, mediante administracion
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relativamente lenta y sostenida desde un receptéaculo con farmaco por un periodo de tiempo que incluye, aunque sin
limitarse a ello, 30 minutos o0 menos, 0 90 minutos o menos. Opcionalmente, la infusion puede realizarse por
implante subcutaneo de una bomba de administracion de farmacos implantada debajo de la piel del animal o ser
humano, donde la bomba suministra una cantidad predeterminada de farmaco por un periodo de tiempo
predeterminado, como 30 minutos, 90 minutos, o un tiempo que abarca la longitud del régimen de tratamiento.

La expresion "bolo subcutaneo" se refiere a la administracion del farmaco debajo de la piel de un animal o ser
humano, donde la administracion del farmaco en bolo demora menos de aproximadamente 15 minutos; en otro
aspecto, menos de 5 minutos e incluso en otro aspecto menos de 60 segundos. Incluso en otro aspecto, la
administracion se realiza dentro de una cavidad entre la piel y el tejido subyacente, donde la cavidad puede crearse
mediante puncion de la piel hacia arriba y hacia afuera del tejido subyacente.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se utiliza para hacer referencia a una cantidad de un agente activo
que alivia 0 mejora uno o mas de los sintomas del trastorno que se esta tratando. Al hacerlo, es aquella cantidad que
produce un resultado beneficioso en el paciente, por ejemplo, un efecto de cese del crecimiento, o que causa la
eliminacion de la célula. En un aspecto, la cantidad terapéuticamente eficaz tiene actividad apoptética, o es capaz de
inducir la muerte celular. En otro aspecto, la cantidad terapéuticamente eficaz se refiere a una concentracién en
suero diana que se ha demostrado que es eficaz, por ejemplo, en demorar la progresion de la enfermedad. La
eficacia se puede medir de manera convencional, dependiendo de la afeccion a tratar. Por ejemplo, en
enfermedades o trastornos neoplasicos caracterizados por células que expresan CD40, la eficacia se puede medir
evaluando el tiempo para la progresion de la enfermedad, o determinando los indices de respuesta.

Los términos "tratamiento" y "terapia" y similares, como se emplean en esta memoria, pretenden incluir medidas
terapéuticas y profilacticas, o supresoras para una enfermedad o trastorno, conduciendo a cualquier efecto
clinicamente conveniente o beneficioso, incluyendo, aunque sin limitarse a ello, el alivio de uno o mas sintomas, la
regresién, demora o cese de la progresién de la enfermedad o el trastorno. Por consiguiente, por ejemplo, el término
tratamiento incluye la administracion de un agente antes o después del inicio de un sintoma de una enfermedad o
trastorno, previniendo o eliminando asi uno o mas signos de la enfermedad o el trastorno. Como otro ejemplo, el
término incluye la administracion de un agente después de la manifestacion clinica de la enfermedad para combatir
los sintomas de la enfermedad. Ademas, la administracion de un agente después del inicio y después de que se han
manifestado los sintomas clinicos donde la administracién afecta los parametros clinicos de la enfermedad o el
trastorno, como el grado de lesién a los tejidos o la cantidad o grado de metastasis, ya sea que el tratamiento
conduzca o no al alivio de la enfermedad, comprende "tratamiento" o "terapia" tal como se emplean en esta
memoria. A su vez, siempre que las composiciones de la invencién, o bien solas o en combinacién con otro agente
terapéutico alivien o disminuyan por lo menos un sintoma del trastorno que se esté tratando en comparacion con ese
sintoma en ausencia del uso de la composicion de anticuerpo CD40 humanizado, el resultado debe considerarse un
tratamiento eficaz del trastorno subyacente, independientemente de si se aliviaron todos los sintomas del trastorno o
no.

El término "prospecto” se utiliza para referirse a las instrucciones habitualmente incluidas en los envases
comerciales de productos terapéuticos, que contienen informacién sobre las indicaciones, uso, administracion,
contraindicaciones y/o advertencias respecto del uso de dichos productos terapéuticos.

Anticuerpos

En la presente se describen anticuerpos anti-CD40 humanizados, y composiciones y articulos de fabricacion que
comprenden uno o mas de los anticuerpos anti-CD40 humanizados de la presente invencién. Ademas, se describen
agentes de unién que incluyen un fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo anti-CD40 humanizado. Los
anticuerpos anti-CD40 humanizados y los agentes de unién pueden cesar la proliferacion de las células, causar la
eliminacion de células que expresan CD40 o inducir o causar un efecto citotoxico o citostatico sobre las células
diana. Los anticuerpos anti-CD40 humanizados y los agentes de unién se pueden utilizar en el tratamiento de una
diversidad de enfermedades o trastornos caracterizados por la proliferacién de células que expresan el antigeno de
superficie CD40. Un anticuerpo anti-CD40 humanizado y un agente de unién CD40 incluyen cada uno por lo menos
una porcién que reconoce especificamente un epitopo CD40 (es decir, un fragmento de unién al antigeno).

En la caracterizacion inicial, se seleccionaron anticuerpos murinos en base a la caracterizacion de uniéon CD40.

A partir de estos estudios iniciales, se seleccionaron anticuerpos murinos que tenian regiones variables de cadena
pesada, los cuales se muestran en la Tabla 1, y regiones variables de cadena ligera, los cuales se muestran en la
Tabla 2:

Tabla 1: Anticuerpos murinos iniciales CD40 - Secuencias VH

EVQLQQSGAELVRPGASVKLSCTASGFNIKDYYVHWVKQRPEKGLEWIGR

2Hi IDPEDGDSKYAPKFQGKATMTADTSSNTAYLHLSSLTSEDTAVYYCTTSY
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YVGTYGYWGQGTTLTVSS (SEQ ID NO:1)

EVQLQQSGAELVRPGASVKLSCTASGFNIKDYYIHWVKQRPEKGLEWIGR
IDPEDGDTKYDPKFQGKATMTADTSSNTAYLHLSSLTSEDTAVYYCTTSY
10F2  YVGTYGYWGQGTTLTVSS(SEQ ID NO:2)

EVQLQQSGAELVRPGASVQLSCTASGFNIKDYYVHWVKQRPEKGLEWIGR
IDPEDGDTKFAPKFQGKATMTADTSSNTVYLHLSSLTSEDTAVYYCTTSY
19B10 YVGTYGYWGQGTTLTVSS(SEQ ID NO:3)

EVQLVESGGGLVKPGGSRKLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAPEKGLEWVAY
ISSGNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNTLFLOQMTSLRSEDTALYYCARQD
20E2 GYRYAMDYWGQGTSVTVSS(SEQ ID NO:4)

TABLA 2: Anticuerpos murinos iniciales CD40 - Secuencias VK

QIVLTQSPAIMSASPGEKVTITCSASSSVSYMLWFQQKPGTSPKLWIYST

SNLASGVPARFGGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATYYCQQRTFYPYTFGGG
2H11  TKLEIK (SEQ ID NO:5)

QIVLTQSPTIMSASPGEKVIITCSATSSVSYILWFQQKPGTSPKLWIYST
SNLASGVPARFSGSGSGASYSLTISRMEAEDAATYYCQQRTFYPYTFGGG
10F2 TKLEIK (SEQ ID NO:6)

QIVLTQSPAIMSASPGEKVTITCSASSSVSYMLWFQQKPGTSPKLWIYST
SNLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATYYCQQRTFYPYTFGGG
19810  TKLEIK (SEQ ID NO:7)

DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTMSCKSSQSLLNSGNQKNYLTWHQQKPGQPP
KLLIYWTSTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISNLQAEDLAVYYCQNDYTY
20E2  PLTFGAGTKLELK (SEQ ID NO:8)

Se seleccionaron secuencias flanqueantes humanas para cada ratén basandose en la homologia estructural,
estructura de CDR, restos canonicos conservados, restos de empaquetamiento de interfaz conservados y otros
parametros.

Los anticuerpos seleccionados de las CDR de cadena pesada y ligera murina de los diversos anticuerpos murinos se
indican en las Tablas 3 y 4, respectivamente:

Tabla 3:
Secuencias CDR de CADENA PESADA
Nombre H-CDR1 H-CDR2 H-CDR3

del constructo

2H11 GENIKDYYVH
RIDPEDGDSKYAPKFQG SYYVGTYGY

SEQ ID NO:9
SEQ ID NO:12 SEQ ID NO:16
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10F2 GENIKDYYIH RIDPEDGDTKYDPKFQG SYYVGTYGY
SEQID NO:10 SEQID NO:13 SEQ ID NO:16

19B10 GENIKDYYVH RIDPEDGDTKFAPKFQG SYYVGTYGY
SEQID NO:9 SEQ ID NO:14 SEQ ID NO:16

20E2 GFTFSDYGMH YISSGNRIIYYADTVKG QDGYRYAMDY
SEQID NO:11  SEQID NO:15 SEQID NO:17

El H-CDR1 anteriormente enumerado usa la secuencia que utiliza el sistema de numeracion Chothia (Al-Lazikani et
al., (1997) JMB 273,927-948). La numeracion Kabats para las secuencias se marca con texto en negrita y cursiva, y
la numeracion IMGT se muestra con texto subrayado de los residuos en la tabla de arriba para CDR1 y CDR2. Las
secuencias para H-CDR3 para cada uno de 2H11, 10F2 y 19B10 es TTSYYVGTYGY (SEQ ID NO:77) y para 20E2
es ARQDGYRYAMDY (SEQ ID NO:78).

Tabla 4:
Secuencias CDR de CADENA LIVIANA
Nombre H-CDR1 H-CDR2 H-CDR3

del constructo

2H11 SASSSVSYML STSNLAS QQRTFYPYT
SEQ ID NO:18 SEQ ID NO:22 SEQID NO:24
10F2 SATSSVSYIL STSNLAS QQRTFYPYT
SEQ ID NO:19 SEQ ID NO:22 SEQID NO:24
19B10 SASSSVSYML STSNLAS QQRTFYPYT
SEQ ID NO:20 SEQ ID NO:22 SEQ ID NO:24
20E2 KSSQSLLNSGNQKNYLT WTISTRES QNDYTYPLT
SEQ ID NO:21 SEQ ID NO:23 SEQID NO:25

Nuevamente, el sistema de numeracion Chothia se utiliza en la Tabla 4 con la numeracion Kabats para las
secuencias marcada con texto en negrita y cursiva, y la numeracién IMGT se muestra con texto subrayado.

Los Fab que mostraron una unién mejor o igual en comparacién con el Fab original quimérico se seleccionaron para
conversion a IgG. Los clones de la serie 20E2 se convirtieron a dos formatos IgG diferentes: a) IgG4DM (doble
mutante) tiene dos mutaciones en la regiéon Fc/bisagra, Ser228Pro que reduce la formacion de un medio-molécula y
Leu235Glu que reduce aun mas la unién de FcyR. b) IgG1KO (bloqueo de funciones efectoras) tiene dos mutaciones
en la region Fc, Leu234Ala y Leu235Ala, que reducen la funcion efectora tal como FcyR y la unién de complemento.
Ambos formatos de IgG se describen en la bibliografia. El ejemplo 1 describe la humanizacién de tres candidatos en
mas detalle. Los resultados de dicha humanizacién produjeron secuencias de anticuerpo humanizado, que tienen las
secuencias de cadena pesada y ligera que se muestran a continuacién:

Identidad Secuencia SEQ ID NO:
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DIVMTQSPDSLAVSLGERATMSCKSSQOSLLNSGNOKNYLTW

HOOKPGOPPKLLIYWT STRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTIS

SLOAEDVAVYYCONDY TYPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVEL

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQOSGN
SQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHEVYACEVTHO
GLSSPVTKSFNRGEC

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLY

MNSLRAEDTALYYCARQDGYRYAMDYWAQGTILVTVSSASTE

GPSVEPLAPSSKSTSGOTAALGCLYEDYE PEPVIVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVESSSLGTQTYICNVN
HEKPSNTKVDERVE PKSCDEKTHTCPPCPAPEAAGGPSVELEP
PEPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTEPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGOPREPOVYTLFPPSREEMTEKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLY S
KLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLO
MNSLRAEDTALYYCARQDGYRYAMDYWAQGTLVTVSSASTK

GPSVFPLAPSSESTSGGTAALGCLYEDYE PEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HEPSNTEKVDERVE PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEP
PEPKDTLMISRTEPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRYVSVLTVLHQDWLNGEKEYKCEVSHE
ALPAPIEKTISKAKGOPREPOVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYS
ELTVDHESRWOOQGNVESCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGK

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAP
GKGLEWVAYTISSGNRITYYADTVKGRFTISRDNAKNSTLYLY
MNSLRAEDTALYYCARQDGYRYAMDYWAQGTLVTVSSASTK
GPSVEPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYEFPEPVIVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLEGTKTYTCNVD
HEPSNTEVDERVESKYGCPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKP
EDTLMISRTPEVTCVVVDVSOEDPEVOFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNEGLP
SSIEKTISKAKGOPREPOVYTLPPSQEEMTENQVSLTCLVE

GEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFLYSRLT
VDESRWOEGHNVESCSVMHEALHNHY TOKSLS LSLGK
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EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAP
GKGLEWVAYISSGNRITIYYADTVKGRFTI SRONAKNSLYLY
MNSLRAEDTALYYCARQDGYRYAMD YWAQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEKDY FPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HEPSNTEKVDEKRVE PKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEP
PRKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVEFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPOVYTLPPSRDELTENQVSLTC
LVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY S
KLTVDESRWOOGNVESCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGK

DIVMTOSPDSLAVSLGEKVTINCKSSQSLLNSGNQKNYL
TWHQOKPGOPPKLLIYWTSTRESGVPDRFSGSGSGTDET
LTISSLQAEDVAVYYCONDYTYPLTEFGGGTKVEIKRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSCTASVVCLLNNEYPREAKVOWKY
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHOGLS SPVTHESFNRGEC

EVOQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLO
MNSLRAEDTAVYYCARQDGYRYAMDYWGQGTLVIVSSASTK
GPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLYVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVESSSLGTOTYICHVN
HEKPSNTEVDERVEPKSCDRTHTCPPCPAPERAAGGPSVELEP
PEKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPOVYTLPPSREEMTENQVSLTC
LVEGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGREFTI SRONAKNSLYLY
MNSLRAEDTAVYYCARQDGYRYAMDYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVEPLAPSSKSTSGCTAALGCLVKEDY EPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HEPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEP
PRKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVEFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPOQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDESRWOOGNVESCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGK

EVOQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAP
GKGLEWVAYISSGNRTITIYYADTVKGRFTISRDNAKNST.YLO
MNSLRAEDTAVYYCARQDGYRYAMDYWGQGTLVTIVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVESSSLGTKTYTCHVD
HEPSNTEVDERVE SKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVELFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAK
TEKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCEVSNKGLP
SSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTENQVSLTCLVEK
GFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLT
VDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHY TOQKSLSL3LGK
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DM)
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EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAP
GKGLEWVAYISSGNRITIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLO
MNSLRAEDTAVYYCARQDGYRYAMDYWGQGTLVTIVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEKDY FPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HEKPSNTEVDERVEPKSCDETHTCPPCPAPEAAGGPSVELEP
PRKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVEFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVESVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPOVYTLPPSRDELTKNQVSLTC
LVEGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLY S
KLTVDESRWOOGNVESCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGK

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVSYMLWEQ
CKPGKAPKLLIYSTSNLASGVPSRFSGSGSGTDFTL
TISSLYPEDFATYYCQORTFYPYTFGGGTKVEIKRT
VAAPSVFIFPPSDEQLESGTASVVCLLNNEYPREAK
VOWKVDNALQSGNSOESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

OVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCTASGFNIKDYYVHWVKQAP
GQGLEWMGRIDPEDGDSKYAPKFQGKATMTADTSTSTVYME
LSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGQGTLVTVSSASTKG
PEVFPLAPSSKESTSGGTAALGCLVEDYFPEPVTVEWNEGAL
TSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTOTY ICNVIH
KPSNTKVIKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEPP
KPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHI
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWOQGNVFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGH

OVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCTASGFNIKDYYVHWVKQAP
GQGLEWMGRIDPEDGDSKYAPKFQGKATMTADTSTSTVYME
LSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTIVSWINSGAL
TSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVESSSLGTQTY ICNVNH
KPSNTKVIKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPP
KPEDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVYEVHN
AKTEKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNEKA
LPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTENQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SK
LTVDKSRWOQGNVFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGH

OVQLVOSGAEVKKPGASVKVSCTASGFNIKDY YVHWVKQAP
GQGLEWMGRIDPEDGD SKYAPKFOQGKATMTADTSTSTVYME
LSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVEDYFPEPVIVSHNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTY TCNVDH
KPSNTEVDERVESKYGPPCPPCPAPEFEGCPSVELFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVIDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNEGLES
SIEKTISKAKGQPREPCVYTLPPSQEEMTRNOVSLTCLVEG
FYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SRLTV
DKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHY TQKSLSLSLGK
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Anﬁcuapo C (Cadena pesada, OVOLVQOSGAEVKKPGASVKVSCTASGFNIKDYYVHWVKQAP 40

|gG1KOb) GQGLEWMGRIDPEDGDSKYAPKFQGKATMTADTSTSTVYME
LSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizado puede, por ejemplo, bloquear la proliferacion o detener de otro
modo el crecimiento de una célula o provocar su agotamiento, muerte o, de otro modo, su eliminacién, por ejemplo,
mediante la unién del antigeno de superficie CD40. Por ejemplo, en tumores malignos de células T y B, los efectos
antitumorales (p. ej., cese del crecimiento con o sin eliminacion celular o apoptosis) a menudo resulta cuando las
células malignas se exponen a estimulos que conducen a la activacion de linfocitos normales. Esta detencion del
crecimiento inducida por activacion se ha observado con sefiales a través de receptores de antigenos o receptores
coestimuladores (véanse, por ejemplo, Ashwell et al., 1987, Science 237:61; Bridges et al., 1987, J. Immunol.
139:4242; Page y Defranco, 1988, J. Immunol. 140:3717; y Beckwith et al., 1990, J. Natl. Cancer Inst. 82:501). La
estimulaciéon CD40, como resultado de la uniéon especifica mediante un anticuerpo o un ligando soluble, inhibe el
crecimiento del linfoma de células B (véase, p. €j., Funakoshi et al., 1994, Blood 83:2787-2794). Los agentes que
inhiben el crecimiento de células malignas de esta manera y que se dirigen contra el antigeno de superficie CD40
son ejemplos de agentes apropiados.

Los agentes especificos de CD40 incluyen el fragmento de union al antigeno de un anticuerpo anti-CD40
humanizado que se une a CD40 (p. ej., CD40 humana o su variante). Los agentes y anticuerpos especificos de
CD40 se pueden conjugar opcionalmente o condensarse a un agente citotdxico o quimioterapéutico. En aspectos en
los que el anticuerpo humanizado se une al antigeno de superficie CD40 y causa la reduccion de los tipos de células
que expresan CD40, la unién en general se caracteriza por autodirigir la célula del antigeno de superficie CD40 in
vivo. Los agentes de union adecuados unen el antigeno CD40 con suficiente afinidad y/o avidez como para que el
agente especifico de CD40 sea util como agente terapéutico dirigiendo especificamente una célula que expresa el
antigeno.

En algunos aspectos, el anticuerpo humanizado disminuye la unién del ligando CD40 a CD40 en por lo menos 45%,
por lo menos 50%, por lo menos 60% o por lo menos 75% o por lo menos 80%, o por lo menos 90%, o por lo menos
95%.

Los anticuerpos anti-CD40 humanizados descritos en este documento comprenden una secuencia de aminoacidos
de los restos derivados de las CDR Anticuerpo A (no segun la invencion: secuencia de cadena pesada = SEQ ID
NO:27, SEQ ID NO:28; SEQ ID NO:29 o SEQ ID NO:30; secuencia de cadena ligera = SEQ ID NO:26), Anticuerpo B
(segun la invencion excepto para SEQ ID NO:34: secuencia de cadena pesada = SEQ ID NO:32; SEQ ID NO:33;
SEQ ID NO:34; o SEQ ID NO:35; secuencia de cadena ligera = SEQ ID NO:31) y Anticuerpo C (no segun la
invencion: secuencia de cadena pesada = SEQ ID NO:37; SEQ ID NO:38; SEQ ID NO:39 o SEQ ID NO:40;
secuencia de cadena ligera = SEQ ID NO:36) descrita en este documento arriba y restos de aminoacidos derivados
de regiones marco de una inmunoglobulina humana. Los anticuerpos anti-CD40 humanizados opcionalmente
incluyen sustituciones de aminodacidos especificas en las regiones consenso o flanqueantes de linea germinal.

La sustitucion especifica de restos aminoacidicos en estas posiciones flanqueantes puede mejorar varios aspectos
del comportamiento del anticuerpo, incluyendo la afinidad de unién y/o estabilidad, con respecto a lo demostrado en
anticuerpos humanizados formados por "cambio directo" de CDR o HVL en regiones flanqueantes de linea germinal
humana, como se muestra en los ejemplos a continuacién.

También se describen en este documento anticuerpos monoclonales con secuencias de cadena pesada (VH) de
SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 y secuencias de cadena ligera (VL) de SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 8 (véanse las
Tablas 1 y 2 anteriores). La secuencia CDR de estos anticuerpos murinos que se muestran en las Tablas 3 y 4,
disponiendo dichas CDR en FR en dominios variables de cadenas pesada y ligera de consenso humano produciran
los anticuerpos humanizados Utiles de la presente invencién.

Los anticuerpos anti-CD40 humanizados descritos en la presente comprenden al menos un dominio variable de
cadena pesada o ligera que comprende las CDR o HVL de los anticuerpos monoclonales murinos como se muestra
en las Tablas 1 a 4 anteriores y las FR de los dominios variables de la cadena germinal humana pesada y ligera. Los
anticuerpos humanizados creados en la presente invencion son: Anticuerpo A, Anticuerpo B y Anticuerpo C y las
diversas secuencias de cadena pesada y ligera del mismo se muestran en las SEQ ID NO: 26 a SEQ ID NO: 40.
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En realizaciones especificas, se contemplan anticuerpos que tienen una secuencia de cadena pesada de SEQ ID
NO: 32, SEQ ID NO:33 o SEQ ID NO SEQ ID NO:35, en combinacién con una secuencia de cadena ligera de SEQ
ID NO:31.

Las CDR de estas secuencias se muestran en las Tablas 3 y 4. Se contempla que los anticuerpos quiméricos con
las regiones CDR conmutadas (es decir, por ejemplo cambiando una o dos CDR de Anticuerpo A con la CDR
analoga del Anticuerpo C) entre estas inmunoglobulinas ejemplares también pueden producir anticuerpos utiles.

También se describe en este documento que el anticuerpo anti-CD40 humanizado es un fragmento de anticuerpo.
Se han descrito anteriormente en general diversos fragmentos de anticuerpos y se han creado técnicas para la
produccion de fragmentos de anticuerpos. Los fragmentos pueden derivarse mediante digestion proteolitica de
anticuerpos intactos (véanse, p. €j., Morimoto et al., 1992, Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-
117; y Brennan et al., 1985, Science 229:81). Alternativamente, los fragmentos pueden producirse directamente en
células hospedantes recombinantes. Por ejemplo, fragmentos de Fab'-SH pueden recuperarse directamente de E.
coli y acoplarse quimicamente para formar fragmentos F(ab')2 (véase, p. €j., Carter et al., 1992, Bio/Technology
10:163-167). Mediante otro planteamiento, los fragmentos F(ab')2 pueden aislarse directamente a partir de un cultivo
de células hospedantes recombinantes. Otras técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpos seran
obvias para el experto en la técnica

En algunas realizaciones, el anticuerpo incluye una regién constante que media la funcién efectora. La region
constante puede proveer respuestas de citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC), fagocitosis celular
dependiente del anticuerpo (ADCP) y/o citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) contra una célula diana
que expresa CD40. El(los) dominio(s) efector(es) puede(n) ser, por ejemplo, una regién Fc de una molécula de Ig.
Tipicamente, el agente de unién CD40 recoge y/o activa glébulos blancos citotoxicos (p. j., linfocitos citotoxicos
naturales (NK), células fagociticas (p. €j., macrofagos) y/o componentes de complemento en suero).

El dominio efector de un anticuerpo puede pertenecer a cualquier especie e isotipo de animal vertebrado adecuado.
Los isotipos de diferentes especies animales difieren en su capacidad de mediar las funciones efectoras. Por
ejemplo, la capacidad de la inmunoglobulina humana de mediar CDC y ADCC/ADCP esta en general en el orden de
IgM=1gG1=IgGs>1gG2>1gGs y 1gG1=IgGs>IgGz2/IgM/IgGs, respectivamente. Las inmunoglobulinas murinas median
CDC y ADCC/ADCP en general en el orden de IgM=IgGs>>IgGap>1gG2a>>1gG1 y 1gG2an>1gGa>lgGi>>1gGs murina,
respectivamente. En otro ejemplo, la 1IgG2a murina media ADCC mientras que ambas 1gGza y IgM murinas median
CDC.

Modificaciones de anticuerpos

Los anticuerpos y agentes anti-CD40 humanizados pueden incluir modificaciones del anticuerpo anti-CD40
humanizado. Por ejemplo, puede ser conveniente modificar el anticuerpo con respecto a la funcién efectora, como
para potenciar la eficacia del anticuerpo en el tratamiento del cancer. Dicha modificacion es la introduccion de
residuo(s) cisteina en la region Fc, permitiendo asi la formacién del enlace disulfuro intercatenario en esta region. El
anticuerpo homodimérico asi generado puede tener mejor capacidad de internalizacion y/o mayor destruccion celular
mediada por complemento y/o citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC). Véanse, por ejemplo, Caron
et al, 1992, J. Exp Med. 176:1191-1195; y Shopes, 1992, J. Immunol. 148:2918-2922. Los anticuerpos
homodiméricos que tienen mejor actividad antitumoral pueden también prepararse usando entrecruzadores
heterobifuncionales, como se describe en Wolff et al., 1993, Cancer Research 53: 2560-2565. Alternativamente, un
anticuerpo puede modificarse para contener regiones Fc duales, potenciando la lisis complementaria y las capacidad
de ADCC del anticuerpo. Véase Stevenson et al., 1989, Anti-Cancer Drug Design 3: 219-230.

Los anticuerpos con mejor capacidad de soportar ADCC se han generado modificando el patrén de glucosilaciéon de
su region Fc. Esto es posible ya que la glucosilacién del anticuerpo en el residuo asparagina, N297, en el dominio
Ch2 esta implicada en la interaccién entre los receptores IgG y Fcy de pre-requisito para ADCC. Se han modificado
lineas de células hospedantes para expresar anticuerpos con glucosilacién alterada, como mayor N-
acetilglucosamina de biseccién o menor fucosa. La reduccion de fucosa provee mayor potenciacion de la actividad
ADCC que lo que se logra aumentando la presencia de N-acetilglucosamina de biseccion. Ademas, la potenciacion
de ADCC por anticuerpos de baja fucosa es independiente del polimorfismo FcyRllla V/F.

La modificaciéon de la secuencia de aminoacidos de la region Fc de anticuerpos es una alternativa a la modificacion
de glucosilacion para potenciar ADCC. El sitio de unién en IgG1 humana para receptores Fcy se ha determinado
mediante un amplio andlisis mutacional. Esto condujo a la generacion de anticuerpos IgG1 humanizados con
mutaciones Fc que aumentan la afinidad de union hacia FcyRllla y potencian ADCC in vitro. Ademas, se han
obtenido variantes de Fc con muchas permutaciones de propiedades de union diferentes, p. ej., mejor unién a
receptores FcyR especificos con unién inalterada o disminuida a otros receptores FcyR.

Otro aspecto incluye inmunoconjugados que comprenden el anticuerpo humanizado conjugado con un agente
citotoxico tal como un agente quimioterapéutico, una toxina (por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa de
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origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, o fragmentos de la misma), o un is6topo radiactivo (es decir, un
radioconjugado).

