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Abstract 

CD40, a member of the tumor necrosis factor receptor superfamily, plays a critical role in mediating 

immune cell communication and serves as a bridge between innate and adaptive immunity. It is widely 

expressed on the surface of DCs, macrophages, B cells and a wide range of tumors. Upon binding with 

its trimeric ligand (CD40L) which is expressed on activated T cells, CD40 promotes the activation and 

differentiation of APCs, resulting in the generating robust anti-tumor responses. In particular, CD40 

stimulation on DCs can induce the expression of MHC molecules and co-stimulatory molecules (CD80, 

CD86, etc) and can re-educate macrophages to induce apoptosis of cancer cells. Hence, the activation 

of CD40 through its ligation is well-known to impart anti-tumor effects, either directly or indirectly, by 

stimulating both adaptive and innate immune cells. Therefore, CD40 emerges as a promising 

therapeutic target for cancer immunotherapy. 

Over the past two decades, CD40 agonists have shown promising anti-tumor responses in both pre-

clinical and early clinical trials. Among various CD40 agonists, agonist CD40 antibodies (αCD40) have 

gained significant attention and shown immense potential to stimulate long-lasting anti-tumor response. 

αCD40 mimics the function of CD40L and promotes anti-tumor effects by activating both innate and 

adaptive immune cells and has shown promising results in both preclinical and clinical studies. 

However, the use of αCD40 is associated with certain limitations, which serve as one of the bottlenecks 

for further clinical development. Various pre-clinical and clinical studies of αCD40 revealed that the 

administration of αCD40 is linked with potential disadvantages like cytokine release syndromes, organ-

specific toxicities, autoimmune reactions and thromboembolic syndromes. In addition, αCD40 

administration has been shown to surge the expression of PD-L1, and CTLA-4 in TME leading to the 

dysfunction and apoptosis of tumor killing immune cells; ultimately causing immune resistance and 

supporting tumor progression. Moreover, within TME, the low expression of these co-stimulatory 

molecules (CD40, CD86, and CD80) and the reduced availability of tumor antigens, often caused by 

antigen masking, significantly hinder the effectiveness of cancer immunotherapy. Therefore, these 

disadvantages limit the clinical efficacy of αCD40 and suggest an utmost need to develop some 

strategies to improve the efficacy while averting its associated toxicities. To this end, in this thesis, 
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novel therapeutic combinations and formulations were developed to address these issues: 

 

1. Combination study with cell-free vaccine using Dendritic cell-derived extra-cellular vesicles: A 

cell-free vaccine using tumor specific DC-derived extracellular vesicles (DeX) was designed and 

combined with αCD40 to enhance the anti-tumor efficacy. The combination therapy significantly 

delayed the tumor growth and showed 40% tumor-free survival. αCD40/DeX combination showed 

modulation of tumor microenvironment and significantly reduced lung metastasis.  

 

2. Combinatorial approach with tyrosine kinase inhibitor: Ponatinib, a tyrosine kinase inhibitor, 

boosted the anti-tumor efficacy of αCD40 while limiting the associated toxicities. The combination 

therapy improved the overall survival across different tumor models, reduced PD-L1 expression and 

averted αCD40 associated toxicities.  

 

3. CD40 agonist antibody engineered immunosomes: A novel formulation (Immunosomes) was 

engineered to enable selective delivery of αCD40 and RRX-001 to tumors. Immunosomes significantly 

modulated TME, surged pro-inflammatory cytokines, showed 100% tumor-free survival and reduced 

associated toxicities. Most interestingly, Immunosomes generated long-lasting immune memory that 

prevented future tumour recurrence without further treatment. 
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सार 

CD40, ट्यूमर िेक्रोनसस फैक्टर ररसेप्टर सुपरफैनमली का एक सदस्य है, जो प्रनतरक्षा कोनिका संचार में मध्यस्थता 

करि ेमें महत्वपूर्ण भूनमका निभाता है और जन्मजात और अिुकूली प्रनतरक्षा के बीच एक पुल के रूप में कायण करता 

है। यह डीसी, मैक्रोफेज, बी कोनिकाओ ंऔर ट्यूमर की एक नवसृ्तत श्रृंखला की सतह पर व्यापक रूप से व्यक्त नकया 

जाता है। सनक्रय टी कोनिकाओ ंपर व्यक्त अपि ेनटिमेररक नलगैंड (CD40L) के साथ बंधि ेपर, CD40 APCs की 

सनक्रयता और भेदभाव को बढावा देता है, नजसके पररर्ामस्वरूप मजबूत एंटी-ट्यूमर प्रनतनक्रयाएँ उत्पन्न होती हैं। 

नविेष रूप से, DC पर CD40 उते्तजिा MHC अर्ुओ ंऔर सह-उते्तजक अर्ुओ ं (CD80, CD86, आनद) की  

अनभव्यक्तक्त को पे्रररत कर सकती है और कैं सर कोनिकाओ ंके एपोप्टोनसस को पे्रररत करि ेके नलए मैक्रोफेज को नफर 

से निनक्षत कर सकती है। इसनलए, इसके बंधि के माध्यम से CD40 की सनक्रयता, अिुकूली और जन्मजात प्रनतरक्षा 