Los agentes quimioterapéuticos Utiles en la generacion de dichos inmunoconjugados se ha descrito
precedentemente en este documento. Las toxinas enzimaticamente activas y sus fragmentos que se pueden utilizar
para formar inmunoconjugados Utiles incluyen cadena de difteria A, fragmentos activos que no son de unién de la
toxina de la difteria, cadena de exotoxina A (de Pseudomonas aeruginosa), cadena de ricina A, cadena de abrina A,
cadena de modeccina A, proteinas alfa-sarcina, Aleurites fordii, proteinas diantina, proteinas Phytolaca americana
(PAPI, PAPII y PAP-S), inhibidor de Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de Sapaonaria officinalis,
gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina, los tricotecenos y similares. Estan disponibles una
diversidad de radionuclidos para la produccion de anticuerpos anti-CD40 humanizados radioconjugados. Los
ejemplos incluyen 212Bij, 131], 131|n, 0Y y 186Re,

Los conjugados del anticuerpo anti-CD40 humanizado y el agente citotdxico o quimioterapéutico pueden realizarse
por métodos conocidos, usando una variedad de agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionales tales como N-
succinimidil-3-(2-piridilditiol) propionato (SPDP), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (como
HCL de dimetil adipimidato), ésteres activos (como disuccinimidil suberato), aldehidos (como glutareldehido),
compuestos bis-azido (como bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (como bis-(p-
diazoniumbenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (como tolueno 2,6-diisocianato) y compuestos bis-fluoro activos
(como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, una inmunotoxina de ricina se puede preparar como se describe
en Vitetta et al., 1987, Science 238:1098. El acido 1-isotiocianatobencil-3-metildietileno triaminepentaacético (MX-
DTPA) marcado con carbén 14 es un agente quelante ilustrativo para conjugacion del radionucleétido al anticuerpo.
Los conjugados también se pueden formar con un enlazador escindible.

En otra realizacion, el anticuerpo puede conjugarse a un "receptor" (como estreptavidina) para utilizaciéon en la pre-
diana de tumores. En este procedimiento, el conjugado anticuerpo-receptor se administra a un paciente tras la
eliminacion de conjugado no unido de la circulacion, usando un agente depurador y luego administracion de un
"ligando" que se une selectivamente al receptor (p. €j., avidina), siendo el ligando conjugado a un agente citotéxico
(p. €j., un radionuclido).

Los anticuerpos anti-CD40 humanizados descritos en esta memoria pueden también formularse como
inmunoliposomas. Los liposomas que contienen el anticuerpo se preparan por métodos conocidos en la técnica, tal
como se describe en Epstein et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3688; Hwang et al., 1980, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77:4030; y las patentes de EE. Nos. 4.485.045y 4.544.545. Los liposomas que tienen un tiempo de
circulacion mejorado se describen, por ejemplo, en la patente de los EE.UU. No. 5.013.556.

Los liposomas particularmente utiles se pueden generar por el método de evaporacion de fase inversa con una
composicion de lipidos que comprende fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivada de PEG (PEG-PE).
Los liposomas se extruyen a través de filtros de tamafio de poro definido para proveer liposomas con el diametro
deseado. Los fragmentos Fab' de un anticuerpo descrito en esta memoria pueden conjugarse a los liposomas como
se describe en Martin et al., 1982, J. Biol. Chem. 257:286-288 mediante una reaccion de intercambio de disulfuro. Un
agente quimioterapéutico (tal como doxorrubicina) esta opcionalmente contenido dentro del liposoma. Véase, p. €j.,
Gabizon et al., 1989, J. National Cancer Inst. 81(19):1484.

Los anticuerpos descritos en este documento pueden también utilizarse en procedimientos ADEPT (Terapia de
Profarmacos y Enzimas Dirigida por Anticuerpos), conjugando el anticuerpo a una enzima activadora del profarmaco
que lo convierte en un profarmaco (p. ej., un agente quimioterapéutico de peptidilo), para un farmaco activo
antineoplasico. Véanse, por ejemplo, los documento WO 81/01145, WO 88/07378, y la patente de EE.UU. No.
4.975.278. El componente enzimatico del inmunoconjugado util para ADEPT es una enzima capaz de actuar sobre
un profarmaco de manera tal de convertirlo en su forma citotéxica més activa. Las enzimas especificas Utiles en
procedimientos ADEPT incluyen, aunque sin limitarse a ello, fosfatasa alcalina para convertir profarmacos que
contienen fosfatasa en farmacos libres; arilsulfatasa para convertir profarmacos que contienen sulfato en farmacos
libres; citosina deaminasa para convertir 5-fluorocitosina no téxica en el farmaco antineoplasico, 5-fluorouracil;
proteasas, como serratia proteasa, termosilina, subtilisina, carboxipeptidasas y catepsinas (como catepsinas By L),
para convertir profarmacos que contienen péptido en farmacos libres; D-alanilcarboxipeptidasas, para convertir
profarmacos que contienen sustituyentes de D-aminodcido; enzimas que escinden los carbohidratos tales como B-
galactosidasa y neuraminidasa para convertir profarmacos glucosilados en farmacos libres; B-lactamasa para
convertir farmacos derivados con B-lactamas en farmacos libres; y penicilina amidasas, como penicilina amidasa V o
penicilina amidasa G, para convertir farmacos derivados en sus amina nitrdgenos con grupos fenoxiacetilo o
fenilacetilo, respectivamente, en farmacos libres. Alternativamente, los anticuerpos que tienen actividad enzimatica
("abzimas") se pueden utilizar para convertir los profarmacos en farmacos activos libres (véase, por ejemplo,
Massey, 1987, Nature 328: 457-458). Los conjugados de anticuerpo-abzima pueden prepararse por métodos
conocidos para administraciéon de la abzima a una poblacion de células tumorales, por ejemplo, uniendo
covalentemente la enzima al anticuerpo anti-CD40 humanizado/reactivos de entrecruzamiento heterobifuncionales
anteriormente analizados. Alternativamente, las proteinas de fusién que comprenden por lo menos la regién de unién
al antigeno de un anticuerpo descrito en este documento unida a por lo menos una porcién funcionalmente activa de
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una enzima ya descrita en este documento, se pueden construir usando técnicas de DNA recombinante (véase, por
ejemplo, Neuberger et al., 1984, Nature 312:604-608).

Como se describe en este documento, puede ser deseable usar un fragmento de anticuerpo anti-CD40 humanizado,
en lugar de un anticuerpo intacto, para aumentar la penetracion del tumor, por ejemplo. Puede ser conveniente
modificar el fragmento de anticuerpo con el fin de aumentar su semivida en suero. Esto se puede lograr, por ejemplo,
por incorporacion de un epitopo de unién al receptor de rescate en el fragmento de anticuerpo. En un método, la
region apropiada del fragmento de anticuerpo puede alterarse (p. ej, mutarse), o el otro epitopo puede incorporarse
en una marca de péptido que luego se condensa al fragmento de anticuerpo en alguno de los extremos o en el
medio, por sintesis de DNA o peptidica. Véase, p. €]., el documento WO 96/32478.

En ciertas realizaciones, también se incluyen modificaciones covalentes del anticuerpo anti-CD40 humanizado. Las
modificaciones covalentes incluyen la modificaciéon de residuos cisteinilo, residuos histidilo, residuos lisinilo y
residuos aminoterminales, residuos arginilo, residuos tirosilo, grupos laterales carboxilo (aspartilo o glutamilo),
residuos glutaminilo y asparaginilo, o residuos serilo o treonilo. Otro tipo de modificacion covalente implica
glucosidos de acoplamiento quimica o enzimaticamente acoplados al anticuerpo. Dichas modificaciones pueden
realizarse por sintesis quimica o por escision enzimatica o quimica del anticuerpo, si corresponde. Otros tipos de
modificaciones covalentes del anticuerpo se pueden introducir en la molécula, haciendo reaccionar los residuos
aminoacido direccionados del anticuerpo con un agente de derivatizacion organico que sea capaz de reaccionar con
cadenas laterales seleccionadas o residuos amino o carboxiterminales.

La eliminacién de cualquier resto carbohidrato presente en el anticuerpo puede llevarse a cabo quimica o
enzimaticamente. La deglucosilacién quimica es descrita por Hakimuddin et al., 1987, Arch. Biochem. Biophys.
259:52 y por Edge et al., 1981, Anal. Biochem., 118:131. La escision enzimdtica de restos carbohidrato en
anticuerpos puede lograrse mediante el uso de una diversidad de endo y exo-glucosidasas tales como las descritas
por Thotakura et al., 1987, Meth. Enzymol 138:350.

Otro tipo de modificacion covalente atil comprende unir el anticuerpo a uno de una variedad de polimeros no
proteinaceos, por ejemplo, polietilenglicol, polipropilenglicol o polioxialquilenos, de la manera establecida en una o
mas de la patente de EE.UU. N° 4.640.835, patente de EE.UU. N® 4.496.689, patente de EE.UU. N° 4.301.144,
patente de EE.UU. N° 4.670.417, patente de EE.UU. N®4.791.192 y patente de EE.UU. N® 4.179.337.

Humanizacién y variantes de secuencias de aminoacidos

Pueden prepararse variantes de secuencias de aminoacidos del anticuerpo anti-CD40 mediante la introduccién de
cambios de nucleotidos apropiados en el DNA del anticuerpo anti-CD40, o por sintesis de péptidos. Estas variantes
incluyen, por ejemplo, deleciones y/o inserciones y/o sustituciones de restos dentro de las secuencias de
aminoacidos de los anticuerpos anti-CD40 de los ejemplos proporcionados en la presente memoria. Se realiza
cualquier combinacién de deleciones, inserciones y sustituciones para conseguir la construccion final, siempre que la
construccion final posea las caracteristicas deseadas. Los cambios de aminoacidos también pueden alterar procesos
postraduccionales del anticuerpo anti-CD40 humanizado o variante, tal como cambiando el nimero de posicién de
sitios de glucosilacién.

Un método util para la identificacién de ciertos restos o regiones del anticuerpo anti-CD40 que son localizaciones
preferidas para mutagénesis se denomina "mutagénesis mediante alanina," como se describe por Cunningham y
Wells (Science, 244:1081-1085 (1989)). En este caso, se identifica un resto o grupo de restos diana (por ejemplo,
restos cargados tales como arg, asp, his, lys y glu) y se reemplazan por un aminoacido neutro o cargado
negativamente (tipicamente alanina) para afectar a la interaccion de los aminodcidos con el antigeno CD40.
Después se refinan las localizaciones de aminoacidos que demuestran sensibilidad funcional a las sustituciones
mediante la introduccion de variantes adicionales u otras variantes en o para sitios de sustitucion. De esta manera,
mientras que el sitio para introducir una variacién de secuencia de aminoacido esta predeterminado, no necesita
predeterminarse la naturaleza de la mutacién per se. Por ejemplo, para analizar el comportamiento de una mutacién
en un sitio dado, se realiza mutagénesis mediante alanina o mutagénesis aleatoria en el codén o region diana y se
exploran las variantes de anticuerpo anti-CD40 expresadas con respecto a la actividad deseada.

Las inserciones de secuencias de aminodcidos incluyen fusiones amino- y/o carboxilo-terminales que varian en
longitud desde un resto a polipéptidos que contienen cien 0 mas restos, asi como inserciones intrasecuencia de uno
solo o multiples restos aminoacidicos. Los ejemplos de inserciones terminales incluyen un anticuerpo anti-CD40
fusionado a un marcador de epitopo. Otras variantes de insercion de la molécula de anticuerpo anti-CD40 incluyen
una fusién al extremo C-terminal Nor del anticuerpo anti-CD40 de una enzima o un polipéptido que aumenta la
semivida en suero del anticuerpo.

Otro tipo de variante es una variante de sustitucion de aminodcidos. Estas variantes tienen al menos un resto
aminoacidico en la molécula de anticuerpo anti-CD40 retirada y un resto diferente insertado en su sitio. Los sitios de
mayor interés para la mutagénesis de sustitucion incluyen las regiones hipervariables, pero también se contemplan
alteraciones en FR. En la Tabla 5 se proporcionan sustituciones conservadoras bajo el encabezamiento de
"sustituciones preferidas". Si estas sustituciones ocasionan un cambio en la actividad bioldgica, pueden introducirse
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cambios mas sustanciales, denominados "sustituciones ejemplares”, o como se describe més adelante en relacién
con las clases de aminodcidos, y pueden explorarse los productos.

TABLA 5:

Residuo Original Sustituciones ejemplares Sustituciones preferidas
Ala (A) val; leu; ile val
Arg (R) lys; gln; asn lys
Asn (N) gin; his; asp, lys; arg gin
Asp (D) glu; asn glu
Cys (C) ser; ala ser
Gin (Q) asn; glu ash
Glu (E) asp; gin asp
Gly (G) ala ala
His (H) arg; asn; gin; lys; arg
lle (1) leu; val; met; ala; phe; norleucina leu
Leu (L) ile; norleucina; val; met; ala; phe ile
Lys (K) arg; gln; asn arg
Met (M) leu; phe;ile leu
Phe (F) tyr; leu; val; ile; ala; tyr
Pro (P) ala ala
Ser (S) thr thr
Thr (T) ser ser
Trp (W) tyr; phe tyr
Tyr (Y) phe; trp; thr; ser phe
Val (V) leu; ile; met; phe ala; norleucina; leu

En la quimica de proteinas, generalmente se acepta que las propiedades bioldgicas del anticuerpo se pueden lograr
seleccionando sustituciones que difieren significativamente en su efecto sobre al mantener (a) la estructura de la
cadena principal del polipéptido en el area de la sustitucién, por ejemplo , como una conformacion en lamina o
helicoidal, (b) la carga o hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana, o (c) la mayor parte de la cadena lateral. Los
restos naturales se dividen en grupos basandose en propiedades comunes de las cadenas laterales:

(1) hidréfoba: norleucina, met, ala, val, leu, ile;
(2) hidrdfila neutra: cys, ser, thr;

(3) acida: asp, glu;

(4) basica: asn, gin, his, lys, arg;

(5) restos que influyen en la orientacién de la cadena: gly, pro;y
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(6) aromatica: trp, tyr, phe.
Las sustituciones no conservadoras incluiran cambiar un miembro de una de estas clases por otra clase.

También puede sustituirse cualquier resto de cisteina no implicada en el mantenimiento de la conformacion
apropiada del anticuerpo humanizado anti-CD40 o variante, generalmente por serina, para mejorar la estabilidad
oxidativa de la molécula, prevenir el entrecruzamiento aberrante o proporcionar puntos de conjugacion establecidos
con un compuesto citotoxico o citostatico. Por el contrario, puede afiadirse uno o mas enlaces de cisteina al
anticuerpo para mejorar su estabilidad (particularmente cuando el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo, tal
como un fragmento Fv).

Un tipo de variante de sustitucion implica la sustitucion de uno o mas restos de region hipervariable de un anticuerpo
parental (por ejemplo, anticuerpo humanizado o humano). Generalmente, la variante o variantes seleccionadas para
el desarrollo adicional tendran mejores propiedades biolégicas que el anticuerpo parental a partir del cual se
generaron. Una forma conveniente para generar estas variantes de sustitucion es mediante maduracién de afinidad
usando presentacion en fagos. En resumen, se hacen mutar varios sitios de regiones hipervariables (por ejemplo 6-7
sitios) para generar todas las posibles sustituciones de aminodcidos en cada sitio. Las variantes de anticuerpo asi
generadas se manifiestan de una manera monovalente en particulas de fagos filamentosos como fusiones al
producto del gen Ill del fago M13 empaquetados dentro de cada particula. Las variantes presentadas en fagos
después se exploran con respecto a su actividad biolégica (por ejemplo, afinidad de unién). Para identificar sitios de
regiones hipervariables candidatas para la modificacion, puede realizarse mutagénesis mediante alanina para
identificar restos de regién hipervariable que contribuyen significativamente a la unién al antigeno. Como alternativa,
o ademas, puede ser beneficioso analizar una estructura cristalina del complejo de antigeno-anticuerpo para
identificar puntos de contacto entre el anticuerpo CD40 y Dabigatran humano. Estos restos de contacto y los restos
proximos son candidatos para la sustitucion de acuerdo con las técnicas elaboradas en la presente memoria. Una
vez que se han generado estas variantes, el panel de variantes se somete a la exploracién como se describe en la
presente memoria y pueden seleccionarse anticuerpos con propiedades superiores en uno 0 mMAas ensayos
relevantes para un desarrollo adicional.

Otro tipo de variante de aminoacido del anticuerpo altera el patrén de glucosilacion original del anticuerpo. Por
"alteracion" se entiende la delecién de uno o mas restos de carbohidrato encontrados en el anticuerpo, y/o la adicién
de uno o mas sitios de glucosilacion que no estan presentes en el anticuerpo.

En algunas realizaciones, puede ser deseable modificar los anticuerpos de la invencién para afadir sitios de
glicosilacion. La glucosilacién de los anticuerpos tipicamente es una N-glucosilacion o una O-glucosilacién. N-
glucosilacién se refiere a la union del resto de carbohidrato a la cadena lateral de un resto de asparagina. Las
secuencias tripeptidicas asparagina-X-serina y asparagina-X-treonina, en la que X es cualquier aminoacido excepto
prolina, son las secuencias de reconocimiento para la unién enzimatica del resto de carbohidrato a la cadena lateral
de asparagina. De esta manera, la presencia de cualquiera de estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido crea
un sitio de glucosilacion potencial. La O-glucosilacién se refiere a la uniébn de uno de los azucares N-
acetilgalactosamina, galactosa o xilosa a un hidroxiaminoacido, mas cominmente serina o treonina, aunque también
puede usarse 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina. De esta manera, para glucosilar una proteina dada, por ejemplo un
anticuerpo, la secuencia de aminodacidos de la proteina se modifica por ingenieria genética para que contenga una o
mas de las secuencias tripeptidicas descritas anteriormente (para sitios de N-glucosilacion). La alteracion también
puede realizarse mediante la adicion de, o la sustitucion de, uno o mas restos de serina o treonina en la secuencia
del anticuerpo original (para sitios de O-glucosilacion).

Las moléculas de acido nucleico que codifican variantes de secuencia del anticuerpo anti-CD40 se preparan por una
diversidad de métodos conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen, aunque sin limitarse a ello, aislamiento de
una fuente natural (en el caso de variantes de secuencias de aminoacidos que ocurren naturalmente) o preparacién
mediante mutagénesis mediada por oligonucleotidos (o dirigida al sitio) , mutagénesis PCR y mutagénesis cassette
de una variante preparada anteriormente o una versién no variante del anticuerpo anti-CD40.

Polinucleotidos, vectores, células hospedantes y métodos recombinantes

Otras realizaciones abarcan polinucleotidos aislados que comprenden una secuencia que codifica un anticuerpo anti-
CD40 humanizado, vectores y células hospedantes que comprenden los polinucledtidos, y técnicas recombinantes
para la produccion del anticuerpo humanizado. Los polinucleétidos aislados pueden codificar cualquier forma
deseada del anticuerpo anti-CD40 incluyendo, por ejemplo, anticuerpos monoclonales de longitud completa.

Algunas realizaciones incluyen polinucleétidos aislados que comprenden secuencias que codifican un anticuerpo
que tiene la secuencia de aminoacidos de region variable de cadena pesada de cualquiera de SEQ ID NO:32, SEQ
ID NO:33 0 SEQ ID NO:35. Algunas realizaciones incluyen polinucleétidos aislados que comprenden secuencias que
codifican un anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena ligera de SEQ ID
NO:31.

En un aspecto, la secuencia o secuencias de polinucleétidos aisladas codifica un anticuerpo que tiene un dominio
variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera que comprende las secuencias de aminoacidos de
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SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO:31, respectivamente; SEQ ID NO:33 y SEQ ID NO:31, respectivamente; SEQ ID
NO:35 y SEQ ID NO:31, respectivamente.

El o los polinucleétidos que comprenden una secuencia que codifica un anticuerpo anti-CD40 humanizado o una
cadena de los mismos se pueden fusionar a una o mas secuencias reguladoras o de control, como se conoce en la
técnica, y pueden estar contenidos en vectores de expresion adecuados u células hospedadoras como se conoce en
la técnica. Cada una de las moléculas de polinucleétidos que codifica los dominios variables de cadena pesada y
ligera puede condensarse independientemente a una secuencia de polinucleétidos que codifica un dominio
constante, como un dominio constante humano, permitiendo la produccién de anticuerpos intactos. Alternativamente,
los polinucle6tidos o sus porciones se pueden condensar entre si, proporcionando un molde para la produccion de
un anticuerpo monocatenario.

Para produccion recombinante, un polinucleétido que codifica el anticuerpo se inserta en un vector replicable para
clonacion (amplificacion del DNA) o para expresion. Existen muchos vectores adecuados para expresar el anticuerpo
recombinante. Los componentes del vector en general incluyen, aunque sin limitacion, uno o mas de los siguientes:
una secuencia de sefial, un origen de replicacion, uno o mas genes marcadores, un elemento potenciador, un
promotor y una secuencia de terminacién de transcripcion.

Los anticuerpos anti-CD40 humanizados pueden también producirse como polipéptidos de fusion, en los cuales el
anticuerpo se condensa con un polipéptido heterdlogo, como una secuencia de sefal u otro polipéptido que tienen
un sitio de escisién especifico en el término amino de la proteina o el polipéptido maduro. La secuencia de sefal
heterdloga seleccionada es tipicamente una que es reconocida y procesada (es decir, escindida por una peptidasa
de sefial) por una célula hospedante. Para células hospedantes procariéticas que no reconocen ni procesan la
secuencia de sefal del anticuerpo anti-CD40 humanizado, la secuencia de sefial puede sustituirse con una
secuencia de sefal procariética. La secuencia de sefial puede ser, por ejemplo, una fosfatasa alcalina, penicilinasa,
lipoproteina, enterotoxina termoestable Il inicial y similares. Para la secrecién de levadura, la secuencia de senal
nativa puede sustituirse, por ejemplo, con una secuencia inicial obtenida de invertasa alfa-factor de levadura
(incluyendo iniciadores del a-factor de Saccharomyces y Kluyveromyces), fosfatasa acida, glucoamilasa de C.
albicans u otra senal descrita en el documento WO90/13646. En células mamiferas, se pueden usar las secuencias
de senal mamiferas, como también los iniciadores secretores viricos, por ejemplo, la sefal del virus del herpes
simple gD. El DNA para dicha regién precursora se liga en el marco de lectura al DNA que codifica el anticuerpo anti-
CD40 humanizado.

Los vectores de expresion y clonaciéon contienen una secuencia de acido nucleico que permite que el vector se
replique en una o mas células hospedantes seleccionadas. En general, en los vectores de clonacion, esta secuencia
es una que permite que el vector se replique independientemente del DNA cromosoémico hospedante, e incluye
origenes de replicacién o secuencias que se replican de manera auténoma. Dichas secuencias se conocen por una
diversidad de bacterias, levaduras y virus. El origen de replicacion del plasmido pBR322 es adecuado para la
mayoria de las bacterias Gram-negativas, el origen del plasmido 2-u. es adecuado para levadura, y diversos
origenes virales (SV40, polioma, adenovirus, VSV y BPV) son Utiles para clonar vectores en células de mamifero. En
general, el origen de replicacién del componente de replicacién no es necesario para vectores de expresion
mamifera (el origen SV40 puede usarse tipicamente solamente porque contiene el promotor temprano).

Los vectores de expresién y clonacion pueden contener un gen que codifica un marcador seleccionable para facilitar
la identificacion de expresiéon. Los genes de marcadores seleccionables tipicos codifican proteinas que confieren
resistencia a los antibiéticos u otras toxinas, p. ej., ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, o
alternativamente, son deficiencias auxotroficas de complemento, o en otras alternativas suministran nutrientes
especificos que no estan presentes en medios complejos, p. €j., el gen que codifica D-alanina racemasa para Bacilli.

Un ejemplo de un esquema de seleccién utiliza un farmaco para cesar el crecimiento de una célula hospedante.
Aquellas células que son exitosamente transformadas con un gen heter6logo producen una proteina que confiere
resistencia a los farmacos y, por lo tanto, sobrevive al régimen de seleccién. Los ejemplos de dicha seleccién
dominante usan los farmacos neomicina, acido micofendlico e higromicina. Los marcadores seleccionables comunes
para células mamiferas son aquellos que permiten la identificacién de células competentes para tomar un acido
nucleico que codifica un anticuerpo anti-CD40 humanizado, tal como DHFR (dihidrofolato reductasa), timidina
cinasa, metalotioneina-l y -ll (como genes de metalotioneina de primate), adenosina desaminasa, ornitina
decarboxilasa, y similares. Las células transformadas con el gen de seleccion DHFR se identifican primero
cultivando todos los transformantes en un medio de cultivo que contiene metotrexato (Mix), un antagonista
competitivo de DHFR. Una célula hospedante apropiada cuando se emplea DHFR de tipo salvaje es la linea celular
de ovario de hamster chino (CHO) deficiente en actividad de DHFR (p. ej., DG44).

Alternativamente, las células hospedantes (particularmente las hospedantes de tipo salvaje que contienen DHFR
enddgeno) transformadas o co-transformadas con secuencias de DNA que codifican el anticuerpo anti-CD40, la
proteina DHFR de tipo salvaje y otro marcador seleccionable tal como aminoglucésido 3'-fosfotransferasa (APH),
pueden seleccionarse por crecimiento celular en medio que contiene un agente de seleccion para el marcador
seleccionable, tal como un antibiético aminoglucosidico, p. ej., kanamicina, neomicina o G418. Véase, por ejemplo,
la patente estadounidense No. 4.965.199.
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Si la produccién recombinante se realiza en una célula de levadura como célula hospedante, el gen TRP1 presente
en el plasmido de levadura YRp7 (Stinchcomb et al., 1979, Nature 282: 39) se puede utilizar como marcador
seleccionable. El gen TRP1 provee un marcador de seleccién para una cepa mutante de levadura que carece de la
capacidad de crecer en triptéfano, por ejemplo ATCC No. 44076 o PEP4-1 (Jones, 1977, Genetics 85:12). La
presencia de la lesion trp1 en el genoma de la célula hospedante de levadura provee entonces un entorno eficaz
para detectar la transformacién por crecimiento en ausencia de triptéfano. De manera similar, las cepas de levadura
deficientes de Leu2p, como ATCC 20,622 y 38,626, se complementan con plasmidos conocidos que portan el gen
LEU2.

Ademas, los vectores derivados del plasmido pKD1 circular de 1,6 ym se pueden usar para la transformacion de
levaduras Kluyveromyces. Alternativamente, se reportd un sistema de expresion para producciéon a gran escala de
quimosina de ternero recombinante para K. lactis (Van den Berg, 1990, Bio/Technology 8:135). También se han
descrito vectores de expresion de miltiples copias, estables, para la secrecién de albimina de suero recombinante
madura por cepas industriales de Kluyveromyces (Fleer et al., 1991, Bio/Technology 9:968-975).

Los vectores de expresién y clonacién usualmente contienen un promotor que es reconocido por el organismo
hospedante y esta operativamente unido a la molécula de &cido nucleico que codifica un anticuerpo anti-CD40 o su
cadena de polipéptidos. Los promotores adecuados para uso con hospedantes procariéticos incluyen un promotor
phoA, B-lactamasa y sistemas promotores de lactosa, fosfatasa alcalina, sistema promotor de triptéfano (trp) y
promotores hibridos tales como el promotor tac. También son adecuados otros promotores bacterianos conocidos.
Los promotores para uso en sistemas bacterianos también contendran una secuencia Shine-Dalgamo (S.D.)
operativamente unida al DNA que codifica el anticuerpo anti-CD40 humanizado.

Se conocen muchas secuencias promotoras eucarioticas. Virtualmente, todos los genes eucariéticos poseen una
region AT-rich ubicada aproximadamente 25 a 30 bases aguas arriba del sitio donde se inicia la transcripcion. Otra
secuencia hallada 70 a 80 bases aguas arriba del inicio de la transcripcién de muchos genes es una region CNCAAT
en la que N puede ser un nucleétido. En el extremo 3' de la mayoria de los genes eucaridticos se encuentra una
secuencia AATAAA que puede ser la sefal para adicion del extremo poly A al extremo 3' de la secuencia codificante.
Todas estas secuencias se insertan adecuadamente en vectores de expresion eucariotica.

Los ejemplos de secuencias promotoras adecuadas para uso con hospedantes de levadura incluyen los promotores
para 3-fosfoglicerato cinasa u otras enzimas glucoliticas, como enolasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa,
hexocinasa, piruvato decarboxilasa, fosfofructocinasa, glucosa-6-fosfato isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa, piruvato
cinasa, triosefosfato isomerasa, fosfoglucosa isomerasa y glucocinasa.

Los promotores inducibles tienen la ventaja adicional de transcripcién controlada por condiciones de crecimiento.
Esto incluye las regiones promotoras de levadura para alcohol deshidrogenasa 2, isocitocromo C, fosfatasa acida,
enzimas derivadas asociadas con el metabolismo de nitrogeno, metalotienina, glicerilaldehido-3-fosfato
deshidrogenasa y enzimas responsables de la utilizacion de maltosa y galactosa. Los vectores y promotores
adecuados para su uso en la expresién de levadura se describen también en el documento EP 73.657. Los
potenciadores de levadura se utilizan también ventajosamente con promotores de levadura.

La transcripcién del anticuerpo anti-CD40 humanizado desde vectores en células hospedantes mamiferas es
controlada, por ejemplo, por promotores obtenidos de los genomas de virus tales como el polioma virus, virus de la
viruela aviar, adenovirus (como Adenovirus 2), papiloma virus bovino, virus de sarcoma aviar, citomegalovirus, un
retrovirus, virus de hepatitis B y virus simico 40 (SV40), de promotores mamiferos heterélogos, p. €j., el promotor de
actina o un promotor de inmunoglobulina, o de promotores de choque térmico, siempre que dichos promotores sean
compatibles con los sistemas de células hospedantes.

Los promotores tempranos y tardios del virus SV40 se obtienen convenientemente como un fragmento de restriccion
SV40 que también contiene el origen virico de replicacion de SV40. El promotor temprano inmediato del
citomegalovirus humano convenientemente se obtiene como un fragmento de restriccién Hindlll E. Un sistema para
expresar ADN en huéspedes mamiferos que usan el virus del papiloma bovino como vector se describe en la
patente de los EE.UU. No. 4.419.446. Una modificacién de este sistema se describe en la patente de EE.UU. No.
4.601.978. Véase también Reyes et al., 1982, Nature 297:598-601, que describe la expresion del cDNA del p-
interferon humano en células de ratén bajo el control de un promotor de timidina cinasa del virus del herpes simple.
Alternativamente, la repeticion terminal larga del virus del sarcoma de Rous se puede utilizar como promotor.

Otro elemento util que se puede emplear en un vector de expresion recombinante es una secuencia potenciadora,
que se utiliza para aumentar la transcripcion de un DNA que codifica un anticuerpo anti-CD40 humanizado mediante
eucariotas superiores. Muchas secuencias potenciadoras se conocen ahora a partir de genes mamiferos (p. ej.,
globina, elastasa, albumina, o-fetoproteina e insulina). Tipicamente, no obstante, se emplea un potenciador
proveniente de virus de células eucariéticas. Los ejemplos incluyen el potenciador SV40 en el lateral tardio del
origen de replicacion (bp 100-270), el potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador del
polioma en el lateral tardio del origen de replicacion y los potenciadores del adenovirus. Véase también Yaniv, 1982,
Nature 297:17-18 para una descripcion de los elementos potenciadores para la activacion de promotores eucariotas.
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El potenciador puede empalmarse en el vector en la posicion 5' o 3' a la secuencia codificante del anticuerpo anti-
CD40 humanizado, pero preferiblemente se ubica en el sitio 5' del promotor.

Los vectores de expresion utilizados en células hospedantes eucaritticas (levadura, hongos, insectos, plantas,
animales, seres humanos, o células nucleadas de otros organismos multicelulares) pueden también contener
secuencias necesarias para la terminacion de transcripcién y para estabilizar el mRNA. Dichas secuencias
comunmente estan disponibles desde el extremo 5' y ocasionalmente 3', regiones no traducidas de DNA o cDNA
eucaridticos o viricos. Estas regiones contienen segmentos de nucleétidos transcriptos como fragmentos
poliadenilados en la porciéon no traducida del mRNA que codifica el anticuerpo anti-CD40. Un componente de
terminacion de transcripcion Util es la regién de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina. Véase el
documento WO94/11026 y el vector de expresién utilizado en el mismo. En algunas realizaciones, los anticuerpos
anti-CD40 humanizados se pueden expresar utilizando el sistema CHEF. (Véase, por ejemplo, la patente
estadounidense No. 5.888.809).

Las células hospedantes adecuadas para clonar o expresar el DNA en los vectores de este documento son
procariotas, levadura o eucariotas superiores que ya se han descrito en este documento. Las procariotas adecuadas
para este propésito incluyen eubacterias, tales como organismos gramnegativos y grampositivos, por ejemplo,
Enterobacteriaceae como Escherichia, p. €j., E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, p. €j.,
Salmonella typhimurium, Serratia, p. €j., Serratia marcescans y Shigella, como también Bacilli tal como B. subtilis y
B. licheniformis (p. ej., B. licheniformis 41 P descrita en el documento DD 266.710 publicado el 12 de abril de 1989),
Pseudomonas tales como P. aeruginosa, y Streptomyces. Un hospedante de clonacion de E. coli preferido es E. coli
294 (ATCC 31,446), aunque son adecuadas también otras cepas tales como E. coli B, E. coli X1776 (ATCC 31,537)
y E. coli W3110 (ATCC 27,325). Estos ejemplos son ilustrativos y no limitativos.

Ademas de las procariotas, los microbios eucariéticos tales como levaduras u hongos filamentosos son hospedantes
de clonacién o expresién adecuados para vectores que codifican el anticuerpo anti-CD40. Saccharomyces
cerevisiae, o la levadura de panaderia, es la que se utiliza mas cominmente entre los microorganismos hospedantes
eucarioticos inferiores. Sin embargo, se dispone comunmente de una cantidad de otros géneros, especies y cepas
que son utiles para la presente invencién, como Schizosaccharomyces pombe; hospedantes de Kluyveromyces tales
como, por ejemplo, K. lactis, K. fragilis (ATCC 12,424), K. bulgaricus (ATCC 16,045), K. wickeramii (ATCC 24,178),
K. waltii (ATCC 56,500), K. drosophilarum (ATCC 36,906), K. thermotolerans y K. marxianus; yarrowia (documento
EP 402.226); Pichia pastors (documento EP 183.070); Candida; Trichoderma reesia (documento EP 244.234);
Neurospora crassa; Schwanniomyces tal como Schwanniomyces occidentalis; y hongos filamentosos, como por
ejemplo, Neurospora, Penicillium, Tolypocladium, y hospedantes de Aspergillus tales como A. nidulans y A. niger.

Las células hospedantes adecuadas para la expresion del anticuerpo anti-CD40 humanizado, glucosilado derivan de
organismos multicelulares. Los ejemplos de células de invertebrados incluyen células vegetales y de insectos,
incluyendo, p. ej., numerosas cepas baculoviricas y variantes, y las correspondientes células hospedantes de
insectos permisivas como Spodoptera frugiperda (cienpies), Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito),
Drosophila melanogaster (mosca mediterranea) y Bombyx mori (gusano de seda). Una variedad de cepas para
transfeccion se encuentra publicamente disponible, p. €j., la variante L-1 de Autographa californica NPV y la cepa
Bm-5 de Bombyx mori NPV, y dichos virus se pueden usar, particularmente para la transfeccion de células de
Spodoptera frugiperda.

Los cultivos de células vegetales de algodén, maiz, patata, soja, petunia, tomate y tabaco también pueden
emplearse como hospedantes.

En otro aspecto, la expresion de anti-CD40 humanizado se lleva a cabo en células de vertebrados. La propagacion
de células de vertebrados en cultivo (cultivo de tejido) se ha convertido en un procedimiento de rutina, y las técnicas
se encuentran muy disponibles. Los ejemplos de lineas celulares hospedantes de mamiferos utiles son la linea de
riidn de mono CV1 transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651), la linea de rifién embrionario humano
(células 293 o 293 subclonadas para crecimiento en cultivo en suspensién, (Graham et al., 1977, J. Gen Virol. 36:
59), células de rindn de hamster bebé (BHK, ATCC CCL 10), células de ovario de hamster chino/-DHFR1 (CHO,
Urlaub et al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216; p. ej., DG44), células sertoli de ratén (TM4, Mather, 1980,
Biol. Reprod. 23:243-251), células renales de mono (CV1 ATCC CCL 70), células renales del mono verde africano
(VERO-76, ATCC CRL-1587), células de carcinoma cervical humano (HELA, ATCC CCL 2), células renales caninas
(MDCK, ATCC CCL 34), células hepaticas de rata y bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442), células de pulmén humano
(W138, ATCC CCL 75), células hepaticas humanas (Hep G2, HB 8065), células de tumor mamario de raton (MMT
060562, ATCC CCL51), células TR1 (Mather et al., 1982, Annals N.Y. Acad. Sci. 383: 44-68), células MRC 5, células
FS4 y linea de hepatoma humano (Hep G2).

Las células hospedantes se transforman con los vectores de expresion o clonacién anteriormente descritos para
produccion del anticuerpo anti-CD40 humanizado y se cultivan en medio nutriente convencional modificado segun
sea apropiado para inducir promotores, seleccionar transformantes o ampliar los genes que codifican las secuencias
deseadas.
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Las células hospedantes utilizadas para producir un anticuerpo anti-CD40 humanizado descritas en la presente
memoria se pueden cultivar en una diversidad de medios. Los medios comercialmente disponibles, tales como
Ham's F10 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Mo.), Medio Esencial Minimo (Minimal Essential Medium o MEM), (Sigma-
Aldrich Co.), RPMI-1640 (Sigma-Aldrich Co.) y Medio Eagle Modificado por Dulbecco (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium o DMEM), Sigma-Aldrich Co.) son adecuados para cultivar las células hospedantes. Ademas, cualquiera de
los medios descritos en uno o0 mas de Ham et al., 1979, Meth. Enz. 58: 44, Barnes et al., 1980, Anal. Biochem. 102:
255, patentes estadounidenses No. 4.767.704, No. 4.657.866, No. 4.927.762, No. 4.560.655, No. 5.122.469,
documentos WO 90/103430 y WO 87/00195 se pueden utilizar como medios de cultivo para las células
hospedantes. Cualquiera de estos medios puede enriquecerse segun sea necesario con hormonas y/u otros factores
de crecimiento (como insulina, transferrina, o factor de crecimiento epidérmico), sales (como cloruro de sodio, calcio,
magnesio y potasio), tampones (como HEPES), nuclettidos (como adenosina y timidina), antibiéticos (como
gentamicina), oligoelementos (definidos como compuestos inorganicos usualmente presentes en concentraciones
finales en el intervalo micromolar), y glucosa o una fuente de energia equivalente. Pueden incluirse también otros
complementos necesarios en concentraciones adecuadas que sean conocidos por los expertos en la técnica. Las
condiciones de cultivo, como de temperatura, pH y similares, son aquellas previamente empleadas con la célula
hospedante seleccionada, y seran obvias para el experto en la materia.

Cuando se usen técnicas recombinantes, el anticuerpo podra producirse de manera intracelular, en el espacio
periplasmico, o segregarse directamente en el medio. Si el anticuerpo es producido de manera intracelular, las
células pueden romperse para liberar proteina como una primera etapa. Los restos de particulas, ya sean células
huésped o fragmentos lisados, pueden eliminarse, por ejemplo, mediante centrifugacion o ultrafiltracién. Carter et
al., 1992, Bio/Technology 10:163-167 describe un procedimiento para aislar anticuerpos que se secretan al espacio
periplasmico de E. coli. En resumen, se congela pasta celular en presencia de acetato sédico (pH 3.5), EDTA y
fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) durante aproximadamente 30 minutos. Los sedimentos celulares se eliminan por
centrifugacién. Si el anticuerpo se segrega en el medio, los sobrenadantes de dichos sistemas de expresién en
general se concentran primero usando un filtro de concentracion de proteinas comercialmente disponible, por
ejemplo, una unidad de ultrafiltracién Amicon o Millipore Pellicon. Se puede incluir un inhibidor de proteasa tal como
PMSF en cualquiera de las etapas previas para inhibir la protedlisis, y se pueden incluir antibiéticos para prevenir el
desarrollo de contaminantes fortuitos. Se puede emplear una diversidad de métodos para aislar el anticuerpo de la
célula hospedante.

La composicion del anticuerpo preparada a partir de las células puede purificarse usando, por ejemplo,
cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel, dialisis y cromatografia de afinidad, siendo la cromatografia de
afinidad una técnica de purificacion tipica. La adaptabilidad de la proteina A como ligando de afinidad depende de la
especie y del isotipo de cualquier dominio Fc de inmunoglobulina que esté presente en el anticuerpo. La proteina A
se puede utilizar para purificar anticuerpos que se basen en cadenas pesadas humanas gammal, gamma2 o
gamma4 (véase, p. €j., Lindmark et al., 1983 J. Immunol. Meth. 62:1-13). La proteina G se recomienda para todos
los isotipos de ratdén y para gamma3 humana (véase, p. €j., Guss et al., 1986 EMBO J. 5:1567-1575). Una matriz a la
que esta unida un ligando de afinidad es por lo general agarosa, pero existen otras matrices. Las matrices
mecanicamente estables, tales como vidrio de poro controlado o poli(estirenodivinl)benceno, permiten caudales mas
rapidos y tiempos de procesamiento mas cortos que la agarosa. Si el anticuerpo comprende un dominio Crs, la
resina Bakerbond ABX™ (J. T. Baker, Phillipsburg, N.J.) es util para purificacion. Otras técnicas para purificacion de
proteinas, como fraccionamiento en una columna de intercambio i6nico, precipitacién de etanol, HPLC de fase
inversa, cromatografia sobre silice, cromatografia sobre heparina SEPHAROSE™, cromatografia en una resina de
intercambio anidnico o catidnico (como columna de acido poliaspartico), cromatofoco, SDS-PAGE vy precipitacion de
sulfato de amonio, estan también disponibles, dependiendo del anticuerpo que se ha de recuperar.

Después de cualquier etapa(s) de purificacion preliminar, la mezcla que comprende el anticuerpo de interés y los
contaminantes se puede someter a cromatografia de interaccion hidréfoba de bajo pH usando un tampén de elucién
a un a pH entre aproximadamente 2,5-4,5, tipicamente a bajas concentraciones salinas (p. ej., aproximadamente 0-
0,25M de sal).

Se describen en este documento también &cidos nucleicos que se hibridan en condiciones de baja, moderada y alta
rigurosidad, tal como se define en la presente memoria, a todas o una porcién (por ejemplo, la porciéon que codifica la
region variable) de la secuencia de nucleétidos representada por la(s) secuencia(s) de polinucleétidos aislada(s) que
codifica(n) un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada y una regién
variable de cadena ligera que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 26,
respectivamente; SEQ ID NO:28 y SEQ ID NO:26, respectivamente; SEQ ID NO:29 y SEQ ID NO:26,
respectivamente; SEQ ID NO:30 y SEQ ID NO:26, respectivamente; SEQ ID NO:32 y SEQ ID NO:31,
respectivamente; SEQ ID NO:33 y SEQ ID NO:31, respectivamente; SEQ ID NO:34 y SEQ ID NO:31,
respectivamente; SEQ ID NO:35 y SEQ ID NO:31, respectivamente; SEQ ID NO:37 y SEQ ID NO:36,
respectivamente; SEQ ID NO:38 y SEQ ID NO:36, respectivamente; SEQ ID NO:39 y SEQ ID NO:36,
respectivamente; SEQ ID NO:40 y SEQ ID NO:; 36, respectivamente. La porcion hibridante del acido nucleico
hibridante tiene tipicamente por lo menos 15 (p. €j., 20, 25, 30 o 50) nucledtidos de longitud. La porcion hibridante
del acido nucleico hibridante es por lo menos 80%, p. €j., por lo menos 90%, por lo menos 95% o por lo menos 98%,
idéntica a la secuencia de una porcién o todo el &cido nucleico que codifica un polipéptido anti-CD40 (p. ej., una
region variable de cadena pesada o de cadena ligera), o su complemento. Los acidos nucleicos hibridantes del tipo
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descrito en la presente invencion se pueden utilizar, por ejemplo, como una sonda de clonacion, un cebador, p. €j.,
un cebador PCR, o una sonda de diagndstico.

También se describen en este documento polinucleétidos aislados que incluyen secuencias que codifican un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada
que es al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% o al menos 99% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NO: 1 a 4, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO:30,
SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39 o
SEQ ID NO: 40. También se describen en la presente polinucledtidos aislados que incluyen secuencias que
codifican un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que tiene secuencia de aminoacidos del dominio variable de
cadena ligera que es al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98%, o al menos 99% idéntica a la
secuencia de aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NO: 5 a 8, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:31 o SEQ ID NO: 36.

La secuencia(s) polinucleotidica(s) aislada(s) descrita(s) en este documento codifican un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera, cada uno de los
cuales incluye una secuencia de aminodcidos que es idéntica al menos 80%, al menos 90%, al menos 95% , al
menos 98% o al menos 99% a la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que tiene
un dominio variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera que comprende las secuencias de
aminodcidos de SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO : 26, respectivamente; SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 26,
respectivamente; SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO: 26, respectivamente; SEQ ID NO: 30 y SEQ ID NO: 26,
respectivamente; SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO: 31, respectivamente; SEQ ID NO: 33 y SEQ ID NO: 31,
respectivamente; SEQ ID NO: 34 y SEQ ID NO: 31, respectivamente; SEQ ID NO: 35 y SEQ ID NO: 31,
respectivamente; SEQ ID NO: 37 y SEQ ID NO: 36, respectivamente; SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 36,
respectivamente; SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 36, respectivamente SEQ ID NO: 40 y SEQ ID NO: 36,
respectivamente.

También se describe en este documento un polinucleétido descrito inmediatamente antes, en el que el dominio
variable de cadena pesada y la region variable de cadena ligera del anticuerpo o fragmento de anticuerpo codificado
incluye una secuencia de aminoacidos que es idéntica al menos 95%, al menos 98% o al menos 99% a la secuencia
de aminoacidos de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que tiene un dominio variable de cadena pesada y una
region variable de cadena ligera que comprende las secuencias de aminodacidos de, en una realizacion, SEQ ID NO:
27 y SEQ ID NO: 26, respectivamente; SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 26, respectivamente; SEQ ID NO: 29 y SEQ ID
NO: 26, respectivamente; SEQ ID NO: 30 y SEQ ID NO: 26, respectivamente; SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO: 31,
respectivamente; SEQ ID NO: 33 y SEQ ID NO: 31, respectivamente; SEQ ID NO: 34 y SEQ ID NO: 31,
respectivamente; SEQ ID NO: 35 y SEQ ID NO: 31, respectivamente; SEQ ID NO: 37 y SEQ ID NO: 36,
respectivamente; SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 36, respectivamente; SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 36,
respectivamente; y SEQ ID NO: 40 y SEQ ID NO: 36, respectivamente.

Tal como se emplean en esta memoria, las expresiones "idéntico/a" o "porcentaje de identidad," en el contexto de
dos 0 més &cidos nucleicos o secuencias de polipéptidos, se refieren a dos 0 mas secuencias o0 subsecuencias que
son iguales o tienen el mismo porcentaje especificado de nucleétidos o residuos de aminoacidos que son iguales,
cuando se comparan y alinean para correspondencia maxima. Para determinar el porcentaje de identidad, las
secuencias se alinean para fines de comparacién éptima (p. €j., se pueden introducir espacios en la secuencia de
una primera secuencia de aminoacidos o acido nucleico para alineacion éptima con una segunda secuencia de
aminoacidos o acido nucleico). Se comparan luego los residuos de aminodcidos o los nucleétidos en las
correspondientes posiciones de aminoacidos o posiciones de nucleétidos. Cuando una posicion en la primera
secuencia es ocupada por el residuo de aminoacidos o el nucledtido como la correspondiente posiciéon en la
segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion. El porcentaje de identidad entre las dos
secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, %
identidad=NUm. de posiciones idénticas/Num. total de posiciones (p. €j., posiciones superpuestas)x100). En algunas
realizaciones, las dos secuencias que se comparan tienen la misma longitud después de que se han introducido
espacios dentro de las secuencias, segun corresponda (p. €j., excluyendo la secuencia adicional que se extiende
mas alla de las secuencias que se estan comparando). Por ejemplo, cuando se comparan secuencias de region
variable, las secuencias de dominio inicial y/o constante no se consideran. Para comparaciones de secuencias entre
dos secuencias, una CDR "correspondiente” se refiere a una CDR en la misma ubicacion en ambas secuencias (p.
ej., CDR-H1 de cada secuencia).

La determinacion del porcentaje de identidad o porcentaje de similitud entre dos secuencias puede realizarse usando
un algoritmo matematico. Un ejemplo preferido y no limitativo de un algoritmo matematico utilizado para la
comparacién de dos secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268,
modificado como en Karlin and Altschul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877. Dicho algoritmo se
incorpora en los programas NBLAST y XBLAST de Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410. Las busquedas de
nucleétidos BLAST se pueden realizar con el programa NBLAST, puntaje=100, longitud de palabra=12, para obtener
las secuencias de nucledtidos homélogas a un acido nucleico que codifica una proteina de interés. Las busquedas
de proteinas BLAST se pueden realizar con el programa XBLAST, puntaje=50, longitud de palabra=3, para obtener
las secuencias de aminoacidos homoélogas a la proteina de interés. Para obtener alineaciones espaciadas para fines
comparativos, se puede utilizar Gapped BLAST como se describe en Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res.
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25:3389-3402. Alternativamente, se puede usar PSI-Blast para realizar una busqueda iterada que detecta relaciones
distantes entre moléculas (Id.). Cuando se usan los programas BLAST, Gapped BLAST y PSI-Blast, se pueden
utilizar los parametros por defecto de los respectivos programas (p. €j., XBLAST y NBLAST) . Otro ejemplo preferido
y no limitativo de un algoritmo matematico utilizado para la comparacion de secuencias es el algoritmo de Myers y
Miller, CABIOS (1989). Dicho algoritmo se incorpora en el programa ALIGN (versién 2.0) que es parte del paquete
de software para alineacion de secuencias GCG. Cuando se utiliza el programa ALIGN para comparar secuencias
de aminoacidos, se puede utilizar una tabla de residuos de peso PAM120, una penalidad de longitud de espacio de
12 y una penalidad de espacio de 4. Se conocen en la técnica algoritmos adicionales para andlisis de secuencias e
incluyen ADVANCE y ADAM como se describe en Torellis and Robotti, 1994, Comput. Appl. Biosci. 10:3-5; y FASTA
descrito en Pearson and Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444-8. Dentro de FASTA, ktup es una opcion
de control que establece la sensibilidad y velocidad de la busqueda. Si ktup=2, se encuentran regiones similares en
las dos secuencias que se estan comparando buscando pares de residuos alineados; si ktup=1, se examinan
aminoacidos alineados individuales. ktup puede regularse en 2 o 1 para secuencias de proteinas, entre 1y 6 para
secuencias de DNA. Si no se especifica ktup por defecto, éste es 2 para proteinas y 6 para DNA. Alternativamente,
la alineacién de la secuencia proteica puede llevarse a cabo usando el algoritmo CLUSTAL W, como se describe por
Higgins et al., 1996, Methods Enzymol. 266:383-402.

Usos no terapéuticos

Los anticuerpos descritos en esta invencion son utiles como agentes de purificacion de afinidad. En este proceso, los
anticuerpos se inmovilizan en una fase sélida tal como una resina de Proteina A, usando métodos conocidos en la
técnica. El anticuerpo inmovilizado se pone en contacto con una muestra que contiene la proteina CD40 (o su
fragmento) a purificar, y luego se lava el soporte con un disolvente adecuado que eliminara practicamente todo el
material en la muestra, excepto la proteina CD40, que esta unida al anticuerpo inmovilizado. Finalmente, el soporte
se lava con otro disolvente adecuado que liberara la proteina CD40 del anticuerpo.

Los anticuerpos anti-CD40 humanizados son también Utiles en ensayos diagndsticos para detectar y/o cuantificar la
proteina CD40, por ejemplo, detectar la expresion de CD40 en células, tejidos o sueros especificos.

Sera ventajoso en algunas realizaciones, por ejemplo, para fines diagnosticos, marcar el anticuerpo con un resto
detectable. Existen numerosas etiquetas detectables, incluyendo radioisétopos, etiquetas fluorescentes, etiquetas de
sustratos de enzimas y similares. La etiqueta puede conjugarse indirectamente con el anticuerpo, usando diversas
técnicas conocidas. Por ejemplo, el anticuerpo puede conjugarse con biotina y cualquiera de las tres amplias
categorias de etiquetas mencionadas anteriormente puede conjugarse con avidina, o viceversa. La biotina se une
selectivamente a la avidina y, por lo tanto, la etiqueta puede conjugarse con el anticuerpo en este modo indirecto.
Alternativamente, para lograr la conjugacién indirecta de la etiqueta con el anticuerpo, el anticuerpo puede
conjugarse con un pequeno hapteno (como digoxina), y uno de los diferentes tipos de etiquetas ya mencionados se
conjuga con un anticuerpo anti-hapteno (p. ej., anticuerpo anti-digoxina). Por lo tanto, se puede lograr la conjugacién
indirecta de la etiqueta con el anticuerpo.

Las etiquetas de radioisétopos ilustrativas incluyen 35S, 1#C, 251, 3H y 31|, El anticuerpo puede marcarse con el
radiois6topo, usando las técnicas descritas en, por ejemplo, Current Protocols in Immunology, Volimenes 1 y 2,
1991, Coligen et al., Ed. Wiley-Interscience, New York, N.Y., Pubs. La radiactividad se puede medir, por ejemplo,
mediante conteo de centelleo.

Estan disponibles las etiquetas fluorescentes ilustrativas derivadas de quelatos térreos raros (quelatos de europio) o
fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, dansilo, Lissamina, fiycoeritrina y Texas Rojo. Las etiquetas
fluorescentes se pueden conjugar al anticuerpo mediante técnicas conocidas, como aquellas descritas en Current
Protocols in Immunology, supra, por ejemplo. La fluorescencia puede cuantificarse usando un fluorimetro.

Se conocen en la técnicas diversos marcadores enzima-sustrato bien caracterizados (véase, p. €j., la patente
estadounidense No. 4.275.149 para revision). La enzima en general cataliza una alteracion quimica del sustrato
cromogénico que puede medirse usando diversas técnicas. Por ejemplo, la alteracién puede ser un cambio de color
en un sustrato que puede medirse de manera espectrofotométrica. Alternativamente, la enzima puede alterar la
fluorescencia o quimiluminiscencia del sustrato. Las técnicas para cuantificar un cambio en fluorescencia se han
descrito anteriormente en la presente invencién. El sustrato quimiluminiscente se excita electrénicamente mediante
una reaccion quimica y puede luego emitir luz que puede medirse, usando un quimiluminémetro, por ejemplo, o dona
energia a un aceptor fluorescente.

Los ejemplos de marcadores enzimaticos incluyen luciferasas tales como luciferasa de luciérnaga y luciferasa
bacteriana (patente estadounidense No. 4.737.456), luciferina, 2,3-dihidroftalazinadionas, malato deshidrogenasa,
ureasa, peroxidasa tal como peroxidasa de rabano picante (HRPO), fosfatasa alcalina, B-galactosidasa,
glucoamilasa, lisozima, sacarido oxidasas (como glucosa oxidasa, galactosa oxidasa y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa), oxidasas heterocidicas (como uricasa y xantina oxidasa), lactoperoxidasa, microperoxidasa y
similares. Las técnicas para conjugar enzimas a anticuerpos se describen, por ejemplo, en O'Sullivan et al., 1981,
Methods for the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for use in Enzyme Immunoassay, en Methods in
Enzym. (J. Langone & H. Van Vunakis, eds.), Academic press, N.Y., 73: 147-166.
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Los ejemplos de combinaciones enzima-sustrato incluyen, por ejemplo: Peroxidasa de radbano picante (HRPO) con
peroxidasa de hidrégeno como sustrato, donde la peroxidasa de hidrégeno oxida el precursor de tinte tal como
ortofenileno diamina (OPD) o hidrocloruro de 3,3',5,5'-tetrametil benzidina (TMB); fosfatasa alcalina (AP) con para-
Nitrofenil fosfato como sustrato cromogénico; y B-D-galactosidasa (3-D-Gal) con un sustrato cromogénico tal como
p-nitrofenil-B-D-galactosidasa o sustrato fluorogénico 4-metilumbeliferil-B-D-galactosidasa.

Existen muchas otras combinaciones de enzima-sustrato disponibles para los expertos en la técnica. Para una
revision general de estos, véase la patente de EE.UU. No. 4.275.149 vy la patente de EE.UU. No. 4.318.980.

En otra realizacion, el anticuerpo anti-CD40 humanizado se usa sin marcar y detectarse con un anticuerpo marcado
que se une al anticuerpo anti-CD40 humanizado.

Los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden emplearse en cualquier método de ensayo conocido,
como ensayos de unidon competitiva, ensayos sandwich directos e indirectos, y ensayos de inmunoprecipitacion.
Véase, p. €j., Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pp. 147-158 (CRC Press, Inc. 1987).

Kits de diagnostico

Un anticuerpo anti-CD40 humanizado se puede utilizar en un kit de diagndstico, es decir, una combinaciones
envasada de reactivos en cantidades predeterminadas con instrucciones para realizar el ensayo diagnoéstico. Si el
anticuerpo esta etiquetado con una enzima, el kit puede incluir sustratos y cofactores requeridos por la enzima, tal
como un precursor de sustrato que provee un croméforo o fluoréforo detectable. Ademas, se pueden incluir otros
aditivos como estabilizantes, tampones (por ejemplo un tampén en blogue o tampdn de lisis), y similares. Las
cantidades relativas de los diversos reactivos pueden variar en gran medida para proveer concentraciones en
solucion de los reactivos que optimicen sustancialmente la sensibilidad del ensayo. Los reactivos pueden ser
provistos como polvos secos, usualmente liofilizados, incluyendo excipientes que en disolucién proveen una solucién
de reactivo que tiene la concentracion apropiada.

Usos terapéuticos

En otra realizacion, un anticuerpo anti-CD40 humanizado descrito en esta memoria es Util en el tratamiento de
diversos trastornos asociados con la expresion de CD40, como se describe en esta memoria.

El agente o anticuerpo anti-CD40 humanizado es para administrarse por medios adecuados, incluyendo la
administracion parenteral, subcutdnea, intraperitoneal, intrapulmonar e intranasal y, si se desea el tratamiento
inmunosupresor local, administracion intralesional (lo que incluye perfundir o poner en contacto el injerto con el
anticuerpo antes del trasplante). El agente o anticuerpo anti-CD40 humanizado puede administrarse, por ejemplo,
como una infusién o un bolo. Las infusiones parenterales incluyen la administracién intramuscular, intravenosa,
intraarterial, intraperitoneal o subcutanea. Ademads, el anticuerpo anti-CD40 humanizado se administra
adecuadamente por infusién de pulsos, particularmente con dosis en descenso del anticuerpo. En un aspecto, la
dosis se administra por inyecciones, mas preferiblemente inyecciones intravenosas o subcutaneas, dependiendo en
parte de si la administracion es breve o crénica.

Para la prevencion o el tratamiento de una enfermedad, la dosificacién apropiada de anticuerpo dependera de una
diversidad de factores, como el tipo de enfermedad a ser tratada, como se definié6 anteriormente, de la gravedad y
del curso de la enfermedad, de si el anticuerpo se administra con fines preventivos o terapéuticos, de la terapia
previa, de la historia clinica del paciente y de la respuesta al anticuerpo, y de la discrecion del médico que atiende. El
anticuerpo se administra convenientemente al paciente de una vez o durante una serie de tratamientos.

Dependiendo del tipo y la gravedad de la enfermedad, de aproximadamente 1 pg/kg a 20 mg/kg (por ejemplo, 0,1-15
mg/kg) de anticuerpo es una dosis candidata inicial para la administracion al paciente, ya sea, por ejemplo, por una o
mas administraciones separadas, o por infusiébn continua. Una dosificacion diaria tipica puede oscilar entre
aproximadamente 1 pg/kg y 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Para
administraciones repetidas durante varios dias o mas, dependiendo de la enfermedad, el tratamiento se sostiene
hasta que se produzca la supresion deseada de los sintomas de la enfermedad. Sin embargo, pueden ser Utiles
otros regimenes de dosificacién. El progreso de esta terapia se monitoriza facilmente mediante técnicas y ensayos
convencionales. Un régimen de dosificacion ilustrativo es aquel descrito en el documento WO 94/04188.

El término "supresién" se usa en este documento en el mismo contexto que "mejora" y "alivio" para indicar una
disminucion de una o mas caracteristicas de la enfermedad.

La composicion del anticuerpo se formulara, dosificara y administrara en un modo coherente con las buenas
practicas médicas. Los factores para consideracion en este contexto incluyen el trastorno particular que se esté
tratando, el mamifero particular que se esté tratando, el estado clinico del paciente individual, la causa del trastorno,
el sitio de administracion del agente, el método de administracion, el esquema de administracion y otros factores
conocidos por los médicos. La "cantidad terapéuticamente eficaz" del anticuerpo que se ha de administrar sera
regida por dichas consideraciones y sera la cantidad necesaria minima para prevenir, aliviar o tratar el trastorno
asociado con la expresion de CD40.
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El anticuerpo no necesita formularse, pero opcionalmente se formula, con uno 0 més agentes actualmente utilizados
para prevenir o tratar el trastorno en cuestion. La cantidad eficaz de dichos otros agentes depende de la cantidad de
anticuerpo anti-CD40 humanizado presente en la formulacién, el tipo de trastorno o tratamiento y otros factores ya
analizados. En general se utilizan en la misma dosis y con las rutas de administracion utilizadas anteriormente en la
presente invencion o aproximadamente entre 1 y 99% de las dosis empleadas aqui.

Trastornos asociados a CD40

Los agentes o anticuerpos anti-CD40 son utiles para tratar o prevenir un tumor maligno que expresa CD40 o un
trastorno inmunolégico caracterizado por la expresion de CD40, p. ej., por activacion inapropiada de células
inmunitarias (p. ej., linfocitos o células dendriticas). Dicha expresion de CD40 puede deberse, por ejemplo, a un
aumento en los niveles de la proteina CD40 en la superficie de las células y/o antigenicidad alterada de la CD40
expresada. El tratamiento o la prevencion del trastorno inmunoldgico, de acuerdo con los usos descritos en la
presente invencion, se logra administrando a un sujeto que necesita dicho tratamiento o prevencioén, una cantidad
eficaz del agente o anticuerpo anti-CD40, donde el anticuerpo (i) se une a las células inmunitarias activadas que
expresan CD40 y que se asocian con el estado de enfermedad, y (ii) ejerce un efecto citotoxico, citostatico o
inmunosupresor sobre las células inmunitarias activadas.

Las enfermedades inmunoldgicas que se caracterizan por activacién inapropiada de células inmunitarias y que
pueden tratarse o prevenirse con los métodos descritos en esta memoria pueden clasificarse, por ejemplo, por el
tipo(s) de reaccion o reacciones de hipersensibilidad subyacentes al trastorno. Estas reacciones tipicamente se
clasifican en cuatro tipos: reacciones anafilacticas, reacciones citotoxicas (citoliticas), reacciones complejas
inmunitarias o reacciones de inmunidad mediada por células (CMI) (también denominadas reacciones de
hipersensibilidad de tipo demorado (DTH)). (Véase, p. €j., Fundamental Immunology (William E. Paul ed., Raven
Press, N.Y., 3rd ed. 1993).)

Los ejemplos especificos de dichas enfermedades inmunolégicas incluyen las siguientes: artritis reumatoide,
enfermedades desmielinantes autoinmunitarias (p. ej., esclerosis multiple, encefalomielitis alérgica), oftalmopatia
endocrina, uveorretinitis, lupus eritematoso sistémico, miastenia grave, enfermedad de Grave, glomerulonefritis,
trastorno hepatolégico autoinmunitario, enfermedad intestinal inflamatoria (p. ej., enfermedad de Crohn o colitis
ulcerosa), anafilaxis, reaccion alérgica, sindrome de Sjogren, diabetes mellitus de tipo |, cirrosis biliar primaria,
granulomatosis de Wegener, fibromialgia, polimiositis, dermatomiositis, miositis inflamatoria, falla endocrina multiple,
sindrome de Schmidt, uveitis autoinmunitaria, enfermedad de Addison, adrenalitis, tiroiditis, tiroiditis de Hashimoto,
enfermedad tiroidea autoinmunitaria, anemia perniciosa, atrofia gastrica, hepatitis crénica, hepatitis lUpica,
aterosclerosis, lupus eritematoso cutaneo subagudo, hipoparatiroidismo, sindrome de Dressler, trombocitopenia
autoinmunitaria, purpura trombocitopénica idiopatica, anemia hemolitica, pénfigo vulgar, dermatitis herpetiforme,
alopecia arcata, penfigoide, esclerodermia, esclerosis sistémica progresiva, sindrome de CREST (calcinosis,
fendmeno de Raynaud, dismotilidad esofagica, esclerodactilia y telangiectasia), esterilidad autoinmunitaria masculina
y femenina, espondilitis anquilosante, colitis ulcerosa, enfermedad del tejido conjuntivo mixto, poliarteritis nodosa,
vasculitis necrosante sistémica, dermatitis atépica, rinitis atopica, sindrome de Goodpasture, enfermedad de Chagas,
sarcoidosis, fiebre reumatica, asma, aborto recurrente, sindrome anti-fosfolipidico, pulmén del granjero, eritema
multiforme, sindrome post-cardiotomia, sindrome de Cushing, hepatitis activa crénica autoinmunitaria, neumopatia
de los avicultores, necrélisis epidérmica tdxica, sindrome de Alport, alveolitis, alveolitis alérgica, alveolitis fibrosante,
enfermedad pulmonar intersticial, eritema nodoso, pioderma gangrenoso, reaccién de transfusion, arteritis de
Takayasu, polimialgia reumatica, arteritis temporal, esquistosomiasis, arteritis de células gigantes, ascariasis,
aspergilosis, sindrome de Sampter, eczema, granulomatosis linfomatoide, enfermedad de Behcet, sindrome de
Caplan, enfermedad de Kawasaki, dengue, encefalomielitis, endocarditis, fibrosis endomiocéardica, endoftalmitis,
eritema elevatum et diutinum, psoriasis, eritroblastosis fetal, fascitis eosinofilica, sindrome de Shulman, sindrome de
Felty, filariasis, ciclitis, ciclitis crénica, ciclitis de Fuch, nefropatia por IgA, purpura de Henoch-Schonlein, enfermedad
de injerto contra hospedante, rechazo a trasplante, cardiomiopatia, sindrome de Eaton-Lambert, policondritis
recidivante, crioglobulinemia, macroglobulinemia de Waldenstrom, sindrome de Evan, sindrome de dificultad
respiratoria, inflamacién pulmonar, osteoporosis, hipersensibilidad del tipo demorada y falla gonadal autoinmunitaria.

Por consiguiente, los usos descritos en la presente memoria abarcan el tratamiento de trastornos de los linfocitos B
(p. €j., lupus eritematoso sistémico, sindrome de Goodpasture, artritis reumatoide y diabetes de tipo 1), de los
linfocitos Th1 (p. €j., artritis reumatoide, esclerosis multiple, psoriasis, sindrome de Sjorgren, tiroiditis de Hashimoto,
enfermedad de Grave, cirrosis biliar primaria, granulomatosis de Wegener, tuberculosis o enfermedad injerto contra
hospedante) o de los linfocitos Th2 (p. ej., dermatitis atdpica, lupus eritematoso sistémico, asma atépica
rinoconjuntivitis, rinitis alérgica, sindrome de Omenn, esclerosis sistémica o enfermedad de injerto contra
hospedante crénica). En general, los trastornos que implican células dendriticas abarcan trastornos de los linfocitos
Thio Tha.

La artritis reumatoide (RA) es una de las enfermedades autoinmunitarias inflamatorias mas comunes que afecta a
aproximadamente 1% de la poblacién. Si bien existen tratamientos eficaces (p. €j., . MTX y agentes anti-TNF), existe
una gran necesidad médica no satisfecha, especialmente para aquellos pacientes que no responden
adecuadamente a las terapias anti-TNF (aproximadamente 30% de los pacientes). Ademas, hasta 50% de los
pacientes discontindan el tratamiento con antagonistas de TNF dentro de los 5 afos, principalmente debido a los
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eventos adversos, pero también porque un nimero cada vez mayor de pacientes pierde el beneficio terapéutico. Por
lo tanto, es importante establecer terapias eficaces que se dirijan a la inflamacién y a la destruccion articular en RA
pero que no dependan exclusivamente de la inhibicion directa de TNF. Un planteamiento muy atractivo consiste en
dirigir las vias celulares coestimuladoras. Uno de los pares receptor-ligando claves en la coestimulacién es
CD40/CD40L. Este sistema permite interacciones entre células inmunitarias y entre células inmunitarias y no
inmunitarias, las cuales son todas importantes en la patogénesis de la RA. El bloqueo de CD40 con un anticuerpo
antagonista de la presente invencién puede tener uno o mas de los siguientes efectos en RA:

1) Inhibir la diferenciacion de células B y el cambio de isotipo del anticuerpo;

2) Inhibir la produccion de citocinas y quimiocinas y el aumento de moléculas de adhesion en células T y
macréfagos;

3) Inhibir la activacion de células dendriticas; e

4) Inhibir la produccion de citocinas proinflamatorias, quimiocinas, metaloproteinasas de matriz, prostaglandina, y
reducir las moléculas de adhesion en células no inmunitarias (p. €j., células epiteliales, endoteliales y
mesenquimales).

Los usos terapéuticos que logran uno o mas de los efectos anteriores se contemplan expresamente en este
documento. Ademas de RA, las composiciones de la presente invencidén seran particularmente Utiles en el
tratamiento de la esclerosis mdltiple, la psoriasis (incluida la artritis psoriasica), la artritis reumatoide juvenil.
enfermedad inflamatoria intestinal, lupus eritematoso sistémico y trasplante de érgano sélido.

La artritis reumatoide (RA) es una enfermedad autoinmunitaria crénica y sistémica con una prevalencia de
aproximadamente 1% en adultos. La enfermedad sigue causando una importante morbilidad y mortalidad prematura
(la mortalidad se debe predominantemente a enfermedad cardiovascular acelerada). Se ha identificado que el dafo
articular ocurre muy temprano en el curso de la enfermedad, donde hasta 30% de los pacientes exhiben datos
radiograficos de erosiones 6seas al momento del diagnéstico, aumentando hasta 60% después del primer afo. Las
pautas actuales recomiendan iniciar la terapia con farmacos antirreumaticos tradicionales modificadores de la
enfermedad (DMARD) dentro de los 3 meses de haber establecido un diagnéstico definitivo. Las DMARD tienen el
potencial de reducir o prevenir el dafo articular y conservar la funciéon articular. Actualmente, los reumat6logos
seleccionan el metotrexato (MTX) como la terapia DMARD inicial para la mayoria de los pacientes.

Los antagonista de TNF etanercept (Enbrel®), infliximab (Remicade®), adalimumab (Humira®), el antagonista de
CTLA4 abatacept (Orencia®), el receptor anti-IL-6 mAb tocilizumab y el anti-CD20 mAb rituximab (Rituxan®) son
eficaces en el tratamiento de RA. Las pautas actuales en general recomiendan usar DMARD bioldgicas para el
tratamiento de RA activa después de una respuesta inadecuada a las DMARD tradicionales.

Estudios recientes en pacientes con RA progresiva temprana sin tratamiento previo con MTX demostraron que la
combinacion de MTX con un antagonista de TNF fue superior a cada uno de ellos utilizados como monoterapia. El
resultado mas asombroso fue el significativo beneficio radiolégico de la terapia combinada. Por lo tanto, la
combinacion de MTX e inhibidores de TNF deberia usarse en pacientes con el mayor riesgo de enfermedad agresiva
y fenotipo agresivo (p. €j., alto puntaje de actividad, debilitacion funcional, seropositividad para el factor reumatoide
(RF) o anticuerpo peptidico citrulinado (CCP), CRP elevado, erosiones radiograficas). Sin embargo, anticipamos que
en la practica clinica seria extrafio que los antagonistas de TNF se usaran como terapia de primera linea. Un estudio
de reumatdlogos estadounidenses realizado en abril de 2005 demostré que los factores que mas influenciaban la
decision de usar un antagonista de TNF eran: el fracaso de MTX o multiples terapias DMARD, evaluacién global
médica, debilitamiento funcional y empeoramiento radiogréafico o erosiones. Actualmente, se estima que 20% de los
pacientes con RA reciben terapia inhibidora de TNF en los Estados Unidos.

Un porcentaje sustancial de pacientes que padecen RA no recibe alivio adecuado con los tratamientos actuales,
incluyendo las terapias bioldgicas, o bien debido a la intolerancia a los farmacos y la toxicidad, o por falta de
respuesta. Hasta 50% de los pacientes discontindan el tratamiento con antagonistas de TNF dentro de los 5 afos,
principalmente debido a los eventos adversos, pero también porque un nimero cada vez mayor de pacientes pierde
su respuesta.

En algunas realizaciones, el trastorno inmunolégico es un trastorno inmunolégico mediado por células T, como un
trastorno de células T en el que las células T activadas se asocian con el trastorno que expresa CD40. Los agentes
o anticuerpos anti-CD40 se pueden administrar para reducir dichas células T activadas que expresan CD40. En una
realizacién especifica, la administracion de agentes o anticuerpos anti-CD40 puede reducir las células T activadas
que expresan CD40, mientras que las células T en reposo no son sustancialmente reducidas por el agente o
anticuerpo anti-CD40. En este contexto, "no sustancialmente reducidas" significa que menos de aproximadamente
60%, o menos de aproximadamente 70% o menos de aproximadamente 80% de las células T en reposo no
disminuyen.

Los agentes o anticuerpos anti-CD40 descritos en la presente invencion también son U(tiles para tratar o prevenir un
tumor maligno que expresa CD40. El tratamiento o la prevencién de un tumor maligno que expresa CD40, de
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acuerdo con los usos descritos en la presente invencion, se logra administrando a un sujeto que necesita dicho
tratamiento o prevencion, una cantidad eficaz del agente o anticuerpo anti-CD40, donde el agente o anticuerpo (i) se
une a las células que expresan CD40, y (i) ejerce un efecto citotoxico o citostatico para reducir o inhibir la
proliferacién de células cancerosas que expresan CD40.

Los canceres que expresan CD40 que pueden tratarse o prevenirse usando el anticuerpo de la invencion incluyen,
por ejemplo, leucemia, tal como leucemia aguda, leucemia linfocitica aguda, leucemia mielocitica aguda (por
ejemplo, mieloblastica, promielocitica, mielomonocitica, monocitica o eritroleucemia), leucemia crénica, leucemia
mielocitica cronica (granulocitica) o leucemia linfocitica crénica; policitemia vera; linfoma (p. €j., enfermedad de
Hodgkin o enfermedad no Hodgkin); mieloma mdultiple, macroglobulinemia de Waldenstrom; enfermedad de cadena
pesada; tumores sélidos tales como sarcomas y carcinomas (p. ej., fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma,
condrosarcoma, sarcoma  osteogénico, osteosarcoma, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma,
linfoangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma,
rabdomiosarcoma, carcinoma de colon, carcinoma colorrectal, cancer pancreatico, cancer de mama, cancer de
ovario, cancer de prostata, carcinoma de células escamosas, carcinoma de células basales, adenocarcinoma,
carcinoma de las glandulas sudoriparas, carcinoma de las glandulas sebdaceas, carcinoma papilar, adenocarcinoma
papilar, cistadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma,
carcinoma del ducto biliar, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilms, cancer de cuello
uterino, cancer uterino, tumor testicular, carcinoma de pulmén, carcinoma de pulmén de células pequenas,
carcinoma de pulmén de células no pequefias, carcinoma de vejiga, carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma,
meduloblastoma, craniofaringioma, ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma, neuroma acustico,
oligodendroglioma, menangioma, melanoma, neuroblastoma, retinoblastoma, carcinoma nasofaringeo o carcinoma
esofagico).

Composiciones farmacéuticas y su administracién

Una composicion que comprende un anticuerpo anti-CD40 se puede administrar a un sujeto que tiene o esta en
riesgo de tener un trastorno inmunolégico o un cancer que expresa CD40. La invencion proporciona ademas el uso
de un anticuerpo anti-CD40 en la fabricacion de un medicamento para la prevencién o el tratamiento de un cancer
que expresa CD40 o un trastorno inmunolégico. El término "sujeto" como se usa en la presente memoria significa
cualquier paciente mamifero al que se puede administrar un agente de unién a CD40, que incluye, por ejemplo,
mamiferos humanos y no humanos, tales como primates, roedores y perros. Los sujetos especificamente destinados
para el tratamiento que emplea los métodos descritos en la presente invencion incluyen seres humanos. Los
anticuerpos se pueden administrar solos o en combinacién con otras composiciones en la prevencion o el
tratamiento del trastorno inmunoldgico o cancer que expresa CD40.

Los anticuerpos preferidos para uso en tales composiciones farmacéuticas son aquellos que comprenden
anticuerpos humanizados que tienen la secuencia de aminoacidos de regién variable de cadena pesada de
cualquiera de SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33 o SEQ ID NO:35.

Algunas realizaciones incluyen polinucleétidos aislados que comprenden secuencias que codifican un anticuerpo
que tiene la secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena ligera de SEQ ID NO:31. Las composiciones
de anticuerpos humanizados particularmente preferidas comprenden un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que
tiene un dominio variable de cadena pesada y una regién variable de cadena ligera que comprende las secuencias
de aminodcidos de SEQ ID NO:32 y SEQ ID NO:31, respectivamente, SEQ ID NO:33 y SEQ ID NO:31,
respectivamente, SEQ ID NO:35 y SEQ ID NO:31, respectivamente. En la presente invencién se contemplan
polinucledtidos aislados que codifican cualquiera de las secuencias de cadena pesada de SEQ ID NO:32, SEQ ID
NO:33 o SEQ ID N: 35. Otras realizaciones estan dirigidas a acidos nucleicos aislados que codifican una secuencia
de cadena ligera de SEQ ID NO: 31.

En ciertas realizaciones, cuando se contempla el tratamiento de RA, las composiciones de la invencién pueden
usarse para reducir signos y sintomas, inducir una respuesta clinica importante y reducir la progresion del dafo
estructural en pacientes con AR activa de moderada a grave que no responden adecuadamente al MTX solo. Un
ejemplo actual de dicha terapia es: Enbrel/Humira (Los datos con Humira y Enbrel se obtuvieron en dos poblaciones
de pacientes distintas). Las composiciones de la presente invencion se pueden utilizar en lugar de una terapia de
Enbrel/Humira o en combinaciéon con terapia de Enbrel/Humira para sujetos que no responden a MTX solo.
Preferiblemente, en dichas realizaciones, las composiciones de la invencién tendran una eficacia superior a Enbrel
+MTX en pacientes que han tenido una respuesta inadecuada al metotrexato, segun lo determinado por ejemplo por:
ACR20 a 6 meses >85% para el compuesto mas MTX (GS: Enbrel +MTX 71% vs. Placebo + MTX 27%, Humira +
MTX a 12 meses 59% vs. Placebo + MTX 24%)*. Otros criterios de eficacia superior de las composiciones de la
invencion pueden incluir: Inhibicion de progresion de dafio estructural en un periodo de un afo similar a Enbrel
(después de 52 semanas con un puntaje de Sharp modificado medio Humira + MTX 0,1 vs. Placebo + MTX 2,7)*. En
otras realizaciones mas, las composiciones producen una "Respuesta Clinica Mayor" superior a Enbrel en pacientes
que han tenido una respuesta inadecuada al metotrexato segun lo medido por ACR70 (20% para Humira + MTX, 4%
para Placebo + MTX)*.
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En ofras realizaciones, las composiciones de la invencion se pueden indicar para reducir signos y sintomas,
induciendo una respuesta clinica importante y reduciendo la progresion de dafo estructural en pacientes con RA
moderada a severamente activa que han tenido una respuesta inadecuada a los agentes anti-TNF. El mejor
tratamiento disponible actualmente: terapia biolégica no anti-TNF. Preferiblemente, en dichos sujetos las
composiciones de la invencion poseen una eficacia no inferior en comparacién con la terapia bioldgica no anti-TNF
(p. e€j., Orencia, Rituxan) por comparacién histérica en pacientes que han tenido una respuesta inadecuada a un
agente anti-TNF: ACR20 a 6 meses >50% para el compuesto mas DMARD (GS: Orencia + DMARD 50% vs. placebo
+ DMARD 20%). Incluso en otras realizaciones, las composiciones de la invencion inhiben la progresién del dafo
estructural en un periodo de un afo evaluada por métodos de puntaje de rayos X aceptados para erosion articular y
angostamiento del espacio articular, similar a Rituxan (después de 52 semanas con un puntaje de Sharp modificado
medio + MTX 1,0 vs. Placebo + MTX 2,31).

Se conocen diversos sistemas de administracion y se pueden usar para administrar el agente de union a CD40. Los
métodos de introduccion incluyen, aunque sin limitarse a ello, las rutas intradérmica, intramuscular, intraperitoneal,
intravenosa, subcutanea, intranasal, epidural y oral. El agente de uniéon a CD40 se puede administrar, por ejemplo,
por infusion, bolo o inyeccién, y se puede administrar junto con otros agentes biolégicamente activos tales como
agentes quimioterapéuticos. La administracion puede ser sistémica o local. En realizaciones preferidas, la
administracion es por inyeccion subcutanea. Las formulaciones tales como las inyecciones se pueden preparar, por
ejemplo, en jeringas prellenadas que pueden administrarse una vez cada quince dias.

Las caracteristicas de seguridad de los anticuerpos de la invencién se determinaran y preferiblemente incluiran mas
patrones tales como: interacciones adversas clinicamente no significativas con otros medicamentos cominmente
utilizados para tratar artritis reumatoide (p. ej., DMARD, esteroides, AINE,); Una tasa de discontinuidad no mayor
debida a cuestiones de tolerabilidad que Enabrel; tasa de infecciones graves no mayor que aquella de los agentes
anti-TNF u otros agentes biolégicos comunmente utilizados; Frecuencia y/o gravedad de reacciones en el sitio de
inyeccion o reaccion de infusién similar a Enbrel; Desarrollo minimo o ninguno de resistencia a los farmacos (menos
de 5%) tres ciclos repetidos de terapia; Ninguno o muy pocos anticuerpos neutralizantes; Ningun signo de aumento
de agregacién/activacion plaquetaria que podria conducir a eventos tromboembdlicos in vivo o disfuncion
plaquetaria/endotelial que podria conducir a hemorragia.

En realizaciones especificas, la composicion de anticuerpo anti-CD40 humanizado es para administrarse mediante
inyeccion, por medio de un catéter, por medio de un supositorio, o por medio de un implante, siendo el implante de
un material poroso, no poroso o gelatinoso, incluyendo una membrana, tal como una membrana sialastica o una
fibra. Tipicamente, cuando se administra la composicién, se utilizan materiales que el agente o anticuerpo anti-CD40
no absorbe.

En otras realizaciones, el anticuerpo anti-CD40 se administra en un sistema de liberacién controlada. En una
realizacién, se puede usar una bomba (véase, por ejemplo, Langer, 1990, Science 249:1527-1533; Sefton, 1989,
CRC Cirit. Ref. Biomed. Eng. 14:201; Buchwald et al., 1980, Surgery 88:507; Saudek et al., 1989, N. Engl. J. Med.
321:574). En otra realizacién, se pueden utilizar materiales poliméricos. (Véase, por ejemplo, Medical Applications of
Controlled Release (Langer y Wise eds., CRC Press, Boca Raton, Fla., 1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug
Product Design and Performance (Smolen y Ball eds., Wiley, New York, 1984); Ranger y Peppas, 1983, Macromol.
Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61. Véase también Levy et al., 1985, Science 228:190; During et al., 1989, Ann.
Neurol. 25:351; Howard et al., 1989, J. Neurosurg. 71:105.) Otros sistemas de liberacion controlada se analizan, por
ejemplo, en Langer, supra.

Un agente de unién a CD40 (p. ej, un anticuerpo anti-CD40) se puede administrar como composiciones
farmacéuticas que comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz del agente de unién y uno o mas ingredientes
farmacéuticamente compatibles.

En realizaciones tipicas, la composicion farmacéutica se formula de acuerdo con procedimientos de rutina como una
composicién farmacéutica adaptada para administracion intravenosa o subcutanea a seres humanos. Tipicamente,
las composiciones para administracién por inyeccién son soluciones en tampdn acuoso isoténico estéril. Si es
necesario, la composicion farmacéutica puede también incluir un agente solubilizante y un anestésico local tal como
lignocaina para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccion. En general, los ingredientes se proveen o bien
separadamente o juntos en la forma de dosificacion, por ejemplo, como un polvo liofilizado o concentrado libre de
agua en un recipiente sellado herméticamente tal como una ampolla o saché que indica la cantidad de agente activo.
Si la composicion farmacéutica se ha de administrar por infusion, se puede dispensar con un frasco de infusiéon que
contiene la formulacién farmacéutica estéril acuosa o en solucion salina. Si la composicion farmacéutica se
administra por inyeccion, se puede proveer una ampolla o solucion salina de modo que los ingredientes se mezclen
antes de la administracion.

Ademas, la composicion farmacéutica se puede proveer como un kit que comprende (a) un envase que contiene un
agente de unién a CD40 (p. €j., un anticuerpo anti-CD40) en forma liofilizada y (b) un segundo envase que contiene
un diluyente farmacéuticamente aceptable (p. €j., estéril) para inyeccion. El diluyente farmacéuticamente aceptable
se puede utilizar para reconstitucion o dilucién del agente o anticuerpo anti-CD40 liofilizado. Opcionalmente asociado
a dicho envase(s) puede haber un aviso en la forma prescrita por un agencia gubernamental que regula la
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elaboracion, uso o venta de productos farmacéuticos o productos bioldgicos, que refleja la aprobacion de la
elaboracioén, uso o venta para administracién humana por parte de la agencia.

La cantidad del agente(s) de union a CD40 (p. ej., un anticuerpo anti-CD40) que es eficaz en el tratamiento o la
prevencion de un trastorno inmunoldgico o un tumor maligno que expresa CD40 se puede determinar mediante
técnicas clinicas convencionales. Ademas, opcionalmente pueden emplearse ensayos in vitro para ayudar a
identificar los intervalos de dosificacion 6ptimos. La dosis precisa que se empleara en la formulaciéon dependera
también de la ruta de administracion, y de la etapa del trastorno inmunolégico o cancer que expresa CD40, y debera
decidirse segun el criterio del médico y de las circunstancias particulares del paciente. Las dosis eficaces pueden
extrapolarse a partir de curvas de dosis y respuesta derivadas de sistemas de ensayo de modelos animales o in
vitro.

Por ejemplo, la toxicidad y la eficacia terapéutica del agente o anticuerpo anti-CD40 puede determinarse en cultivos
celulares o animales experimentales mediante procedimientos farmacéuticos convencionales para determinar la
DEso (la dosis terapéuticamente eficaz en 50% de la poblacién). Se prefiere un agente de union a CD40 (p. €j., un
anticuerpo anti-CD40) que exhibes un gran indice terapéutico. Si un agente de union a CD40 exhibe efectos
colaterales téxicos, se puede utilizar un sistema de administracion que dirija al agente de union a CD40 hacia el sitio
del tejido afectado para minimizar el dafio potencial a las células que no expresan CD40 y reducir asi los efectos
colaterales.

Los datos obtenidos a partir de los ensayos de cultivo celular y estudios en animales se pueden utilizar para formular
un intervalo de dosificacion para uso en seres humanos. La dosis del agente de union a CD40 tipicamente yace
dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la DEsp con poca o ninguna toxicidad. La dosis
puede variar dentro de este intervalo, dependiendo de la forma de dosificacién empleada y la ruta de administracion
utilizada. Para cualquier agente de union a CD40 utilizado en el método, la dosis terapéuticamente eficaz puede
estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Se puede formular una dosis en modelos animales para
lograr un intervalo de concentracion en plasma circulante que incluya la Clso (es decir, la concentracion del
compuesto de ensayo que logre una inhibiciébn media méaxima de los sintomas) segun lo determinado en el cultivo
celular. Dicha informacion se puede utilizar para determinar mas precisamente una dosis Util en seres humanos. Los
niveles en plasma se pueden medir, por ejemplo, por cromatografia liquida de alto rendimiento, ELISA y similares.

En general, la dosis de un anticuerpo anti-CD40 o agente de unién a CD40 administrada a un paciente con un
trastorno inmunolégico o cancer que expresa CD40 es tipicamente aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente
100 mg/kg del peso corporal del sujeto. La dosis administrada a un sujeto es aproximadamente 0,1 mg/kg a
aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a
aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg o aproximadamente 1 mg/kg
a aproximadamente 10 mg/kg del peso corporal del sujeto.

Las dosis ilustrativas incluyen, aunque sin limitarse a ello, entre 1 ng/kg y 100 mg/kg. En algunas realizaciones, una
dosis es de aproximadamente 0,5 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg, aproximadamente 2 mg/kg, aproximadamente
3 mg/kg, aproximadamente 4 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 6 mg/kg, aproximadamente 7
mg/kg, aproximadamente 8 mg/kg, aproximadamente 9 mg/kg, aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 11
mg/kg, aproximadamente 12 mg/kg, aproximadamente 13 mg/kg, aproximadamente 14 mg/kg, aproximadamente 15
mg/kg o aproximadamente 16 mg/kg. La dosis se puede administrar, por ejemplo, una vez por semana
(semanalmente), dos veces por semana, tres veces por semana, cuatro veces por semana, cinco veces por semana,
seis veces por semana, quincenalmente o mensualmente, cada dos meses o cada tres meses. En realizaciones
especificas, la dosis es de aproximadamente 0,5 mg/kg por semana, aproximadamente 1 mg/kg por semana,
aproximadamente 2 mg/kg por semana, aproximadamente 3 mg/kg por semana, aproximadamente 4 mg/kg por
semana, aproximadamente 5 mg/kg por semana, aproximadamente 6 mg/kg por semana, aproximadamente 7 mg/kg
por semana, aproximadamente 8 mg/kg por semana, aproximadamente 9 mg/kg por semana, aproximadamente 10
mg/kg por semana, aproximadamente 11 mg/kg por semana, aproximadamente 12 mg/kg por semana,
aproximadamente 13 mg/kg por semana, aproximadamente 14 mg/kg por semana, aproximadamente 15 mg/kg por
semana 0 aproximadamente 16 mg/kg por semana. En algunas realizaciones, las dosis oscilan entre
aproximadamente 1 mg/kg/ y aproximadamente 15 mg/kg/semana.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas que comprenden el anticuerpo anti-CD40 humanizado
pueden comprender ademas un agente terapéutico, conjugado o no conjugado con el anticuerpo. El anticuerpo anti-
CD40 puede coadministrarse en combinacion con uno o mas agentes terapéuticos para el tratamiento o prevencion
de trastornos inmunolégicos o canceres que expresan CD40. Por ejemplo, la terapia de combinacion puede incluir
un agente citostatico, citotéxico o inmunosupresor. La terapia de combinacion también puede incluir, por ejemplo, la
administracion de un agente que direcciona un receptor o complejo de receptores distinto de CD40 en la superficie
de los linfocitos activados, las células dendriticas o las células cancerosas que expresan CD40. Un ejemplo de dicho
agente incluye un segundo anticuerpo no CD40 que se une a una molécula en la superficie de un linfocito activado,
célula dendritica o célula cancerosa que expresa CD40. Otro ejemplo incluye un ligando que se une a dicho receptor
o complejo de receptores. Tipicamente, dicho anticuerpo o ligando se une a un receptor de superficie celular en los
linfocitos activados, la célula dendritica o la célula cancerosa que expresa CD40 y potencia el efecto citostatico o
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citotoxico del anticuerpo anti-CD40 enviando una sefal citostatica o citotdxica al linfocito activado, célula dendritica o
célula cancerosa que expresa CD40.

La administracién de dicha terapia combinada puede tener un efecto aditivo o sinérgico sobre los parametros de la
enfermedad (p. €j., intensidad de un sintoma, cantidad de sintomas o frecuencia de relapso).

Con respecto a los regimenes terapéuticos para la administracion combinatoria, en una realizacién especifica, se
administra un anticuerpo anti-CD40 de forma concurrente con un agente terapéutico. En otra realizacién especifica,
el agente terapéutico se administra antes o después de la administracion del anticuerpo anti-CD40, en al menos una
hora y hasta varios meses, por ejemplo al menos una hora, cinco horas, 12 horas, un dia, una semana, un mes o
tres meses, antes o después de la administracion del anticuerpo anti-CD40.

Las clases utiles de agentes citotoxicos o inmunosupresores incluyen, por ejemplo, agentes antitubulina, auristatinas
(p- €j., MMAE o MMAF), agentes para ligandos de unién al surco menor de DNA, inhibidores de replicacion de DNA,
agentes alquilantes (p. ej., complejos de platino tales como cis-platino, mono(platino), bis(platino) y complejos de
platino trinucleares y carboplatino), antraciclinas, antibiéticos, antifolatos, antimetabolitos, sensibilizantes de
quimioterapia, duocarmicinas, etopdsidos, pirimidinas fluoradas, ionéforos, lexitropsinas, nitrosoureas, platinoles,
compuestos preformadores, antimetatabolitos de purina, puromicinas, sensibilizantes de radiacion, esteroides,
taxanos, inhibidores de topoisomerasa, vinca-alcaloides o similares.

Los agentes citotdxicos o inumunosupresores individuales incluyen, por ejemplo, un andrégeno, antramicina (AMC),
asparaginasa, 5-azacitidina, azatioprina, bleomicina, busulfan, butionina sulfoximina, camptotecina, carboplatino,
carmustina (BSNU), CC-1065, clorambucilo, cisplatino, colquicina, ciclofosfamida, citarabina, citidina arabindsido,
citocalasina B, dacarbazina, dactinomicina (anteriormente actinomicina), daunorrubicina, decarbazina, docetaxel,
doxorrubicina, un estrégeno, 5-fluordesoxiuridina, 5-fluorouracilo, gramicidina D, hidroxiurea, idarrubicina, ifosfamida,
irinotecan, lomustina (CCNU), mecloretamina, melfalan, 6-mercaptopurina, metotrexato, mitramicina, mitomicina C,
mitoxantrona, nitroimidazol, paclitaxel, plicamicina, procarbizina, estreptozotocina, tenopdésido, 6-tioguanina,
tioTEPA, topotecan, vinblastina, vincristina, vinorelbina, VP-16 y VM-26.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico es un agente citotoxico. Los agentes citotoxicos adecuados incluyen,
por ejemplo, dolastatinas (p. €j., auristatina E, AFP, MMAF, MMAE, AEB o AEVB), agentes para ligandos de union al
surco menor de DNA (p. ej., enediinas y lexitropsinas), duocarmicinas, taxanos (p. e€j., paclitaxel y docetaxel),
puromicinas, vinca-alcaloides, CC-1065, SN-38, topotecan, morfolino-doxorrubicina, rizoxina, cianomorfolino-
doxorrubicina, equinomicina, combretastatina, netropsina, epotilona A y B, estramustina, criptofisinas, cemadotin,
maitansinoides, discodermdlido, eleuterobina o mitoxantrona.

En algunas realizaciones, el agente citotéxico es un quimioterapéutico convencional, tal como doxorrubicina,
paclitaxel, melfalan, metotrexato, mitomicina C o etopdsido. Ademas, los agentes potentes tales como analogos de
CC-1065, caligueamicina, maitansina, andlogos de dolastatina 10, rizoxina y palitoxina pueden unirse a los
anticuerpos anti-CD40 o sus agentes.

En algunas realizaciones especificas, el agente citotdxico o citostatico es auristatina E (también conocida en la
técnica como dolastatina-10) o su derivado. Tipicamente, el derivado de auristatina E es, p. €j., un éster formado
entre aurastatina E y un &cido ceto. Por ejemplo, una auristatina E puede hacerse reaccionar con &cido
paraacetilbenzoico o acido benzoilvalérico para producir AEB y AEVB, respectivamente. Otros derivados de
auristatina tipicos incluyen AFP, MMAF y MMAE. La sintesis y estructura de la auristatina E y sus derivados se
describen, por ejemplo, en las publicaciones de solicitudes de patentes estadounidenses No. 2004-0157782 A1 y
2005-0238649; solicitud de patente internacional n® PCT/US03/24209, solicitud de patente internacional n?
PCT/US02/13435, y patentes estadounidenses Nos. 6.884.869; 6.323.315; 6.239.104; 6.034.065; 5.780.588;
5.665.860; 5.663.149; 5.635.483; 5.599.902; 5.554.725; 5.530.097; 5.521.284; 5.504.191; 5.410.024;
5.138.036; 5.076.973; 4.986.988; 4.978.744; 4.879.278; 4.816.444;y 4.486.414.

En realizaciones especificas, el agente citotéxico es un ligando de unién al surco menor de DNA. (Véase, por
ejemplo, la patente estadounidense No. 6.130.237). Por ejemplo, en algunas realizaciones, el ligando de unién al
surco menor es un compuesto CBI. En otras realizaciones, el ligando de unién al surco menor es una enediina (p.
ej., caliqueamicina).

Los ejemplos de agentes antitubulina incluyen, aunque sin limitarse a ello, taxanos (p. ej., Taxol® (paclitaxel),
Taxotere® (docetaxel)), T67 (Tularik), vinca-alcaloides (p. ej., vincristina, vinblastina, vindesina y vinorelbina), y
dolastatinas (p. ej., auristatina E, AFP, MMAF, MMAE, AEB, AEVB). Otros agentes antitubulina incluyen, por
ejemplo, derivados de bacatina, analogos de taxano (p. ej., epotilona A y B), nocodazol, colquicina y colcimid,
estramustina, criptofisinas, cemadotina, maitansinoides, combretastatinas, discodermdlido y eleuterobina.

En algunas realizaciones, el agente citotoxico es un maitansinoide, otro grupo de agentes anti-tubulina. Por ejemplo,
en realizaciones especificas, el maitansinoide es maitansina o DM-1 (ImmunoGen, Inc.; véase también Chari et al.,
1992, Cancer Res. 52:127-131).

En algunas realizaciones, el agente terapéutico no es un radioisétopo.
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En algunas realizaciones, el agente citotéxico o inmunosupresor es un antimetabolito. El antimetabolito puede ser,
por ejemplo, un antagonista de purina (p. €j., azotioprina o micofenolato mofetil), un inhibidor de dihidrofolato
reductasa (p. ej., metotrexato), aciclovir, gangciclovir, zidovudina, vidarabina, ribavarina, azidotimidina, citidina
arabinésido, amantadina, didesoxiuridina, yododesoxiuridina, poscamet o trifluridina.

En otras realizaciones, el agente citotéxico o inmunosupresor es tacrolimus, ciclosporina o rapamicina. En otras
realizaciones, el agente citotdéxico es aldesleucina, alemtuzumab, alitretinoina, alopurinol, altretamina, amifostina,
anastrozol, tribxido de arsénico, bexaroteno, bexaroteno, calusterona, capecitabina, celecoxib, cladribina,
Darbepoetin alfa, Denileukin diftitox, dexrazoxana, dromostanolona propionato, epirrubicina, Epoetin alfa,
estramustina, exemestano, Filgrastim, floxuridina, fludarabina, fulvestrant, gemcitabina, gemtuzumab ozogamician,
goserelina, idarrubicina, ifosfamida, imatinib mesilato, Interferén alfa-2a, irinotecan, letrozol, leucovorina, levamisol,
mecloretamina o mostaza de nitrégeno, megestrol, mesna, metotrexato, metoxsalen, mitomicina C, mitotano,
nandrolona fenpropionato, oprelvekin, oxaliplatino, pamidronato, pegademasa, pegaspargasa, pegfilgrastim,
pentostatina, pipobroman, plicamicina, porfimero sédico, procarbazina, quinacrina, rasburicasa, revlimid,
Sargramostim, estreptozocina, tamoxifeno, temozolomida, tenipdsido, testolactona, tioguanina, toremifeno,
Tositumomab, Trastuzumab, tretinoina, mostaza de uracilo, valrrubicina, vinblastina, vincristina, vinorelbina y
zoledronato.

En realizaciones adicionales, el farmaco es un anticuerpo monoclonal anti-HER2 humanizado. RITUXAN (rituximab;
Genentech, Inc., South San Francisco, Calif.); un anticuerpo monoclonal anti-CD20 quimérico); OVAREX (AltaRex
Corporation, MA); PANOREX (Glaxo Wellcome, NC; un anticuerpo IgG2a murino); Cetuximab Erbitux (Imclone
Systems Inc., NY; un anticuerpo quimérico anti-EGFR IgG); Vitaxin (Medlmmune, Inc., MD); Campath I/H (Leukosite,
MA; un anticuerpo IgG1 humanizado); Smart MI95 (Protein Design Labs, Inc., CA; un anticuerpo anti-CD33 IgG
humanizado); LymphoCide (Immunomedics, Inc., NJ; un anticuerpo anti-CD22 IgG humanizado); Smart ID10
(Protein Design Labs, Inc., CA; un anticuerpo anti-HLA-DR humanizado); Oncolym (Techniclone, Inc., CA; un
anticuerpo anti-HLA-Dr10 murino radiomarcado); Allomune (BioTransplant, CA; un anti-CD2 mAb humanizado);
Avastin (Genentech, Inc., CA; un anticuerpo anti-VEGF humanizado); Epratuzamab (Immunomedics, Inc., NJ and
Amgen, CA; un anticuerpo anti-CD22); y CEAcide (Immunomedics, NJ; un anticuerpo anti-CEA humanizado).

Otros anticuerpos adecuados incluyen, aunque sin limitarse a ello, anticuerpos contra los siguientes antigenos:
CA125, CA15-3, CA19-9, L6, Lewis Y, Lewis X, alfafetoproteina, CA 242, fosfatasa alcalina placentaria, antigeno
especifico de prostata, fosfatasa de acido prostatico, factor de crecimiento epidérmico, MAGE-1, MAGE-2, MAGE-3,
MAGE-4, receptor antitransferrina, p97, MUC1-KLH, CEA, gp100, MART1, antigeno especifico de prostata, receptor
de IL-2, CD20, CD52, CD33, CD22, gonadotropina coriénica humana, CD38, mucina, P21, MPG y producto
oncogénico Neu.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico es un agente inmunosupresor. El agente inmunosupresor puede ser,
por ejemplo, ganciclovir, etanercept, tacrolimus, ciclosporina, rapamicina, ciclofosfamida, azatioprina, micofenolato
mofetil o0 metotrexato. Alternativamente, el agente inmunosupresor puede ser, por ejemplo, un glucocorticoide (p. €j.,
cortisol o aldosterona) o un analogo de glucocorticoides (p. €j., prednisona o dexametasona).

Los inhibidores de cicloxigenasa adecuados incluyen acido meclofenamico, acido mefenamico, carprofeno,
diclofenac, diflunisal, fenbufeno, fenoprofeno, ibuprofeno, indometacina, cetoprofeno, nabumetona, naproxeno,
sulindac, tenoxicam, tolmetin y acido acetilsalicilico.

Los inhibidores de lipoxigenasa adecuados incluyen inhibidores redox (por ejemplo, derivados de catecol-butano,
acido nordihidroguayarético (NDGA), masoprocol, fenidona, lanopaleno, indazolinonas, nafazatrén, benzofuranol,
alquilhidroxilamina), e inhibidores no redox (por ejemplo, hidroxitiazoles, metoxialquiltiazoles, benzopiranos y sus
derivados, metoxitetrahidropirano, acidos boswélicos y derivados acetilados de acidos boswélicos, y éacidos
quinolinmetoxifenilacéticos sustituidos con radicales cicloalquilo) y precursores de inhibidores redox.

Otros inhibidores de lipoxigenasa adecuados incluyen antioxidantes (p. ej., fenoles, propilgalato, flavonoides y/o
sustratos naturales que contienen flavonoides, derivados hidroxilados de las flavonas, flavonol, dihidroquercetina,
luteolina, galangina, orobol, derivados de calcona, 4,2'.4'-trihidroxicalcona, orto-aminofenoles, N-hidroxiureas,
benzofuranoles, ebselen y especies que aumentan la actividad de las selenoenzimas reductoras), agentes quelantes
de hierro (p. €j., acidos hidroxamicos y sus derivados, N-hidroxiureas, 2-bencil-1-naftol, catecoles, hidroxilaminas,
carnosol trolox C, catecol, naftol, sulfasalazina, zyleuton, &cido 5-hidroxiantranilico y 4-(acidos omega-
arialquil)fenilalcanoicos), compuestos que contienen imidazol (p. ej., cetoconazol e itraconazol), fenotiazinas y
derivados de benzopirano.

Otros inhibidores de la lipoxigenasa adecuados incluyen inhibidores de eicosanoides (por ejemplo, acidos
octadecatetraenoico, eicosatetraenoico, docosapentaenoico, eicosahexaenoico y docosahexaenoico y sus ésteres,
PGE1 (prostaglandina E1), PGA2 (prostaglandina A2), viprostol, acidos 15-monohidroxieicosatetraenoico, 15-
monohidroxieicosatrienoico y 15-monohidroxieicosapentaenoico, y leucotrienos B5, C5 y D5), compuestos que
interfieren con los flujos de calcio, fenotiazinas, difenilbutilaminas, verapamilo, fusésido, curcumina, &cido
clorogénico, acido cafeico, acido 5,8,11,14-eicosatetrayenoico (ETYA), hidroxifenilretinamida, lonapaleno, esculina,
dietilcarbamazina, fenantrolina, baicaleina, proxicromil, tioéteres, sulfuro de dialilo y sulfuro de di-(1-propenilo).
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Los antagonistas de los receptores de leucotrieno incluyen calcitriol, ontazolast, Bayer Bay-x-1005, Ciba-Geigy CGS-
25019C, ebselen, Leo Denmark ETH-615, Lilly LY-293111, Ono ONO-4057, Terumo TMK-688, Boehringer Ingleheim
BI-RM-270, Lilly LY 213024, Lilly LY 264086, Lilly LY 292728, Ono ONO LB457, Pfizer 105696, Perdue Frederick PF
10042, Rhone-Poulenc Rorer RP 66153, SmithKline Beecham SB-201146, SmithKline Beecham SB-201993,
SmithKline Beecham SB-209247, Searle SC-53228, Sumitamo SM 15178, American Home Products WAY 121006,
Bayer Bay-0-8276, Warner-Lambert CI-987, Warner-Lambert CI-987BPC-15LY 223982, Lilly LY 233569, Lilly LY-
255283, MacroNex MNX-160, Merck and Co. MK-591, Merck and Co. MK-886, Ono ONO-LB-448, Purdue Frederick
PF-5901, Rhone-Poulenc Rorer RG 14893, Rhone-Poulenc Rorer RP 66364, Rhone-Poulenc Rorer RP 69698,
Shionoogi S-2474, Searle SC-41930, Searle SC-50505, Searle SC-51146, Searle SC-52798, SmithKline Beecham
SK'y F-104493, Leo Denmark SR-2566, Tanabe T-757 y Teijin TEI-1338.

Articulos de elaboracién

En otro aspecto, se incluye un articulo de elaboracion que contiene materiales Utiles para el tratamiento de los
trastornos descritos anteriormente. El articulo de elaboracion comprende un envase y una etiqueta. Los envases
adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales, jeringas y tubos de ensayo. Los envases pueden estar formados
de una diversidad de materiales tales como vidrio o plastico. El envase contiene una composicién que es eficaz para
tratar la afeccion y puede tener un puerto de acceso estéril. Por ejemplo, el envase puede tener una bolsa con
solucién intravenosa o un vial que tenga un tap6n perforable con una aguja de inyeccion hipodérmica. El agente
activo en la composicion es el anticuerpo anti-CD40 humanizado. La etiqueta en el envase o asociada al envase
indica que la composicion se usa para tratar la afeccion de eleccion. El articulo de elaboracion puede ademas
comprender un segundo envase que comprende un tampdn farmacéuticamente aceptable tal como solucion salina
tamponada con fosfato, solucion de Ringer y solucién de dextrosa. Puede ademas incluir otros materiales deseables
desde el punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas y
prospectos con instrucciones de uso.

La invencién se describe ademéas en los siguientes ejemplos, que no tienen como fin limitar el alcance de la
invencion.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Produccion de anticuerpo anti-CD40 humanizado

Los anticuerpos murinos 20E2 y 2H11 se muestran en las Tablas 1 y 2 anteriormente expuestas. Se ha completado
la humanizacion de 20E2 y 2H11. Se cred una genoteca donde los residuos humanos y murinos variaron en modo
tal que en cualquier posicién determinada podia haber o bien un residuo humano o uno murino. Dicha genoteca se
cred para aminoacidos que eran diferentes entre la linea germinal humana y el anticuerpo murino. Se seleccionaron
solamente los clones que retenian la funcion del anticuerpo murino parental.

De este modo, se humanizaron el Anticuerpo a, el Anticuerpo B y el Anticuerpo C derivados de anticuerpo 20E2 de
raton (Anticuerpo A y Anticuerpo B) o 2H11 (Anticuerpo C) clonados en la estructura principal IgG1-KO
(KO=inactivada-out)/kappa humana. IgG1-KO tiene dos mutaciones en la region Fc, Leu234Ala y Leu235Ala para
reducir FcyR y la unién del complemento.

Los resultados de dicha humanizacién produjeron diversas secuencias variables de cadena pesada y ligera
humanizadas que se muestran a continuacion:

SEQ ID NO: 41 (secuencia de cadena ligera variable):
DIVMTQSPDSLAVSLGERVIMSCKSSOSLLNSGNQENY LTWHOQKEGOPPKLLIYWTSTRESGVEDREFSGSGSGIDE
TLTISSLOAEDVAVYYCONDYTYPLTFGGGTKVEIK

SEQ ID NO: 42 (secuencia de cadena pesada variable):

EVQLVKSGGGLVEPGGSLRLSCAASGFTFS DY GMEWVRQAPGKGLEWVAY ISSGNRI IYYADTVKGRET I SRDHAKN
SLYLOMNSLRAEDTALY YCARQDGYRYAMDYWGOGTLVTIVSS

SEQ ID NO:43 (secuencia de cadena ligera variable)
DIVMTQSPDSLAVSLGERATMSCKSSQSLLNSGNOKNY LTWHQQKPGQPPELLL YWTS TRESGVPDRFSGSGSGTDE
TLTISSLOAEDVAVYYCQONDYTYPLTFGGGTRVEIK

SEQ ID NO: 44 (secuencia de cadena pesada variable)

EVQOLVESGGGLVKPGGS LRLSCAASGFTES DY GMHYWVROAPGKGLEWVAY L SSGNRI I Y YADTVKGREFTI SRDNAKHN

SLYLOMNSLRAEDTALYYCARQDGYRYAMDYWAQGTLVTIVSS
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SEQ ID NO: 45 (secuencia de cadena ligera variable)
DIVMTOSPDSLAVSLGEKVTIMNCKSSQST LNSGNOKNY L. TWHOQK PGOPPKLL I YWTS TRESGVPDRFSGSGSGTDF
TLTISSLOAEDVAVYYCQNDYTYPLTFGAGTRKVEIK

SEQ ID NO: 46 (secuencia de cadena pesada variable)
EVQOLVESGGGLVKPGGSRRLSCAASGETE SDY GMHWVROAPGKGLEWVAY I SSGNRI IYYADTVKGRFTI SRDNAKHN
SLYLOMNSLRAEDTALYYCARQDGYRYAMDYWGQGTLVIVSS.

SEQ ID NO: 47 (secuencia de cadena ligera variable)
DIVMTQSPDSLAVSLGERVIMNCKSSQSLLNSGNOKNY LTWHOQKPGQPPELLI YWTS TRESGVPDRFSGSGSGTDE
TLTISSLOAEDVAVYYCCNDY TYPLTFGGGTKVE IR

SEQ ID NO: 48 (secuencia de cadena pesada variable)
EVQLVESGGGLVEPGGSLRLSCAASGFTFS DY GMEWVRQAPGKGLEWVAY ISSGNRIIYYADTVKGRET I SRDHAKN
SLYLOMNSLRAEDTALY YCARQDGYRYAMDYWGOGTLVIVSS

SEQ ID NO: 49 (secuencia de cadena ligera variable)
DIVMTQSPDSLAVSLGERVIMNCKSSOSLLNSGNQENY LTWHOQKEGOPPKLLIYWTSTRESGVPDRESGSGSGIDE
TLTISSLOAEDVAVYYCQONDYTYPLTFGAGTKVEIK

SEQ ID NO: 50 (secuencia de cadena ligera variable)
EVOLVESGGGLVKPGGSRRLSCAASGFTFS DY GMHAVROAPCKGLEWVAY I SSCGNRIIY YADTVKGRET I SRDNAKHN
SLYLOMNSLRAEDTAVYYCARQDGYRYAMDYWGQGTLVTIVSS

SEQ ID NO: 51 (secuencia de cadena ligera variable)
DIVMTQSPDSLAVSLGEKVIMNCKSSQSLLNSGNOKNY LTWHQQKPGQPPELLI YWTS TRESGVPDRFSGSGSGTDE
TLTISSLOAEDLAVYYCQNDYTYPLTFGAGTKVEIK.

SEQ ID NO: 52 (secuencia de cadena ligera variable)
DIVMTQSPDSLAVSLGEKVT INCKSSOSLLNSGNOKNY LTWHQQKEGOPPKLLI YWTSTRESGVPDRESGSGSGIDE
TLTISSLOAEDVAVYYCONDYTYPLTFGGGTKVEIX

SEQ ID NO: 53 (secuencia de cadena pesada variable)
EVQLVESGGGLVEPGGSLRLSCAASGFTFS DY GMEWVRQAPGKGLEWVAY ISSGNRIIYYADTVKGRET I SRDHAKN
SLYLOMNSLRAEDTAVY YCARQDGYRYAMDYWGOGTLVIVSS

SEQ ID NO: 54 (secuencia de cadena ligera variable)
QIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVSYMLWEQQKPGKAPKLWIY STSNLASGVPARE SGSGSGTDFTLTISSL
QPEDFATYYCOQQRTFYPYTFGGGTKVEIK

SEQ ID NO:55 (secuencia de cadena ligera variable)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVSYMLWEQQOKPGEAPKLLIY STSNLASGVPARFSGSGSGTDFTLTISSL
QPEDFATYYCQQRTFYPYTFGGGTKVE IK

SEQ ID NO:56 (secuencia de cadena ligera variable)
DIQMTQSPSSLSASVGDRYTITCSASSSVSYMLWEFQOKPGKAPKLLIY STSNLASGVPSRESGSGSGTDFTLTISSL
QPEDFATYYCQQRTFYPYTFGGGTKVEIK

SEQ ID NO:57 (secuencia de cadena pesada variable)
OVOLVQSGAEVKKPGASYKYSCTASGENITDY Y VHWVKORPGOGLEWMGRIDPEDGDSKYAPKFQGKATMTADT S TS

TVYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGOGTLVTVSS.

SEQ ID NO:58 (secuencia de cadena pesada variable)
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OVOLVQSGAEVKKPGASVKYSCTASGENIKDY Y VHWVKQAPGOGLEWMGR I DPEDGDSKYAPKFQGKATMTADTSTS
TVYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYHGOGTLVIVSS

SEQ ID NO:59 (secuencia de cadena pesada variable)
QVOLVQSGAEVEKPGASVKYSCTASGENITDY Y VHWYKORPGOGLEWMGR I DPEDGDSKYAPKEQGEVTMTADTSTS
TVYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGQGTLVTIVSS.

SEQ ID NO:60 (secuencia encontrada pesada variable)
OVOLVQSGAEVKKPGASVKYSCTASGFNIKDY Y VHWYKQAPGOGLEW I GRIDPEDGDSKYAPKEQGKATMTADTS TS
VYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGOGTLVIVSS

SEQ ID NO:61 (secuencia pesada variable)
OVOLVQSGAEVKKPGASVKYSCTASGENITDY Y VHWVKQAPGOGLEWMGR I DPEDGDSKYAPKFQGKATMTADTSTS
TVYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYHGOGTLVIVSS

SEQ ID NO:62 (secuencia de cadena pesada variable):
OVOLVOSGAEVEKPGASYKYSCTASGENITDY Y VHWVKORPGOGLEWMGR I DPEDGDTKFAPKFQGKATMTADTSTS
TVYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYHGOGTLVIVSS

SEQ ID NO:63 (secuencia pesada variable)
QVOLVQSGAEVEKPGASVKYSCTASGENITDY Y VHWYKORPGOGLEWMGR I DPEDGDTKFA PKEQGEVTMTADTSTS
TVYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGQGTLVIVSS

SEQ ID NO:64 (secuencia pesada variable)
QVOLVQSGAEVEKPGASVKYSCTASGENIKDY Y VHWVKQAPGOGLEWI GRIDPEDGDTKFAPKEQGKATMTADTSTS
TVYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGQGTLVIVSS

SEQ ID NO:65 (secuencia pesada variable)
OVOLVQSGAEVKKPGASVKY SCTASGFNIKDY YVHWVKQAPGOGLEWMGR IDPEDGDTKFAPKFQGKATMTADTS TS
TVYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYHGOGTLVIVSS

SEQ ID NO:66 (secuencia pesada variable)
OVOLVQSGAEVKKPGASVKYSCTASGENITDY Y VHWVKQAPGOGLEWMGR I DPEDGDTKFAPKFQGKATMTADTSTS
TVYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYHGOGTLVIVSS

SEQ ID NO:67 (secuencia pesada variable)
EVOLVQSGAEVKKPGATVKISCKYVSGEFNIKDY Y IBWVKQRPGKGLEWMGRI DPEDGDTK Y DPKFQGRVTHMTADTSTD
TAYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYHGQGTTVTVSS

SEQ ID NO:68 (secuencia pesada variable)
EVOLVQSGAEVKKPGATVKISCTYVSGEFNIKDY Y IBWVKQRPGKGLEWMGRI DPEDGDTK Y DPKFQGRVTHMTADTSTD
TAYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYHGQGTTVTVSS

SEQ ID NO:69 (secuencia pesada variable)
EVOLVQSGAEVKKPGATVKISCTYSGFNIKDYY IHWVEQRPGKGLEWMGRI DPEDGDTKY DPKFQGKVTHMTADTSTD
TAYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYHGOGTTVTVSS

SEQ ID NO:70 (secuencia pesada variable)
EVOLVQSGAEVKKPGATVKISCTVSGFNTKDY Y THWVEQAPGKGLEWMGRI DPEDGDTKY DPKFOGKATMTADTSTD
TAYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYHGQGTTVTVSS

SEQ ID NO:71 (secuencia pesada variable)
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EVQOLVQSGAEVKKPGATVKISCTYSGFNIKDYY IHWVEQRPGKGLEWMGRI DPEDGDTKY DPKFQGKATHMTADTSTD
TAYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYHGOGTTVTVSS

SEQ ID NO:72 (secuencia pesada variable)
EVOLVQSGAEVKKPGATVKISCTYVSGEFNIKDY Y IBWVKQAPGKGLEWIGRI DPEDGDTK Y DPKFQGKATHMTADTSTD
TAYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYHGQGTTVTVSS

SEQ ID NO:73 (secuencia pesada variable)
EVOLVQSGAEVKKPGATVKISCKVSGEFNIKDY Y IBWVQQAPGKGLEWMGRI DPEDGDTK Y DEKEQGRVTMTADTS TD
TAYMELSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYHGQGTTVTVSS

SEQ ID NO:74 (secuencia ligera variable) 1 del anticuerpo 10F2Hum:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSATSSVSYILWFQOKPGKAPKLLIY STSNLASGVPSRESGSGSGTDFTLTISSL
QPEDFATYYCQQRTFYPYTFGGGTKVEIK

SEQ ID NO: 75 (secuencia ligera variable) 2 del anticuerpo 10F2Hum:
DIQMTQSPSSLSASVGDRYTITCSATSSVSY ILWFQOKPGKAPKLLIY STSNLASGVPARESGSGSGTDFTLTISSL
QPEDFATYYCQQRTFYPYTFGGGTKVEIK

SEQ ID NO: 76 (secuencia ligera variable)
QIQMTQOSPSSLSASVGDRVTITCSATSSVSY ILWFQOKPGKAPKLALY STSNLASGVPARESGSGSGTDETLTISSL
QPEDFATYYCQQRTEYPYTFGGGTKVEIK

Los anticuerpos humanizados ilustrativos descritos son los que tienen las secuencias de cadena pesada y ligera
expuestas en la siguiente tabla. Las secuencias subrayadas y en negrita en la tabla siguiente son los dominios
variables, mientras que las secuencias no subrayadas normales son los dominios constantes:

Identidad Secuencia SEQ ID NO:

Anticuerpo A (Cadena ligera) DIVMTOSPDSLAVSLGERATMSCKSSQSLLNSGNOKNYLTH |26
HQQKPGOPPKLLIYWT STRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTIS

SLOAEDVAVYYCONDYTYPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVET

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFY PREAKVOWKVDNALOSGN
SOESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQ
GLSSPVTKSFNRGEC

Anﬁcuerpo A (Cadena pesada’ |gG1 KO) EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYGMHWVRQAP |27
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGRETISRDNAKNSLYLQ

MNSLRAEDTALYYCARQDGYRYAMDYWAQGTLVIVSSASTK

GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLYVEDYEFPEPVIVSWINSGA
LTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVHY
HEPSNTEVDERVEPKSCDKTHTCPPCPAPERAGGPSVELEPR
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKY SNE
ALPAPIERTISKAKGOPREFQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFELY S

ELTVDESRWOQGNVESCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGE
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EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTFSDYGMHWVROAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVEKGREFTISRDNAKNSLYLO
MNSLRAEDTALYYCARQDGYRYAMDYWAQGTLVTVSSASTK

GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVTIVSWN SGA
LTSGVHTFPAVLOSSGLY SLSSVVTVPS3SLGTOTY ICHVN
HEKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEP
PRPEKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV SNK
ALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVEGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLISDGSEFLY S
ELTVDESRWOOGNVESCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGK

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTESD YGMHWVROAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYIL
MNSILRAEDTALYYCARQDGYRYAMDYWAQGTLVTVSSASTK
GPSVEFPLAPCSRSTSESTAALGCLVEDYEFPEPVIVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSYVIVPSSSLGTKTYTCNVD
HKPSNTEVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVELEPPKP
EDTLMISRTPEVTCYVVVDVSOEDPEVORTNWY VDEVEVHNAK
TKPREEQFNS TYRVVSVLTVLHODWLNGKEY KCKVSNKGLP

SSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTENQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SRLT
VDKSRWQEGNVESCSVMHERLHNHY TCKSLSLSLGK

EVQILVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGETEFSDYGMHWVROAP
GEGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGREFTISRDNAKNSLYLO
MNSTLRAEDTALYYCARQDGYRYAMD YWAQGTLVTVSSASTK
GPSVEPLAPS SKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVIVSWINSGA
LTSGVHTEPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTOTY ICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVELEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVEVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPOVYTLPPSRDELTKNQVSLTC
LVEKGFYPSDIAVEWESHNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
ELTVDEKSRWOOGNVESCSVMHEALHNHY TCKSLSLSPGK

DIVMTQOSPDSLAVSLGEKVTINCKSSQSLLNSGNQENYL
TWHQOKPGOPPKLLIYWTSTRESGVPDRFSGSGSGTDET
LTISSLQAEDVAVYYCONDY TYPLTFGGGTEVEIKRTVA
APEVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEY PREAKVOWEY
DNALOSGNSOESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSD YGMHWVROAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLO
MNSLRAEDTAVYYCARODGYRYAMDYWGQGTLVIVSSASTK
GPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLYVEDYFPEPVTVSHNSGA
LTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTOTY ICHVN
HKFSNTEVDERVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLEF
PRKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKV SNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPOVYTLFPSREEMTENQVSLTC
LVEGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLY S
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TOKSL.SLEPGK
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Anticuerpo C (Cadena pesada, IgG1KO)
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EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTFSDYGMHWVROAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGREFTISRDNAKNSLYLO
MNSTLRAEDTAVYYCARQDGYRYAMDYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVIVIWIN SGA
LTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTOTY ICNVN
HEKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPOVYTLPPSREEMTKNOQVSLTC
LVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY S
ELTVDEKSRWOOGNVESCSVMHEALHNHY TCKSLSLSPGK

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGETFSDYGMHWVROAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLO
MNSILRAEDTAVYYCARQDGYRYAMDYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSHITSGA
LTSGVHTFPAVLOSSGCLY SLESVVTVPSSSLETKTY TCNVD
HKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVELFPPKP
EDTLMISRTPEVICVVVDVSQEDPEVOFNWY VDGVEVHNAK
TEPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLP
SSIEKTISKAKGOPREPOVYTLPPSQEEMTENQVSLTCLVE

GEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLT
VDKESRWOQEGNVESCSVMHEALHNHY TOKSLSLSLGK

EVQILVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGETEFSDYGMHWVROAP
GKGLEWVAYISSGNRIIYYADTVKGRFTISRDNAKNSLYLO
MNSILRAEDTAVYYCARODGYRYAMDYWGOGTLVTVSSASTH
GPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLYVEDYEFPEPVIVSWI SGA
LTSGVHTEFPAVLOSSGLY SLSSVVTVPSSSLGTOTY ICHVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTEKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGEKEYKCKEVSNE
ALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRDELTKNOQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPYVLDSDGSFFLY 3
ELTVDEKSRWOOGNVESCSVMHEALHNHY TCKSLSLSPGK

DIOMTOSPSSLSASVEDRVTITCSASSSVSYMLWED
QKPGKAPKLLIYSTSNLASGVPSRFSGSGSGTDETL
TT3SLQPEDFATYYCQQRTFYPYTFGGGTKVEIKRT
VARPSVFIFPPSDEQLES GTASVVCLLNNFY PREAK
VOWKVDNALQSGNSOESVTEQDSKDSTY SLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSS PVTKSFNRGEC

OVOILVOSGAEVEKKPGASVKVSCTASGENIKDY YVHWVKOAP
GRGLEWMGRIDPEDGD SKYAPKFQGKATMTADTSTSTVYME
LSSIRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGRGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEFVTVSWNS GAL
TSGVHTEFPAVLOSSGLY SLSSVVTVPESSLGTOTY ICNVNH
KPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEPP
KEPEDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVEFNWYVDGVEVHN
ARKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCEVSNEA
LPAPIEKTISKAKGOQPREPOVY TLPPSREEMTENQVSLTCL
VEGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDESEWOOGCHVESCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGK
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Anticuerpo C (Cadena Pesada, IgGl) QVQLVQOSGAEVKKPGASVKVSCTASGFNIKDYYVHWVKQAP |38
GQGLEWMGRIDPEDGD SKYAPKFQGKATMTADTSTSTVYME
LSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGQGTLVTVSSAS TKG
PSVEPLAPSSKST SGGTAALGCLVEDYFPEPVTVSWNS GAL
TSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTOTY ICNVNH
KPSNTEKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFELEPP
KPEDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVEFNAWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYRKCKVSNEA
LPAPTEKTISKAKGOPREPQVY TLPPSREEMTENOVSLTCL
VEGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDESRWOOGHNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Anticuerpo C (Cadena pesada, IgG4 DM) | QVOLVOSGAEVEKPGASVKVSCTASGENIKDYYVHWVKOAP |39
GQGLEWMGRIDPEDGD SKYAPKFQGKATMTADTSTSTVYME
LSSLRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVEPLAPCSRSTSESTARLGCLVKDY FPEPVTVSIHNSGAL
TSGVHTFPAVLOSSGLY SLSSVVTVPSSSLGTHTY TCHNVDH
KPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKEK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNHYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLES
SIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVEG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTV

DESRWOEGNVESCSVMHEALHNEYTOKSLSLSLGKE

Anticuerpo C (Cadena pesada, IgG1KOb) | QVOLVQSGAEVREKPGASVKVSCTASGFNIKDYYVHWVKQAF 40
GOGIEWMGRIDPECGDSKYAPKFQGKATMTADTSTSTVYME
LSSIRSEDTAVYYCTTSYYVGTYGYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVEPLAPSSKSTSGGTAALGC LVEDYFPEEVTVSWHSGAL
TSCVHTFPAVLOS SGLY SLESVVTVPSSSLETOTY ICNVNH
KPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTC PPCPAPEARGGESVFLFPP
EPEDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVEFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKE YKCKVSMKA
LPAPTEKTISKAKGOPREPQVY TLEPSROELTENQVSTTCT
VKGFYPSDIAVEWESNGCPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDESRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Las diversas regiones se subclonaron en uno o dos vectores de expresion de IgG adecuados:

A) un formato IgG1-KO humano (knock-out)/kappa con una mutacién doble Leu234Ala, Leu235Ala en la regién Fc
para reducir la funcién efectora tal como FcyR y la unién del complemento

B) un formato IgG4-DM humano (doble mutante)/kappa con una mutacion Ser228Pro en la region bisagra para
reducir la ocurrencia de medias moléculas de IgG4 y una mutacién Leu235Glu para reducir aln mas la unién de
FcyR

Los dos candidatos de Anticuerpo A y Anticuerpo B se purificaron y evaluaron mediante los siguientes criterios:
Aspecto de CCF (turbidez)

Propiedades de filtracion de CCF

Rendimiento en rProteinA

Turbiedad tras elucion y neutralizacion

Agregados solubles (SEC)

Patron de pureza/contaminacién (SDS)

Patron de carga (IEF)

Ejemplo 2: Datos in vitro

El Anticuerpo A, Anticuerpo B y Anticuerpo C se caracterizaron junto con los anticuerpos 4D11 (Kirin/ Astellas) y PG-
102 (PanGenetics) que se produjeron en base a secuencias publicadas. Los datos para el Anticuerpo, Anticuerpo B,
Anticuerpo C y 4D11 se muestran a continuacion. PG-102 exhibi6 actividad agonista y solamente inhibicion
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incompleta de proliferacion de células B (no se muestra). La Tabla 2.2. resume los datos obtenidos. A continuacion
de la Tabla 2.2 se expone una descripcion mas detallada de los datos.

Tabla 2.2. Resumen de los datos in vitro del Anticuerpo A, Anticuerpo B y Anticuerpo C y anticuerpo 4D11 anti-
CD40 de Kirin.

Parametro/Ensayo Anticuerpo A | Anticuerpo B | Anticuerpo C  |4D11

Kd +/- suero hu. <100 pM <100 pM <100 pM <100 pM
Unién celular (EC50/nM + SD 1,2 (+0,28) 1,5 (+0,68) 1,7 (+0,28) 0,9 (x0,3)
Proliferacion de células B:Antagonismo |0,3 (£0,13) 0,2 (x0.10) 0,1 (£0,004) 0,03 (x0,02)

(IC50/nM+SD)

Proliferacién de células B:Agonismo (SI*) |Sin  agonismo |Sin  agonismo |Sin  agonismo |Sin agonismo
(IC50/nM+SD) (Sl <2) (Sl <2) (Sl <2) (Sl <2)

Células dendriticas/IL-12/23p40 | < 1nM <1nM <1nM <1nM
Antagonismo (IC50/nM £ SD)

Células dendriticas/IL-12/23p40 Agonismo Sin agonismo Sin agonismo Sin agonismo Sin agonismo

Reaccion cruzada de especies.: Union |3 2 1 No ensayado
Hu/Cyno (relaciones EC50*)

* 8l, indice de estimulacion; ** Relacién > 1 significa mayor unién a Cyno en comparacién con humanos

A. Union de anticuerpos humanizados a la proteina CD40 celular y CD40 recombinante

La unioén especifica de anticuerpos humanizados a CD40 celular se analiz6 por citometria de flujo usando células
HEK293 transfectadas con CD40 humana. Se observd la unién dependiente de la concentracion de Anticuerpo A,
Anticuerpo B y Anticuerpo C. Los anticuerpos exhibieron un perfil de unién similar en la Figura 1B. Los valores de
EC50 de los anticuerpos de la presente invencion y del anticuerpo 4D11 de Kirin estan todos en el mismo rango de
~1 nM que es muy probable que esté en el limite de sensibilidad del ensayo debido a los altos niveles de CD40 en
las células transfectadas. La unién especifica de anticuerpos humanizados a CD40 celular en células Ramos
humanas también demostré union dependiente de la concentracion. Los anticuerpos exhibieron perfiles de unién
levemente diferentes (se muestran en la Figura 2) y valores CE50 entre 0,21-1,22 nM. No se detecté unién en
células CD40 negativas tales como las células HEK293 no transfectadas o la linea de células T HSB-2, confirmando
asi la union selectiva a CD40 (no se muestran los datos).

La afinidad de union del Anticuerpo A, Anticuerpo B y Anticuerpo C a la proteina CD40-Fc humana se midio
mediante el octeto ForteBio y revelé constantes de disociacion (Kp) de <100 pM. Debido a la avidez de bivalencia del
anticuerpo y CD40-Fc los efectos evitan que se determinen precisamente Kds debajo de 100 pM. Ademas, la unién a
CD40-Fc se analiz6 en ausencia y presencia de 50% de suero humano y no se observo ningun efecto significativo
del suero en la unién (no se muestran datos)

B. Actividad de anticuerpos humanizados en ensayos de activacion/proliferacion de células B

La actividad de los anticuerpos humanizados se ensay6 en un ensayo de proliferacion de células B en el que las
células B humanas derivadas de sangre periférica se estimulan con CD40L recombinante en presencia de IL-2 e IL-
4. El Anticuerpo A, Anticuerpo B y Anticuerpo C demostraron una inhibicién potente de la proliferacién de células B
(se muestra en las Figuras 3A y 3B). La comparacién con las curvas de inhibicién y los valores de IC50 de los
anticuerpos de Bl y el anticuerpo de Kirin 4D11, indica que el anticuerpo 4D11 tiene una potencia mas alta (Figura
3B y 4) cuando se analiza a través de mudltiples donantes. Cuando se probaron para actividad agonistica en
ausencia de CD40L, anticuerpos, Anticuerpo B, Anticuerpo A y Anticuerpo C no indujeron ninguna proliferaciéon de
células B por encima de los niveles de fondo en concentraciones de hasta 10 ug/ml (67 nM) (mostrado en la Figura
4) similar al anticuerpo 4D11.

El anticuerpo competidor 4D11 parecio ser ligeramente mas potente con una IC50 media de ~0,02 nM y ausencia de
efectos agonisticos. Los datos para los tres anticuerpos Bl y 4D11 se resumen en la Figura 4 y en la Tabla 2.2
anterior. Otro anticuerpo competidor, PG-102 (derivado del clon 5D12), también estudiado en este ensayo, exhibid
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efectos agonistas significativos estimulando la proliferacion de células B en ausencia de CD40L (Figura 4). En
consecuencia, la falta de actividad agonista de cuatro candidatos iniciales los diferencia claramente de PG-102.

En un segundo ensayo, los anticuerpos se evaluaron para inhibicion de aumento de CD86 en células B humanas. En
este caso, el ensayo se llevd a cabo con sangre completa humana o células B purificadas, ambas en presencia de
CD40L exdgeno. De acuerdo con los datos de proliferacién de células B, el Anticuerpo B, el Anticuerpo Ay el
Anticuerpo C ensayados en sangre completa humana demostraron inhibicion potente de aumento de CD86 mediado
por CD40 segun lo medido por citometria de flujo (se muestra en la Figura 5). El Anticuerpo C exhibié potencia
similar a 4D11 en este ensayo, mientras que la potencia del Anticuerpo B y el Anticuerpo A fue algo mas débil. La
comparacién del Anticuerpo B y 4D11 en células B purificadas o en sangre completa muestra que la potencia del
Anticuerpo B (valores CI50 y CI90) permanece relativamente inalterada para células B purificadas en comparacion
con células B en presencia de otras células o suero que portan CD40, mientras que 4D11 sufre un drastico cambio
en potencia en las condiciones de sangre completa (se muestra en la Figura 6).

Se han creado datos similares cuando el Anticuerpo B, el Anticuerpo A vy el Anticuerpo C se evaluaron para
inhibicion de aumento de CD86 en células B de mono cynomolgus cuando se realiz6 con muestras de sangre
completa (se muestra en la Figura 7). El Anticuerpo B, Anticuerpo A y Anticuerpo C ensayados en sangre completa
de mono cynomolgus demostraron inhibicion potente de aumento de CD86 mediado por CD40, segun lo medido por
citometria de flujo. Estos anticuerpos demuestran, por lo tanto, la reactividad cruzada funcional a CD40 de mono
cynomolgus con potencia similar a la CD40 humana.

La actividad de IgG1KOb del Anticuerpo B e IgG1WT del Anticuerpo B se evalud para capacidad de mediar en la
citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (Figura 13). En este ensayo, se incubaron células RAMOS con
PBMC humanos en una relacién efector a célula diana de 50:1. IgG1KOb del Anticuerpo B y IgG1WT del Anticuerpo
B se titularon a partir de 20 ug/ml, y el grado de muerte celular se monitored por liberacion de LDH. Los datos
exhibidos pertenecen a un experimento respectivo. Los datos muestran que IgG1Wt 20E2-12-RIgG1WT del
Anticuerpo A es un mediador eficaz de ADCC y que IgG1KOb del Anticuerpo B, que contiene las mutaciones que
eliminan la funcién efectora, no tiene actividad ADCC.

Ejemplo 3: Estudios de farmacocinética/farmacodinamica
A. Administracion iv unica de Anticuerpo A y Anticuerpo B a 1 o0 10 mg/kg en monos cynomolgus

El Anticuerpo A y el Anticuerpo B se dosificaron cada uno a 1 y 10 mg/kg a monos cynomolgus macho (N=3)/dosis.
Se extrajeron muestras de sangre de 0-504 h (3 semanas), se recuperé el suero y las muestras se conservaron a -
20°C hasta el analisis. Las muestras se analizaron por sandwich ELISA como se describié anteriormente. Los
perfiles de concentracién-tiempo en suero de ambos anticuerpos en monos después de las dosis iv y los parametros
de farmacocinética se resumen en la Figura 8 y en las Tablas 2.7.1 (Anticuerpo A) y 2.7.2 (Anticuerpo B) que se
exponen a continuacion. Ambos anticuerpos demostraron farmacocinéticas dependientes de la dosis que indican
que se atribuye una depuracién con una dosis baja predominantemente a una disposicidon mediada por la diana
consistente, mientras que con la dosis mas alta el anticuerpo se depura principalmente por catabolismo. Se
observaron perfiles similares de farmacocinética dependiente de la dosis para otros MAbs que se dirigen a dianas
asociadas con membranas (p. €j., CD19, CD20, EGFR, CD146 y HER2). La depuracion del Anticuerpo A fue de 0,8
y 0,1 mL/h/kg para las dosis de 1 y 10 mg/kg, respectivamente. La depuracién del Anticuerpo B fue de 0,7 y 0,1
mL/h/kg para las dosis de 1y 10 mg/kg, respectivamente. De manera similar, la semivida del Anticuerpo A fue de 1y
13 dias para las dosis de 1 y 10 mg/kg, respectivamente y la semivida del Anticuerpo B fue de 2 y 13 dias para las
mismas dosis respectivas. Si bien el Anticuerpo B tuvo una semivida marginalmente mas prolongada en la dosis mas
baja en relacion con la misma dosis para el Anticuerpo A, no se esperaria que esta diferencia se tradujera en
exposicion mas sostenida tras la administracion crénica. El AUC para ambos compuestos fue supraproporcional y el
volumen de distribucién (Vss) para ambos compuestos se aproximé al volumen del plasma (~40 mL/kg) que exhibe
la distribucion tisular limitada que se observa tipicamente para terapias proteicas polares grandes. En términos
generales, no hubo diferencias apreciables en cuanto a los parametros de farmacocinética entre los dos anticuerpos.

Tabla 2.7.1: Parametros de farmacocinética del Anticuerpo A en monos cynomolgus macho (N=3)/dosis después de
una sola dosis ivde 1y 10 mg/kg

Dosis (mg/kg) | CLp (mL/h/kg) | Vss (mL/kg) |AUC (uM.h) | T1/2 (dias) | MRT (dias)
1 0,8 +0,03 41+6 8,0+0,3 09+0,2 |2,1%0,2
10 0,10 £ 0,02 42 +6 660 + 92 12,6 +0,5 |17,5+0,3

Tabla 2.7.2: Parametros de farmacocinética del Anticuerpo B en monos cynomolgus macho (N=3)/dosis después de
una sola dosis ivde 1y 10 mg/kg
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Dosis (mg/kg) | CLp (mL/h/kg) | Vss (mL/kg) |AUC (uM.h) | T1/2 (dias) | MRT (dias)
1 0,7+0,16 402 10,127 |1,5+02 |2,6+0,8
10 0,09 £ 0,01 41 +6 744 + 55 13,3+3,0 (19,342

B. Estudio de farmacodinamica ex vivo

Como parte del estudio de PK anteriormente descrito, se analizaron los efectos de farmacodindmica de los
anticuerpos anti-CD40. Con este fin, se incubaron muestras de sangre completa con CD40L recombinante durante
una noche y se determin6 el aumento de expresion de CD86 en células B por citometria de flujo. Las muestras se
analizaron en el dia 0 (pre-tratamiento), dia 2, 7 y 14 después de la administracion de la dosis. Aunque el aumento
en la expresion de CD86 es relativamente pequefio (~5-20-%) se observé un efecto dependiente de la dosis
(mostrado en la Figura 9). En el grupo de animales a los que se les administraron 10 mg/kg del Anticuerpo Ay el
Anticuerpo B, la induccién de CD86 se inhibi6 completamente en los dias 2, 7 y 14 consistentemente con la
exposicion sostenida en esta dosis. Los animales que recibieron la dosis de 1 mg/kg demostraron inhibicién
completa en el dia 2, inhibicion parcial en el dia 7 y ninguna inhibicién en el dia 14. La pérdida del efecto de
farmacodinamica con el transcurso del tiempo se correlaciona con una depuracién mas rapida del anticuerpo en el
grupo de la dosis baja.

Ejemplo 4: Estudios relacionados con toxicologia: CD40 en plaquetas

CD40 se expresa constitutivamente en plaquetas humanas (Henn, et al., 2001) y (Inwald, et al., 2003), mientras que
CD40L se expresa rapida y transitoriamente en la superficie de la célula de las plaquetas activadas (Henn, et al.,
2001). Mientras que los anticuerpos anti-CD40 sin la unién de FcyR no se esperaria que tuvieran efectos sobre las
plaquetas, es importante demostrar directamente que este es el caso. Se realizaron estudios de citometria de flujo
para demostrar la unioén de los anticuerpos iniciales anti-CD40 a plaquetas de seres humanos y cynomolgus.

Anteriormente se ha demostrado mediante citometria de flujo que el mAb anti-CD40 G28.5 y mAb 89 se unen a las
plaguetas humanas en reposo (Henn, et al., 2001). Esto se confirm6 usando el anticuerpo G28.5 marcado con FITC.
Se realizaron diluciones en serie de 5 veces de G28.5 y se incubd un intervalo de 0,5 pg/ml a 0,32ng/ml en 100 pl de
plaguetas obtenidas de seres humanos (2 donantes) o monos cynomolgus (3 donantes) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Ademas, se usé mAb anti-CD45 marcado con APC para identificar plaquetas unidas a otros
tipos de células CD40+ a fin de excluir estas células del andlisis. Después de la tincién con anticuerpos, las
plaguetas se lavaron y se fijaron con Optilyse C y se realiz6 una citometria de flujo. La intensidad de fluorescencia
media (MFI) se determiné como una medida de la unién del anticuerpo a las plaquetas CD45-.

Los anticuerpos comercialmente disponibles 5¢3 y los anticuerpos de la invencion mAB de ratén anti-CD40 se
marcaron con FITC. Se confirm6 la union a células Ramos. La cantidad de moléculas FITC por molécula de
anticuerpo oscilé entre 2 y 4 FITC por molécula de anticuerpo. Se realizaron cinco diluciones en serie del candidato
mAB anti-CD40 mAb comercial, oscilando entre 0,5 pg/ml y 0,32 ng/ml, y se incubaron con plaquetas humanas (3
donantes) y de cynomolgus (2 donantes) durante 30 minutos a temperatura ambiente.

En la Figura 11 se muestra un gréfico representativo que demuestra la unién del mAB anti-CD40 de ratén candidato
a las plagquetas humanas. Los cuatro anticuerpos monoclonales candidatos exhibieron uniéon especifica a las
plaguetas, en comparacién con el anticuerpo de control isotipo marcado con FITC. 10F2, 2H11, 19B10 y 20E2
demostraron uniéon comparable a las plaquetas. Se observé una tendencia similar en las plaguetas de cynomolgus
(no se muestran los datos).

Ademas de estos estudios, se comparé la capacidad del Anticuerpo B directamente marcado y 4D11 de unir
plaquetas y células B en muestras de sangre completa humanas y de monos cynomolgus (se muestra en la Figura
12). 4D11 exhibié unién similar (segun lo ejemplificado por CE50) tanto a células B como a plaquetas en las
muestras de sangre humanas y de monos cynomolgus. El Anticuerpo B demostr6 un patrén similar pero una
potencia de unién mucho mas débil.

Ejemplo 5: Estudios de farmacologia in vivo en el modelo de raton NSG

La eficacia de los anticuerpos humanizados, Anticuerpo A, se evalué en un modelo de produccién de anticuerpos en
el que se inyectaron PBMC humanas en ratones NSG inmunodeficientes con el fin de generar una respuesta de
injerto frente a huésped. Se puede detectar una produccién significativa de IgM humana (higM) e IgG (hlgG)
comenzando 2 semanas después del injerto. El tratamiento con el Anticuerpo A a en dosis de 5y 1 mg/kg inhibié
significativamente la respuesta de hlgG y higM en las semanas 2 y 3 después del injerto. Se evalué un anticuerpo
comparativo (4D11) con una Unica dosis de 5 mg/kg y también demostr6 abolicién de la respuesta. En un segundo
estudio, todos los anticuerpos, el Anticuerpo A, Anticuerpo B y Anticuerpo C, se ensayaron con una Unica dosis de 1
mg/kg y demostraron la inhibicion total de la respuesta de IgM e IgG en la semana 2 (Figura 10).
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Ejemplo 6: Analisis de biomarcadores

Regulacion por incremento del receptor: la regulaciéon por incremento de los receptores inducida por CD40L se
puede medir mediante citometria de flujo. Se puede estimular sangre completa humana con una concentracién
optimizada de CD40L soluble y el porcentaje total de CD20+Receptor+ células se puede medir por citometria de
flujo. El cambio en porcentaje de expresién de CD86 en células CD20 positivas se midié en paralelo al estudio pk de
cyanomologous que evalla los Anticuerpos A y B (Figura 9). Los datos muestran la inhibicion del aumento de CD86
en puntos de tiempo consistentes con la exposicién de los anticuerpos.

Protedomica dirigida: La mayor secrecién de proteinas tras la estimulacién de CD40 en sangre completa se puede
usar como biomarcador(es) potencial(es). Se establecieron una concentracién optimizada de CD40L soluble y
tiempo de estimulacion usando la plataforma de perlas multiplex Luminex que detecta MDC/CCL22 y varias otras
proteinas segregadas. Las muestras clinicas se evaluaran a partir de sangre completa en una gama de dosis total de
anti-CD40 mAb.

Ocupacion del receptor: la ocupacion del receptor CD40 puede determinarse en un ensayo in vitro o ex vivo
basado en el andlisis de citometria de flujo de células B en sangre humana completa. Candidatos actuales El
anticuerpo de la presente invencion y el anticuerpo anti-CD40 no competitivo 5C3 se usaran para cuantificar el
ensayo de ocupacioén del receptor.

Ejemplo 7: Actividad antitumoral del anticuerpo anti-CD40 humanizado

En algunos casos, puede ser conveniente determinar las propiedades antitumorales de los anticuerpos de la
presente invencion. Dicha determinacion puede realizarse ensayando la actividad antitumoral del anticuerpo anti-
CD40 humanizado en un modelo de xenotrasplante de linfoma de ratén SCID. A dicho modelo de SCID se le pueden
inyectar células cancerosas para presentar un tumor, p. ej., 5x 108 millones de células tumorales subcutaneamente
en ratones SCID (10/grupo) trece dias antes del comienzo del tratamiento con el farmaco. Los anticuerpos anti-CD40
murinos de la presente invencién o una comparacién (p. ej., control u otro anticuerpo humanizado) se administran
por via intraperitoneal 3 veces por semana (4 mg/kg/dosis) con 8 o 5 dosis administradas. El desarrollo y crecimiento
de tumores se monitorea en el ratdn, y el volumen del tumor se puede medir semanalmente durante el periodo de
estudio seleccionado, p. €j., un periodo de estudio de 14 dias. Preferiblemente, los resultados mostraran un
incremento de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10 0 mas veces en el crecimiento de los tumores en ratones control comparados
con los ratones tratados con los anticuerpos de la presente invencion. Preferiblemente, durante el periodo de
tratamiento, el crecimiento del tumor en los ratones tratados con los anticuerpos de la invencién sera insignificante.
Dichos datos pueden corroborar que el anticuerpo humanizado ensayado es eficaz para suprimir el crecimiento
tumoral en este modelo de xenoinjerto de linfoma B.

Ejemplo 8: Supervivencia prolongada por el anticuerpo anti-CD40 humanizado

La eficacia del anticuerpo anti-CD40 humanizado en la supervivencia de ratones que portan el tumor como aquellos
anteriormente descritos se puede ensayar en un modelo de xenoinjerto de linfoma de ratén SCID. Los ratones SCID
(10/grupo) se inoculan por via intravenosa con 1 x 108 millones de células tumorales tres dias antes del tratamiento
con el anticuerpo. Los ratones luego se tratan con los anticuerpos anti-CD40 murinos o humanizados de la presente
invencion o con un control de Ig, administrado por via intraperitoneal dos veces por semana (4 mg/kg/dosis) por un
total de cinco dosis. Las jaulas de los ratones pueden examinarse diariamente para mortalidad a fin de determinar el
nivel de eficacia de los anticuerpos para prolongar la supervivencia de un sujeto que padece cancer.
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Ala Tyr Ile Ser Ser Gly Asn Arg Ile

50

55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp

65

70

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala
75

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

64

Gln

Val

365

vVal

Pro

Thr

val

Leu
445

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

350

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Gly

15

Asp

Trp

Thr

Leu

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Gly

Tyr

vVal

val

Tyr
80



Leu

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

305

Tyr

Gln

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Met

Gln

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

val

Cys

Asn

Asp

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Ser

85

Gly

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

VvVal

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Thr

vVal
325

Leu

Tyr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val

310

Ser

Arg

Arg

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Ala

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Glu

Ala

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

Ala

ES 2807217713

Asp

90

Met

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

vVal

Asp

Tyr

Asp

Leu
330

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

vVal

Phe

Val

Val

Lys

220

Leu

Thr

val

val

Ser

300

Leu

Ala

65

Leu

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Tyr

Ala

110

Ser

Ala

vVal

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

vVal

Tyr

Gly

Ile

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu
335

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys
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Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<210> 29

<211> 446

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His
435

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cadena pesada |gG4DM de Anticuerpo A

<400> 29
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly

1

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

5

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

val

Gln
440

ES 2807217713

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

20

25

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro

35

40

Ala Tyr Ile Ser Ser Gly Asn Arg Ile

50

55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp

65

70

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala
75

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

66

Gln

Val

365

vVal

Pro

Thr

val

Leu
445

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

350

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Gly

15

Asp

Trp

Thr

Leu

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Gly

Tyr

vVal

val

Tyr
80



Leu

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys

225

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

305

Lys

Gln

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

290

Thr

Val

Met

Gln

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

val

Ser

Asn

Asp

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

Ser

85

Gly

val

Cys

Lys

Leu

165

Leu

Thr

VvVal

Pro

Lys

245

val

Tyr

Glu

His

Lys
325

Leu

Tyr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Lys

Asp

Ala

230

Pro

Val

Vval

Gln

Gln

310

Gly

Arg

Arg

Ser

Arg

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Asp

Phe

295

Asp

Leu

Ala

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Ala

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Thr

Val

Phe

Thr

Val

265

Val

Ser

Leu

Ser

ES 2807217713

Asp

90

Met

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Glu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser
330

Thr

Asp

Lys

Glu

Pro

155

Thr

Val

Asn

Ser

Gly

235

Met

Gln

val

Tyr

Gly

315

Ile

Ala

Tyr

Gly

Ser

140

vVal

Phe

Val

Val

Lys

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

67

Leu

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asp

205

Tyr

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Tyr

Ala

110

Ser

Ala

vVal

Ala

Val

190

His

Gly

Ser

Arg

Pro

270

Ala

val

Tyr

Thr

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Pro

val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile
335

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Pro

Phe

240

Pro

Vval

Thr

Val

Cys

320

Ser
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Lys Ala Lys Gly
340

Ser Gln Glu Glu
355

Lys Gly Phe Tyr
370

Gln Pro Glu Asn
385

Gly Ser Phe Phe

Gln Glu Gly Asn
420

Asn His Tyr Thr
435

<210> 30
<211> 449
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

405

val

Gln

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Arg

Cys

Leu
440

ES 2807217713

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Gln

Val

Val

Pro

Thr

410

Val

Leu

<223> Cadena pesada IgG1K0b de Anticuerpo A

<400> 30
Glu Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu
20

Gly Met His Trp
35

Ala Tyr Ile Ser
50

Lys Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Asn

Val Glu Ser Gly Gly Gly

5

Ser

val

Ser

Thr

Ser
85

Cys

Arg

Gly

Ile
70

Leu

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

Val

Ser

Glu

Pro

395

val

Met

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Tyr

Leu

Trp

380

val

Asp

His

Leu

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

68

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
445

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

Gly

15

Asp

Trp

Thr

Leu

Tyr
95

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp

His

Gly

Tyr

Vval

val

Tyr

80

Cys



Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Thr

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

VvVal

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Gln

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

val

Cys

Ser

Asp

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys
340

Gly

Vval

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

Val

Phe

Pro

Thr

val

325

Ala

Tyr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

310

Ser

Lys

Arg

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Ala

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

Ala

Pro
345

ES 2807217713

Met

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Asp

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

Val

Val

Lys

220

Ala

Thr

Val

val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

69

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

Ala

110

Ser

Ala

val

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Gly

Ile

vVal
350

Gln

val

Ala

Ser

vVal

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys

Thr
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Leu Pro Pro
355

Cys Leu Val
370

Ser Asn Gly
385

Asp Ser Asp

Ser Arg Trp

Ala Leu His
435

Lys
<210> 31

<211> 220
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

Asp

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Leu

360

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
440

<223> Cadena ligera de Anticuerpo B

<400> 31

Asp Ile Val Met Thr Gln

1

Glu Lys Val

Gly Asn Gln
35

Pro Pro Lys
50

Pro Asp Arg
65

Ile Ser Ser

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

5

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln
85

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Pro

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

ES 2807217713

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Asp

Ser
25

Trp

Thr

Ser

val

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Ser

10

Ser

His

Ser

Gly

Ala
90

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

val

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

70

Val

365

Val

Pro

Thr

Val

Leu
445

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

Trp

val

Asp

415

His

Pro

Leu

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Gly

Ser

Gln

val

Thr

80

Asn
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Asp

Lys

Glu

Phe

145

Gln

Ser

Glu

Ser

Tyr

Arg

Gln

130

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
210

<210> 32

<211> 449

Thr

Thr

115

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

195

Val

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cadena pesada IgG1KO0 de Anticuerpo B

<400> 32
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly

1

Tyr

100

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

180

Lys

Thr

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

165

Leu

val

Lys

5

Leu

Ala

Gly

Ala

150

Gln

Ser

Tyr

Ser

Thr

Pro

Thr

135

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
215

Phe

Ser

120

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

200

Asn

ES 2807217713

Gly

105

Val

Ser

Gln

Val

Leu

185

Glu

Arg

Gly

Phe

Val

Trp

Thr

170

Thr

Val

Gly

10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly

20

25

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly

35

40

Ala Tyr Ile Ser Ser Gly Asn Arg Ile Ile

50

55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn

65

70

Gly

Ile

Val

Lys

155

Glu

Leu

Thr

Glu

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala
75

Thr

Phe

Cys

140

Val

Gln

Ser

His

Cys
220

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

71

Lys

Pro

125

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
205

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

110

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

190

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

175

Asp

Leu

Gly

15

Asp

Trp

Thr

Leu

Ile

Asp

Asn

Leu

160

Asp

Tyr

Ser

Gly

Tyr

vVal

val

Tyr
80



Leu

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

305

Tyr

Gln

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Met

Gln

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

val

Cys

Asn

Asp

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Ser

85

Gly

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

VvVal

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Thr

vVal
325

Leu

Tyr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val

310

Ser

Arg

Arg

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Ala

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Glu

Ala

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

Ala

ES 2807217713

Asp

90

Met

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

vVal

Asp

Tyr

Asp

Leu
330

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

vVal

Phe

Val

Val

Lys

220

Ala

Thr

val

val

Ser

300

Leu

Ala

72

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

vVal

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

vVal

Tyr

Gly

Ile

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu
335

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys
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Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<210> 33

<211> 449

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His
435

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cadena pesada IgG1 de Anticuerpo B

<400> 33
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly

1

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

5

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

vVal

Gln
440

ES 2807217713

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

20

25

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro

35

40

Ala Tyr Ile Ser Ser Gly Asn Arg Ile

50

55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp

65

70

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala
75

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

73

Gln

Val

365

vVal

Pro

Thr

vVal

Leu
445

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

350

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Gly

15

Asp

Trp

Thr

Leu

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Gly

Tyr

vVal

val

Tyr
80



Leu

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

305

Tyr

Gln

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Met

Gln

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

val

Cys

Asn

Asp

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Ser

85

Gly

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

VvVal

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Thr

vVal
325

Leu

Tyr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val

310

Ser

Arg

Arg

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Ala

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Glu

Ala

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

Ala

ES 2807217713

Asp

90

Met

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

vVal

Asp

Tyr

Asp

Leu
330

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

vVal

Phe

Val

Val

Lys

220

Leu

Thr

val

val

Ser

300

Leu

Ala

74

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

vVal

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

vVal

Tyr

Gly

Ile

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu
335

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys
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Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<210> 34

<211> 446

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His
435

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cadena pesada |IgG4DM de Anticuerpo

<400> 34
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly

1

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

5

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

vVal

Gln
440

ES 2807217713

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

20

25

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro

35

40

Ala Tyr Ile Ser Ser Gly Asn Arg Ile

50

55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp

65

70

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala
75

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

75

Gln

Val

365

vVal

Pro

Thr

vVal

Leu
445

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

350

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Gly

15

Asp

Trp

Thr

Leu

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Gly

Tyr

vVal

val

Tyr
80



Leu

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys

225

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

305

Lys

Gln

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

290

Thr

Val

Met

Gln

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

val

Ser

Asn

Asp

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

Ser

85

Gly

val

Cys

Lys

Leu

165

Leu

Thr

VvVal

Pro

Lys

245

val

Tyr

Glu

His

Lys
325

Leu

Tyr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Lys

Asp

Ala

230

Pro

Val

Vval

Gln

Gln

310

Gly

Arg

Arg

Ser

Arg

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Asp

Phe

295

Asp

Leu

Ala

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Ala

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Thr

Val

Phe

Thr

Val

265

Val

Ser

Leu

Ser

ES 2807217713

Asp

90

Met

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Glu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser
330

Thr

Asp

Lys

Glu

Pro

155

Thr

Val

Asn

Ser

Gly

235

Met

Gln

val

Tyr

Gly

315

Ile

Ala

Tyr

Gly

Ser

140

vVal

Phe

Val

Val

Lys

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

76

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asp

205

Tyr

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

vVal

Ala

Val

190

His

Gly

Ser

Arg

Pro

270

Ala

val

Tyr

Thr

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Pro

val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile
335

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Pro

Phe

240

Pro

Vval

Thr

Val

Cys

320

Ser
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Lys Ala Lys Gly
340

Ser Gln Glu Glu
355

Lys Gly Phe Tyr
370

Gln Pro Glu Asn
385

Gly Ser Phe Phe

Gln Glu Gly Asn
420

Asn His Tyr Thr
435

<210> 35
<211> 449
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

405

val

Gln

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Arg

Cys

Leu
440

ES 2807217713

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Gln

Val

Val

Pro

Thr

410

Val

Leu

<223> Cadena pesada IgG1K0b de Anticuerpo B

<400> 35
Glu Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu
20

Gly Met His Trp
35

Ala Tyr Ile Ser
50

Lys Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Asn

Val Glu Ser Gly Gly Gly

5

Ser

val

Ser

Thr

Ser

Cys

Arg

Gly

Ile
70

Leu

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

Val

Ser

Glu

Pro

395

Vval

Met

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Tyr

Leu

Trp

380

val

Asp

His

Leu

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

77

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
445

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

Gly

15

Asp

Trp

Thr

Leu

Tyr
95

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp

His

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys



Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Thr

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

VvVal

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Ile

Gln

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

val

Cys

Ser

Asp

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys
340

Gly

Vval

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

Val

Phe

Pro

Thr

val

325

Ala

Tyr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

310

Ser

Lys

Arg

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

His

Lys

Gln

Ala

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

Ala

Pro
345

ES 2807217713

Met

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Asp

Lys

Gly

Pro

155

Thr

Val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

Val

Val

Lys

220

Ala

Thr

Val

val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

78

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

Val

190

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Gly

Ile

vVal
350

Gln

val

Ala

Ser

vVal

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys

Thr
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Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

<210> 36

<211>213

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His
435

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cadena ligera de Anticuerpo C

<400> 36
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1

Asp

Leu

Ser

Gly

Asp

Arg

Trp

Thr

50

Ser

Phe

Val

Phe

35

Ser

Gly

Ala

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

5

Ile

Gln

Leu

Asp

Tyr
85

Asp

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Thr

Lys

Ala

Phe

70

Tyr

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Cys

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Leu

360

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
440

Ser

Gly

40

Gly

Leu

Gln

ES 2807217713

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Ser

Ala

25

Lys

Val

Thr

Gln

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Ser

10

Ser

Ala

Pro

Ile

Arg
90

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Leu

Ser

Pro

Ser

Ser

75

Thr

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Phe

79

Val

365

val

Pro

Thr

Val

Leu
445

Ala

Val

Leu

45

Phe

Leu

Tyr

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Ser

Gln

Pro

Leu

Trp

val

Asp

415

His

Pro

Val

15

Tyr

Ile

Gly

Pro

Tyr
95

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr
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Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100

Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro
115

Ala Ser Val Val Cys Leu Leu
130 135

Val Gln Trp Lys Val Asp Asn
145 150

Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser
165

Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala
180

Cys Glu Val Thr His Gln Gly
195

Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 37

<211> 448

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Glu

Ser

120

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
200

ES 2807217713

Ile

105

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

185

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

170

Glu

Ser

<223> Cadena pesada |lgG1KO0 de Anticuerpo C

<400> 37

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala

1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys Thr
20

Tyr Val His Trp Val Lys Gln
35

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asp
50 55

Gln Gly Lys Ala Thr Met Thr
65 70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Ser

Pro

Asp

Asp

Glu

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

Arg

Gln

Tyr

Ser

155

Thr

Lys

Pro

val

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Thr

Leu

Pro

140

Gly

Tyr

His

Val

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

80

Val

Lys

125

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
205

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

vVal

Ala

110

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

190

Lys

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Val

Tyr

Pro

Thr

Lys

Glu

160

Ser

Ala

Phe

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys



Thr

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Thr

Val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

290

val

Cys

Ser

Thr

115

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Tyr

100

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

vVal

Pro

Phe

val

260

Phe

Pro

Thr

Val

85

Tyr

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser
325

val

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Thr

Ser

120

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

200

val

Ala

Pro

Val

val

280

Gln

Gln

Ala

ES 2807217713

Tyr

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

val

265

Asp

Tyr

Asp

Leu

90

Gly

Lys

Gly

Pro

Thr

170

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro
330

Tyr

Gly

Gly

Val

155

Phe

Vval

Vval

Lys

Ala

235

Thr

Vval

Vval

Ser

Leu

315

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

81

Gly

Ser

125

Ala

val

Ala

Vval

His

205

Cys

Gly

Met

His

Val

285

Tyr

Gly

Ile

Gln

110

Val

Ala

Ser

Val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys
335

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

320

Thr
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Ile

Pro

Leu

Asn

385

Ser

Arg

Leu

Ser

Pro

val

370

Gly

Asp

Trp

His

<210> 38

<211> 448

Lys

Ser

355

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
435

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cadena pesada IgG1 de Anticuerpo C

<400> 38
Gln Val Gln Leu

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Thr

Val

Val

Arg

Gly

Glu

Thr

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Ala

340

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

420

His

Val

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyr

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

Gly

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

Gln

Met

Pro

375

Asn

Leu

Val

Gln

Pro

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
440

ES 2807217713

Arg

345

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Val Gln Ser Gly Ala

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

val

Thr

Gln

Asp

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Thr

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

410

Cys

Leu

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

Gly

Pro

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

val

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Gln

Val

Val

380

Pro

Thr

Val

Leu

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Trp

82

Val

Ser

365

Glu

Pro

Val

Met

Ser
445

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

Tyr

350

Leu

Trp

Val

Asp

His

430

Pro

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gly

Leu

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Lys

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr



Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

His

225

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

val

Thr

290

Val

Cys

Ser

Thr

115

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Lys

100

val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

Val

Pro

Phe

Val

260

Phe

Pro

Thr

val

Ala
340

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

325

Lys

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

215

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Ser

120

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

200

Val

Ala

Pro

val

Val

280

Gln

Gln

Ala

Pro

ES 2807217713

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

265

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg
345

Lys

Gly

Pro

Thr

170

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Gly

Gly

val

155

Phe

val

Vval

Lys

Leu

235

Thr

Val

Vval

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Gln

83

Ser

125

Ala

val

Ala

val

His

205

Cys

Gly

Met

His

val

285

Tyr

Gly

Ile

val

110

vVal

Ala

Ser

Val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr
350

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

335

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

320

Thr

Leu
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Pro

Leu

Asn

385

Ser

Arg

Pro

Val

370

Gly

Asp

Trp

Ser

355

Lys

Gln

Gly

Gln

Leu His Asn

<210> 39

<211> 445

435

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cadena pesada IgG4DM de Anticuerpo C

<400> 39
Gln Val Gln Leu

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Thr

Leu

Val

Val

Arg

50

Gly

Glu

Thr

val

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

420

His

Val

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyr

100

val

Glu

Phe

Glu

Phe

405

Gly

Tyr

Glu

Tyr

Asn

390

Phe

Asn

Thr

Met

Pro

375

Asn

Leu

vVal

Gln

Thr

360

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
440

ES 2807217713

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

425

Ser

Val Gln Ser Gly Ala

5

Ser

Vval

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

val

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Thr

Ser

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr

105

Thr

Asn

Ile

Thr

Lys

410

Cys

Leu

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

Gly

Lys

Gln

Ala

Thr

395

Leu

Ser

Ser

Val

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Val

Val

380

Pro

Thr

Val

Leu

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Trp

Pro

84

Ser

365

Glu

Pro

vVal

Met

Ser
445

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

vVal

Gly

Ser

Leu

Trp

Val

Asp

His

430

Pro

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln

110

Vval

Thr

Glu

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gly

Phe

Cys

Ser

Asp

400

Ser

Ala

Lys

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Pro



Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

225

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

305

val

Ala

Gln

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

290

Val

Ser

Lys

Glu

115

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

275

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu
355

Cys

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Pro

Lys

Val

260

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

340

Met

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Lys

Asp

Ala

Pro

245

Val

Val

Gln

Gln

Gly

325

Pro

Thr

Arg

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

230

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

310

Leu

Arg

Lys

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

215

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

295

Trp

Pro

Glu

Asn

120

Thr

Pro

val

Ser

Thr

200

Val

Phe

Thr

Val

val

280

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln
360

ES 2807217713

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Glu

Leu

Ser

265

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

345

val

Glu

Pro

Thr

170

val

Asn

Ser

Gly

Met

250

Gln

Val

Tyr

Gly

Ile

330

Val

Ser

Ser

Val

155

Phe

val

vVal

Lys

Gly

235

Ile

Glu

His

Arg

Lys

315

Glu

Tyr

Leu

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asp

Tyr

220

Pro

Ser

Asp

Asn

val

300

Glu

Lys

Thr

Thr

85

125

Ala

Val

Ala

Val

His

205

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

285

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys
365

Ala

Ser

val

Pro

190

Lys

Pro

Val

Thr

Glu

270

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

350

Leu

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Pro

Phe

Pro

255

Val

Thr

val

Cys

Ser

335

Pro

Val

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Cys

Leu

240

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

320

Lys

Ser

Lys



10

Gly

Pro

385

Ser

Glu

His

Phe

370

Glu

Phe

Gly

Tyr

<210> 40

<211> 448

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
435

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cadena pesada IlgG1K0b de Anticuerpo C

<400> 40
Gln Val Gln Leu

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Thr

Leu

Leu

val

Val

Arg

50

Gly

Glu

Thr

val

Ala

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr

115

Pro

Pro

Asn

Leu

val

420

Gln

Val

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyr

100

val

Ser

Ser

Tyr

Tyr

405

Phe

Lys

Asp

Lys

390

Ser

Ser

Ser

Ile

375

Thr

Arg

Cys

Leu

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
440

ES 2807217713

vVal

Pro

Thr

val

425

Leu

Val Gln Ser Gly Ala

5

Ser

Vval

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Ser

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

Val

Ser

Lys

Thr

Gln

Asp

Thr

Arg

Gly

Ala

Ser

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Thr

Ser

120

Thr

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr

105

Thr

Ser

Glu

Pro

Val

410

Met

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

90

Gly

Lys

Gly

Trp

Val

395

Asp

His

Leu

val

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

Glu

380

Leu

Lys

Glu

Gly

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Trp

Pro

Thr

86

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
445

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

val

Gly

Ser

125

Ala

Asn

Ser

Arg

Leu
430

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln

110

val

Ala

Gly

Asp

Trp

415

His

Gly

15

Asp

Trp

Lys

val

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Gln

Gly

400

Gln

Asn

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly



Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

His

225

val

Thr

Glu

Lys

Ser

305

Lys

Ile

Pro

Leu

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

290

val

Cys

Ser

Pro

val
370

Val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

275

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

355

Lys

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Pro

Phe

vVal

260

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

340

Arg

Gly

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

245

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

325

Lys

Asp

Phe

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

230

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

310

Asn

Gly

Glu

Tyr

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

215

Pro

Lys

Vval

Tyr

Glu

295

His

Lys

Gln

Leu

Pro
375

Pro

Val

Ser

Ile

200

Val

Ala

Pro

val

Val

280

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

360

Ser

ES 2807217713

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

265

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

345

Lys

Asp

Pro

Thr

170

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

250

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

330

Glu

Asn

Ile

val

155

Phe

val

Val

Lys

Ala

235

Thr

Vval

Val

Ser

Leu

315

Ala

Pro

Gln

Ala

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

220

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Asn

Pro

Gln

VvVal

Val
380

87

val

Ala

val

His

205

Cys

Gly

Met

His

vVal

285

Tyr

Gly

Ile

vVal

Ser

365

Glu

Ser

Val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

350

Leu

Trp

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

335

Thr

Thr

Glu

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

320

Thr

Leu

Cys

Ser
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15

20

ES 2807217713

Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr

385

390

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys

405

410

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys

420

425

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

435

<210> 41

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

440

Thr Pro Pro

395

Leu Thr Val

Ser Val Met

Ser Leu Ser

445

<223> Cadena ligera variable en ambos Bl 655034 y Bl 655035

<400> 41

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val

1 5

Glu Arg Val Thr Met
20

Gly Asn Gln Lys Asn
35

Pro Pro Lys Leu Leu
50

Pro Asp Arg Phe Ser
65

Ile Ser Ser Leu Gln
85

Asp Tyr Thr Tyr Pro
100

Lys

<210> 42

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser
25

Trp

Thr

Ser

Val

Gly
105

10

Ser

His

Ser

Gly

Ala

90

Gly

Gln

Gln

Thr

Thr

75

val

Gly

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

<223> Cadena pesada variable en ambos Bl 655034 y Bl 655035

<400> 42

88

Val

Asp

His

430

Pro

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
110

Leu

Lys

415

Glu

Gly

Leu

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Asp

400

Ser

Ala

Lys

Gly

Ser

Gln

val

Thr

80

Asn

Ile
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15

Glu Val

Ser Leu

Gly Met

Ala Tyr
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Thr Leu

<210> 43
<211> 113

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gln

val
115

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

100

Thr

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Gly

Val

Lys

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Arg

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Tyr

ES 2807217713

Gly

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Ala
105

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Met

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Trp

<223> Cadena ligera variable en ambos Bl 655036 y Anticuerpo A

<400> 43

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu

1

Glu Arg

Gly Asn

Pro Pro
50

Pro Asp

Ile Ser

Asp Tyr

Lys

<210> 44
<211> 119

Ala

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Thr

Thr
20

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr
100

5

Met

Asn

Leu

Ser

Gln
85

Pro

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Cys

Leu

Tyr
55

Ser

Glu

Thr

Lys

Thr
40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser
25

Trp

Thr

Ser

val

Gly
105

10

Ser

His

Ser

Gly

Ala
90

Gly

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg
60

Asp

Tyr

Thr

89

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
110

Gly
15

Asp

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Gln

Leu
15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Glu

Gly

Tyr

vVal

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

Asn

Ile
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15

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2807217713

<223> Cadena pesada variable en ambos Bl 655036 y Anticuerpo A

<400> 44

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Gly Met His Trp Val
35

Ala Tyr Ile Ser Ser
50

Lys Gly Arg Phe Thr
65

Leu Gln Met Asn Ser
85

Ala Arg Gln Asp Gly
100

Thr Leu Val Thr Val
115

<210> 45

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Arg

Ser

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Tyr

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Ala
105

Gly Leu Val Lys Pro

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Met

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Trp

<223> Cadena ligera variable en ambos Bl 655038 y Bl 655039

<400> 45

90

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Ala
110

Gly
15

Asp

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Gln

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Gly
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15

Asp Ile

Glu Lys

Gly Asn

Pro Pro
50

Pro Asp
65

Ile Ser

Asp Tyr

Lys

<210> 46
<211> 119

Val

vVal

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Thr

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr
100

Thr

Met

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

ES 2807217713

Asp

Ser
25

Trp

Thr

Ser

vVal

Gly
105

Ser

10

Ser

His

Ser

Gly

Ala

90

Ala

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

val

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

<223> Cadena pesada variable en ambos Bl 655038 y Bl 655039

<400> 46

Glu Val Gln Leu

1

Ser Arg

Gly Met

Ala Tyr
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Thr Leu

<210> 47
<211> 113

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gln

Val
115

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

100

Thr

Val Glu Ser Gly Gly

5

Ser

val

Ser

Thr

Ser

85

Gly

val

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ala

Gln

Asn
55

Ser

Arg

Arg

Ser

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Tyr

Ser
25

Pro

Ile

Asp

Glu

Ala
105

Gly Leu Val Lys

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

Met

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

Thr

Gly

Tyr
60

Lys

Ala

Tyr

91

Phe

Leu

Ala

Asn

Leu

Trp

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

vVal
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Leu
15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly
15

Asp

Trp

Thr

Leu

Tyr
95

Gln

Gly

Ser

Gln

vVal

Thr

80

Asn

Ile

Gly

Tyr

Vval

Val

Tyr

80

Cys

Gly



10

15

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cadena ligera variable en ambos Bl 655040 y Bl 655041

<400> 47

Asp

1

Glu

Gly

Pro

Pro

65

Ile

Asp

Lys

Ile

Arg

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

<210> 48

<211> 119

Val

Val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Thr

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cadena pesada variable en ambos Bl 655040 y Bl 655041

<400> 48

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr
100

Thr

5

Met

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

ES 2807217713

Ser Pro Asp Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser
25

Trp

Thr

Ser

Val

Gly
105

10

Ser

His

Ser

Gly

Ala

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

val

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

92

vVal

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
110

Leu

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Gly

Ser

Gln

val

Thr

80

Asn

Ile
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15

Glu Val

Ser Leu

Gly Met

Ala Tyr
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Thr Leu

<210> 49
<211> 113

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gln

val
115

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Asp

100

Thr

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Gly

Val

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Arg

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Tyr

ES 2807217713

Gly

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Ala
105

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Met

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu
45

Ala

Asn

Leu

Trp

<223> Cadena ligera variable en ambos Bl 655042 y Bl 655043

<400> 49

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val

1

Glu Arg

Gly Asn

Pro Pro
50

Pro Asp

Ile Ser

Asp Tyr

Lys

<210> 50
<211> 119

val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Thr

Thr
20

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr
100

5

Met

Asn

Leu

Ser

Gln
85

Pro

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Cys

Leu

Tyr
55

Ser

Glu

Thr

Lys

Thr
40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser
25

Trp

Thr

Ser

val

Gly
105

10

Ser

His

Ser

Gly

Ala
90

Ala

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Ser

Gln

Arg
60

Asp

Tyr

Thr

93

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Pro

Ser

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
110

Gly
15

Asp

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Gln

Leu
15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Glu

Gly

Tyr

vVal

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

Asn

Ile
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<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2807217713

<223> Cadena ligera variable en ambos Bl 655042 y Bl 655043

<400> 50

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys

1 5

Ser Arg Arg Leu Ser
20

Gly Met His Trp Val
35

Ala Tyr Ile Ser Ser
50

Lys Gly Arg Phe Thr
65

Leu Gln Met Asn Ser
85

Ala Arg Gln Asp Gly
100

Thr Leu Val Thr Val
115

<210> 51

<211> 113

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Arg

Ser

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Ala

Tyr

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Ala
105

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Met

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

<223> Cadena ligera variable en ambos Bl 655044 y Bl 655045

<400> 51

94

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Gly
15

Asp

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Gln

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Gly
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15

Asp Ile

Glu Lys

Gly Asn

Pro Pro
50

Pro Asp
65

Ile Ser

Asp Tyr

Lys

<210> 52
<211> 113

Val

vVal

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Thr

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr
100

Thr

Met

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Lys

Thr

40

Trp

Gly

Asp

Phe

ES 2807217713

Asp

Ser
25

Trp

Thr

Ser

Leu

Gly
105

Ser

10

Ser

His

Ser

Gly

Ala

90

Ala

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

val

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

<223> Cadena ligera variable en ambos Bl 655046 y Anticuerpo B

<400> 52

Asp Ile Val Met Thr Gln

1

Glu Lys

Gly Asn

Pro Pro
50

Pro Asp

Ile Ser

Asp Tyr

Lys

<210> 53
<211> 119

val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Thr

Thr
20

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr
100

5

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln
85

Pro

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Ser Pro Asp Ser Leu

Cys

Leu

Tyr
55

Ser

Glu

Thr

Lys

Thr
40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser
25

Trp

Thr

Ser

val

Gly
105

10

Ser

His

Ser

Gly

Ala
90

Gly

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Ala

Ser

Gln

Arg
60

Asp

Tyr

Thr

95

vVal

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

vVal
110

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
110

Leu
15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Leu
15

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Glu

Gly

Ser

Gln

vVal

Thr

80

Asn

Ile

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

Asn

Ile
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15

ES 2807217713

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cadena pesada variable en cada uno de Bl 655044, Bl 655045, Bl 655046 y Anticuerpo B
<400> 53

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

Ala Tyr Ile Ser Ser Gly Asn Arg Ile Ile Tyr Tyr Ala Asp Thr Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

Ala Arg Gln Asp Gly Tyr Arg Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 54

<211> 106

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cadena ligera variable en Bl 655052

<400> 54

96



ES 2807217713

Gln Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30

Leu Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Trp Ile Tyr
35 40 45

Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu
65 70 75 80

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Thr Phe Tyr Pro Tyr Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 55

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cadena ligera variable en cada uno de Bl 655053, Bl 655055, Bl 655057, Bl 655059 y Bl 655061

<400> 55
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30

Leu Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
35 40 45

Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu
65 70 75 80

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Thr Phe Tyr Pro Tyr Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 56

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cadena ligera variable en cada unode Bl 655054, Anticuerpo B, Bl 655058, Bl 655060 y Bl 655062

97
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15

ES 2807217713

<400> 56
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30

Leu Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
35 40 45

Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu
65 70 75 80

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Thr Phe Tyr Pro Tyr Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 57

<211> 118

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cadena pesada variable en cada uno de Bl 655052, Bl 655053 y Bl 655054

<400> 57
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Asn Ile Thr Asp Tyr
20 25 30

Tyr Val His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asp Gly Asp Ser Lys Tyr Ala Pro Lys Phe

Gln Gly Lys Ala Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr Thr Ser Tyr Tyr Val Gly Thr Tyr Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 58

<211>118
<212> PRT

98
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15

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2807217713

<223> Cadena pesada variable en ambos Bl 655055 y Anticuerpo C

<400> 58

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala

1 5

Ser Val Lys Val Ser
20

Tyr Val His Trp Val

Gly Arg Ile Asp Pro

Gln Gly Lys Ala Thr
65

Met Glu Leu Ser Ser
85

Thr Thr Ser Tyr Tyr
100

Leu Val Thr Val Ser
115

<210> 59

<211> 118

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

val

Ser

Thr

Gln

Asp

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Thr

Ser
25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Glu Val Lys Lys Pro

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp
90

Gly

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Trp

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

<223> Cadena pesada variable en ambos Bl 655057 y Bl 655058

<400> 59

99

Lys
30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

Gly
15

Asp

Trp

Lys

Val

Tyr
95

Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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15

Gln Val

Ser Val

Tyr Val

Gly Arg
50

Gln Gly
65

Met Glu

Thr Thr

Leu Val

<210> 60
<211>118

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr
115

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Tyr

100

Val

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Gln

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

val

Ser

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Thr

ES 2807217713

Ala

Ser

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

90

Gly

Val

Lys

Phe Asn

Gln Gly

Lys

Tyr
60

Ser Thr

75

Thr Ala

Tyr

Trp

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

val

Gly

<223> Cadena pesada variable en ambos Bl 655059 y Bl 655060

<400> 60
Gln Vval
1

Ser Val

Tyr Val

Gly Arg
50

Gln Gly
65

Met Glu

Thr Thr

Leu Val

<210> 61

Gln

Lys

His

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr
115

Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys

Val

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyr

100

val

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ser

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

val

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Thr

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp

Gly

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Trp

100

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gly

Gly
15

Asp

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr



10

15

20

<211>118
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2807217713

<223> Cadena pesada variable en ambos Bl 655061 y Bl 655062

<400> 61

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala

1 5

Ser Val Lys Val Ser
20

Tyr Val His Trp Val
35

Gly Arg Ile Asp Pro
50

Gln Gly Lys Ala Thr
65

Met Glu Leu Ser Ser
85

Thr Thr Ser Tyr Tyr
100

Leu Val Thr Val Ser
115

<210> 62

<211> 118

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

Val

Ser

Thr

Gln

Asp

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Thr

Ser
25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Glu Val Lys Lys

10

Gly

Gly

Ser

Thr

Asp
90

Gly

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Trp

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

Pro

Thr
30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

<223> Secuencia pesada variable Version 1 de Anticuerpo 19B10-Hum

<400> 62

101

Gly
15

Asp

Trp

Lys

val

Tyr
95

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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15

Gln Val

Ser Val

Tyr Val

Gly Arg
50

Gln Gly
65

Met Glu

Thr Thr

Leu Val

<210> 63
<211>118

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr
115

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Val

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyr

100

Val

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Gln

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

val

Ser

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Thr

ES 2807217713

Ala

Ser

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Gly

Val

Lys

Phe Asn

Gln Gly

Lys

Phe
60

Ser Thr

75

Thr Ala

Tyr

Trp

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

<223> Secuencia pesada variable Version 2 de Anticuerpo 19B10-Hum

<400> 63
Gln Vval
1

Ser Val

Tyr Val

Gly Arg
50

Gln Gly
65

Met Glu

Thr Thr

Leu Val

<210> 64

Gln Leu Val Gln Ser

Lys

His

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr
115

Val

20

Trp

Asp

Val

Ser

Tyr

100

val

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ser

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

val

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Gly Ala Glu val Lys Lys Pro

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Thr

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Gly

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Asn

Gly

Phe

60

Thr

Ala

Trp

102

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gly

Gly
15

Asp

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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20

<211>118
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2807217713

<223> Secuencia pesada variable Version 3 de Anticuerpo 19B10-Hum

<400> 64
Gln Val Gln Leu Val
1 5

Ser Val Lys Val Ser
20

Tyr Val His Trp Val
35

Gly Arg Ile Asp Pro
50

Gln Gly Lys Ala Thr
65

Met Glu Leu Ser Ser
85

Thr Thr Ser Tyr Tyr
100

Leu Val Thr Val Ser
115

<210> 65

<211> 118

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gln Ser Gly Ala

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

Val

Ser

Thr

Gln

Asp

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Thr

Ser
25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Glu Val Lys Lys Pro

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
90

Gly

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Asn

Gly

Phe

60

Thr

Ala

Trp

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

Lys
30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

<223> Secuencia pesada variable Version 4 de Anticuerpo 19B10-Hum

<400> 65

103

Gly
15

Asp

Trp

Lys

val

Tyr
95

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr



10

15

Gln Val

Ser Val

Tyr Val

Gly Arg
50

Gln Gly
65

Met Glu

Thr Thr

Leu Val

<210> 66
<211>118

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr
115

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Val

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyr

100

Val

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Gln

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

val

Ser

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Thr

ES 2807217713

Ala

Ser

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Gly

Val

Lys

Phe Asn

Gln Gly

Lys

Phe
60

Ser Thr

75

Thr Ala

Tyr

Trp

Lys

Ile

Leu

45

Ala

Ser

val

Gly

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

<223> Secuencia pesada variable Version 5 de Anticuerpo 19B10-Hum

<400> 66
Gln Vval
1

Ser Val

Tyr Val

Gly Arg
50

Gln Gly
65

Met Glu

Thr Thr

Leu Val

<210> 67

Gln Leu Val Gln Ser

Lys

His

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr
115

Val

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyr

100

val

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ser

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

val

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Gly Ala Glu val Lys Lys Pro

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Thr

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Gly

Phe

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Asn

Gly

Phe

60

Thr

Ala

Trp

104

Ile

Leu

45

Ala

Ser

Val

Gly

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gly

Gly
15

Asp

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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20

<211>118
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2807217713

<223> Secuencia pesada variable Version 1 de Anticuerpo 10F2Hum

<400> 67
Glu Val Gln Leu Val
1 5

Thr Val Lys Ile Ser
20

Tyr Ile His Trp Val

Gly Arg Ile Asp Pro

Gln Gly Arg Val Thr
65

Met Glu Leu Ser Ser
85

Thr Thr Ser Tyr Tyr
100

Thr Val Thr Val Ser
115

<210> 68

<211>118

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gln Ser Gly

Cys Lys Val

Lys Gln Arg
40

Glu Asp Gly
55

Met Thr Ala
70

Leu Arg Ser

Val Gly Thr

Ser

Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
10 15

Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
25 30

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
45

Asp Thr Lys Tyr Asp Pro Lys Phe
60

Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
75 80

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
90 95

Tyr Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
105 110

<223> Secuencia pesada variable Version 2 de Anticuerpo 10F2Hum

<400> 68

105



ES 2807217713

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

Thr Val Lys Ile Ser Cys Thr Val Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Ile His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asp Gly Asp Thr Lys Tyr Asp Pro Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr Thr Ser Tyr Tyr Val Gly Thr Tyr Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Thr Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 69
<211> 118
5 <212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia pesada variable Version 3 de Anticuerpo 10F2Hum
10
<400> 69
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Thr Val Lys Ile Ser Cys Thr Val Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
20 25 30

Tyr Ile His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asp Gly Asp Thr Lys Tyr Asp Pro Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Lys Val Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

Thr Thr Ser Tyr Tyr Val Gly Thr Tyr Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Thr Val Thr Val Ser Ser
115
15
<210> 70
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<211>118
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2807217713

<223> Secuencia pesada variable Version 4 de Anticuerpo 10F2Hum

<400> 70
Glu Val Gln Leu Val
1 5

Thr Val Lys Ile Ser
20

Tyr Ile His Trp Val

Gly Arg Ile Asp Pro

Gln Gly Lys Ala Thr
65

Met Glu Leu Ser Ser
85

Thr Thr Ser Tyr Tyr
100

Thr Val Thr Val Ser
115

<210> 71

<211>118

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gln Ser Gly

Cys Thr Val

Lys Gln Ala
40

Glu Asp Gly
55

Met Thr Ala
70

Leu Arg Ser

Val Gly Thr

Ser

Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
10 15

Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
25 30

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
45

Asp Thr Lys Tyr Asp Pro Lys Phe
60

Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
75 80

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
90 95

Tyr Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
105 110

<223> Secuencia pesada variable Version 5 de Anticuerpo 10F2Hum

<400> 71
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10

15

Glu Val

Thr Val

Tyr Ile

Gly Arg
50

Gln Gly
65

Met Glu

Thr Thr

Thr Val

<210> 72
<211> 118

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr
115

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Leu

Ile

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyr

100

Val

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Gln

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

val

Ser

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Gly

Val

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Thr

ES 2807217713

Ala

Ser

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Gly

Val

Phe

Lys

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Trp

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Asp

val

Gly

Pro

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

<223> Secuencia pesada variable Version 6 de Anticuerpo 10F2Hum

<400> 72
Glu val

1

Thr Vval

Tyr Ile

Gly Arg
50

Gln Gly
65

Met Glu

Thr Thr

Thr Val

<210> 73

Gln Leu Val Gln Ser

Lys

His

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr
115

Ile

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Tyr

100

val

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ser

Cys

Lys

Glu

Met

70

Leu

val

Ser

Thr

Gln

Asp

55

Thr

Arg

Gly

Gly Ala Glu val Lys Lys Pro

Val

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Thr

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Gly

Phe

Lys

Lys

Ser

75

Thr

Tyr

Asn

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Trp

108

Ile

Leu

45

Asp

Asp

Val

Gly

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Gly
15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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20

<211>118
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2807217713

<223> Secuencia pesada variable Version 7 de Anticuerpo 10F2Hum

<400> 73
Glu Val Gln Leu Val
1 5

Thr Val Lys Ile Ser
20

Tyr Ile His Trp Val

Gly Arg Ile Asp Pro

Gln Gly Arg Val Thr
65

Met Glu Leu Ser Ser
85

Thr Thr Ser Tyr Tyr
100

Thr Val Thr Val Ser
115

<210> 74

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gln Ser Gly

Cys Lys Val

Gln Gln Ala
40

Glu Asp Gly
55

Met Thr Ala
70

Leu Arg Ser

Val Gly Thr

Ser

Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
10 15

Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr
25 30

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
45

Asp Thr Lys Tyr Asp Pro Lys Phe
60

Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr
75 80

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
90 95

Tyr Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
105 110

<223> Secuencia ligera variable Versién 1 de Anticuerpo 10F2Hum

<400> 74
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15

20

Asp Ile Gln Met Thr

Asp Arg Val Thr Ile
20

Leu Trp Phe Gln Gln
35

Ser Thr Ser Asn Leu
50

Gly Ser Gly Thr Asp
65

Asp Phe Ala Thr Tyr
85

Phe Gly Gly Gly Thr
100

<210> 75

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia ligera variable Versién 2 de Anticuerpo 10F2Hum

<400> 75

Gln

Thr

Lys

Ala

Phe

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Val

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu

ES 2807217713

Ser

Ala

25

Lys

Val

Thr

Gln

Ile
105

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser

1 5
Asp Arg Val Thr Ile
20

Leu Trp Phe Gln Gln

Ser Thr Ser Asn Leu

Gly Ser Gly Thr Asp
65

Asp Phe Ala Thr Tyr
85

Phe Gly Gly Gly Thr
100

<210> 76

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia ligera variable Versién 3 de Anticuerpo 10F2Hum

Thr

Lys

Ala

Phe

70

Tyr

Lys

Cys

Pro

Ser

Thr

Cys

Val

Ser

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala
25

Lys

val

Thr

Gln

Ile
105

Ser

10

Thr

Ala

Pro

Ile

Arg

90

Lys

Ser
10

Thr

Ala

Pro

Ile

90

Lys

Leu

Ser

Pro

Ser

Ser

75

Thr

Leu

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Thr

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Phe

Ser

Ser

Lys

Arg

Ser

Phe

110

Ala

Val

Leu

45

Phe

Leu

Tyr

Ala

val

Leu

45

Phe

Leu

Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Ser

Gln

Pro

Ser

Ser
30

Leu

Ser

Gln

Pro

Val

15

Tyr

Ile

Gly

Pro

Tyr
95

val
15

Tyr

Ile

Gly

Pro

Tyr
95

Gly

Ile

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Gly

Ile

Tyr

Ser

Glu

80

Thr
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15

20

25

<400> 76

Gln

Asp

Leu

Ser

Gly

65

Asp

Phe

Ile

Arg

Trp

Thr

50

Ser

Phe

Gly

<210> 77
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR3 para 2H11, 10F2y 19B10

<400> 77
Thr Thr Ser Tyr Tyr Val Gly Thr Tyr Gly Tyr

1

<210> 78
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR3 para 20E2

<400> 78

Ala Arg Gln Asp Gly Tyr Arg Tyr Ala Met Asp Tyr

1

Gln

Val

Phe

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Met

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Leu

Asp

Tyr

85

Thr

5

5

Gln

Thr

Lys

Ala

Phe

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Val

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu

ES 2807217713

Ser

Ala

25

Lys

Val

Thr

Gln

Ile
105

Ser

10

Thr

Ala

Pro

Ile

Arg

Lys

10

10

Leu

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Thr

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Phe

111

Ala

Val

Leu

45

Phe

Leu

Tyr

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Gln

Pro

Val

15

Tyr

Ile

Gly

Pro

Tyr
95

Gly

Ile

Tyr

Ser

Glu

80

Thr
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ES 2807217713

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-CD40 humanizado que tiene una cadena pesada variable y una cadena ligera variable que
comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO: 52, respectivamente, donde el
anticuerpo comprende una region Fc de inmunoglobulina humana y en donde el anticuerpo es un anticuerpo IgG1.

2. El anticuerpo anti-CD40 humanizado segun la reivindicacién 1 que tiene una cadena ligera que comprende las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 31 y una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33 o0 SEQ ID NO: 35.

3. El anticuerpo anti-CD40 humanizado segun la reivindicaciéon 1 o 2, donde el anticuerpo tiene una mutacién
Leu234Alay Leu235Ala en la regién Fc.

4. El anticuerpo anti-CD40 humanizado de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 para uso en el tratamiento o
mejora de una enfermedad o trastorno en un mamifero.

5. El anticuerpo anti-CD40 humanizado para uso como en la reivindicacion 4, donde la enfermedad o trastorno se
selecciona del grupo que consiste en: enfermedad injerto frente huésped, enfermedad autoinmune o inflamatoria y
cancer que expresa CD40.

6. El anticuerpo anti-CD40 humanizado para uso como en la reivindicacion 5, en donde la enfermedad autoinmune o
inflamatoria se selecciona del grupo que consiste en artritis reumatoide, esclerosis mdultiple, glomerulonefritis
proliferativa por lupus, enfermedad inflamatoria del intestino (Ell), psoriasis, purpura trombocitopénica idiopatica
(PTI), enfermedad de Crohn y lupus eritematoso sistémico (LES), tiroiditis de Hashimoto, mixoedema primario,
tirotoxicosis/enfermedad de Graves, anemia perniciosa, gastritis atrofica autoinmune, carditis autoinmune,
enfermedad de Addison, menopausia prematura, diabetes mellitus tipo 1, sindrome de Goodpasture, miastenia
gravis, anemia hemolitica autoinmune, leucopenia idiopatica, cirrosis biliar primaria, hepatitis cronica activa (HBs Ag
negativo), cirrosis criptogénica, sindrome de Sjogren, dermatomiositis, esclerodermia, enfermedad conectiva de los
tejidos mixtos, lupus eritematoso discoide y vasculitis sistémica.

7. El anticuerpo anti-CD40 humanizado para uso como en una cualquiera de las reivindicaciones 4-6, para uso con
un segundo agente terapéutico.

8. El anticuerpo anti-CD40 humanizado para uso como en una cualquiera de las reivindicaciones 4-7, donde dicho
anticuerpo se administra por via parenteral, via intravenosa o via de administracién subcutanea.

9. Una composicién farmacéutica que comprende: (i) el anticuerpo anti-CD40 humanizado de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3; y (ii) un excipiente farmacéuticamente aceptable; y donde el anticuerpo se conjuga
opcionalmente con un segundo agente.

10. Polinucledtidos aislados que comprenden una secuencia que codifica un anticuerpo anti-CD40 humanizado que
tiene la secuencia de aminodcidos de regién variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 53 y la secuencia de
aminodcidos de region variable de cadena ligera de la SEQ ID NO: 52, donde el anticuerpo comprende una region

Fc de inmunoglobulina humana y donde el anticuerpo es un anticuerpo IgG1.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4

Ensayo de proliferacion de células B humanas

Antagonismo Agonismo
Nombre de Ab Isotipo Media IC50 nM+SEM (n) | SI £SEM (n)
Anticuerpo B higG1KO 0.2+0.09 (n=3) 1+0.3 (n=3)
Anticuerpo A hlgG1KO 0.3+0.03 (n=3) 1+£0.13 (n=3)
Anticuerpo C higG1KO 0.1£0.01 (n=3) 1+0.06 (n=3)
10F2 hligG1KO 0.840.11 (n=3) 1+0.09 (n=3)
4D11 higG4DM 0.02+0.01 (n=3) 1+0.11 (n=3)
G28.5 migG1 NT 7+1.94 (n=3)
musD12 higG4Pro Sin inhibicion hasta 67nM | 18+3.1 (n=3)
NT=no analizado
FIGURA 5
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FIGURA 6

mAB (isotipo)

IC50 (nM +/- SEM)

N2 de cambios

Cél. B purificadas HWB
Anticuerpo B 0.6 +/- 0.3 (n=4) 1.3 +/- 0.7(n=4) 2.2
4D11 (higG4 DM) 0.03 +/- 0.01 (n=5) 0.6 +/- 0.3 (n=4) 20.0

mAB (isotipo)

IC30 (nM +/- SEM)

Cél. B purificadas

HWB

N¢ de cambios

Anticuerpo B 5.3 +/- 2.4 (n=4) 4.3 +/- 2.1 (n=4) 0.8
4D11 (higG4 DM) 0.05 +/- 0.02 (n=5) | 1.3 +/- 0.64 (n=4) 26
FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 10

IgG (ng/ml)

IgM(ng/ml)
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FIGURA 11

Intensidad de fluorescencia media

19810  10F2

m@m0.02 ug/ml
m0.1 ug/ml
o0.5 ug'mi

Isotipo G285  5c3 2H11  20E2
FIGURA 12
EC50 nM (intervalo)
Anticuerpo B 4D11
'Células B
' Humanas (n = 6) 1.8 (1.2 t0 2.3) 0.3 (0.1t0 0.3)
_ Cynomolgus (n=5) |21(141t029) 0.7 (0.6 t0 0.8)
Plaquetas
Humanas (n = 5) 4.6 (2.5t0 5.8) 0.7 (0.4 10 0.9)
Cynomolgus (n = 5) 39(2.7106.2) 1.2(091t01.7)
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FIGURA 13

% de citotoxicidad

ADCC 50:1 PBMC:Células Ramos
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