कोनिकाओ ंदोिो ंको उते्तनजत करके, सीध ेया अप्रत्यक्ष रूप स ेएंटी-ट्यूमर प्रभाव प्रदाि करि ेके नलए जािी जाती है। 

इसनलए, CD40 कैं सर इम्यूिोथेरेपी के नलए एक आिाजिक नचनकत्सीय लक्ष्य के रूप में उभरता है। नपछले दो दिको ं

में, CD40 एगोनिस्ट िे प्री-क्तिनिकल और िुरुआती क्तिनिकल टि ायल दोिो ंमें आिाजिक एंटी-ट्यूमर प्रनतनक्रयाएँ 

नदखाई हैं। नवनभन्न CD40 एगोनिस्ट में, एगोनिस्ट CD40 एंटीबॉडी (αCD40) िे महत्वपूर्ण ध्याि आकनषणत नकया है 

और लंब ेसमय तक चलि ेवाली एंटी-ट्यूमर प्रनतनक्रया को उते्तनजत करि ेकी अपार क्षमता नदखाई है। αCD40 

CD40L के कायण की िकल करता है और जन्मजात और अिकूुली प्रनतरक्षा कोनिकाओ ंदोिो ंको सनक्रय करके एंटी-

ट्यूमर प्रभावो ंको बढावा देता है और प्रीक्तिनिकल और क्तिनिकल दोिो ंअध्ययिो ंमें आिाजिक पररर्ाम नदखाए 

हैं। हालाँनक, αCD40 का उपयोग कुछ सीमाओ ंसे जुडा हुआ है, जो आगे के िैदानिक नवकास के नलए बाधाओ ंमें स े

एक के रूप में काम करत ेहैं। αCD40 के नवनभन्न प्री-क्तिनिकल और क्तिनिकल अध्ययिो ंसे पता चला है नक αCD40 

का प्रिासि साइटोकाइि ररलीज़ नसंडि ोम, अगं-नवनिष्ट नवषाक्तता, ऑटोइम्यूि प्रनतनक्रयाओ ंऔर थ्रोम्बोम्बोनलक 

नसंडि ोम जैसे संभानवत िुकसािो ंसे जुडा हुआ है। इसके अलावा, αCD40 प्रिासि िे TME में PD-L1 और CTLA-

4 की अनभव्यक्तक्त को बढा नदया है, नजससे ट्यूमर को मारि ेवाली प्रनतरक्षा कोनिकाओ ंकी निनथलता और अपोप्टोनसस 
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हो जाती है; अतंतः  प्रनतरक्षा प्रनतरोध का कारर् बिता है और ट्यूमर की प्रगनत का समथणि करता है। इसके अलावा, 

TME के भीतर, इि सह-उते्तजक अर्ुओ ं(CD40, CD86 और CD80) की कम अनभव्यक्तक्त और ट्यूमर एंटीजि की 

कम उपलब्धता, जो अक्सर एंटीजि माक्तकंग के कारर् होती है, कैं सर इम्यूिोथेरेपी की प्रभाविीलता में काफी बाधा 

डालती है। इसनलए, ये िकुसाि αCD40 की िैदानिक प्रभावकाररता को सीनमत करते हैं और इससे जुडी नवषाक्तता 

को रोकते हुए प्रभावकाररता में सुधार करि ेके नलए कुछ रर्िीनतयो ंको नवकनसत करि ेकी अत्यनधक आवश्यकता 

का सझुाव देत ेहैं। इस उदे्दश्य से, इस थीनसस में, इि मुद्दो ंको संबोनधत करि ेके नलए िए नचनकत्सीय संयोजि और 

फॉमूणलेिि नवकनसत नकए गए: 

 

1. डेंनडि नटक सेल-व्युत्पन्न एक्स्ट्िा-सेलुलर वेनसकल्स का उपयोग करके सेल-फ्री वैक्सीि के साथ संयोजि अध्ययि: 

ट्यूमर नवनिष्ट डीसी-व्युत्पन्न एक्स्ट्िासेलुलर वेनसकल्स (डीएक्स) का उपयोग करके एक सेल-फ्री वैक्सीि तैयार की गई 

और एंटी-ट्यूमर प्रभावकाररता को बढाि ेके नलए αCD40 के साथ संयुक्त नकया गया। संयोजि नचनकत्सा िे ट्यूमर के 

नवकास में काफी देरी की और 40% ट्यूमर-मुक्त उत्तरजीनवता नदखाई। αCD40/DeX संयोजि िे ट्यूमर 

माइक्रोएन्वायरमेंट का मॉड्यूलेिि नदखाया और फेफडो ंके मटेासे्टनसस को काफी कम नकया। 

 

2. टायरोनसि नकिेज अवरोधक के साथ संयोजि दृनष्टकोर्: पोिानटनिब, एक टायरोनसि नकिजे अवरोधक, िे संबनंधत 

नवषाक्तता को सीनमत करते हुए αCD40 की एंटी-ट्यूमर प्रभावकाररता को बढाया। सयंोजि नचनकत्सा िे नवनभन्न ट्यूमर 

मॉडल में समग्र उत्तरजीनवता में सुधार नकया, PD-L1 अनभव्यक्तक्त को कम नकया और αCD40 से संबंनधत नवषाक्तता 

को टाला। 

 

3. CD40 एगोनिस्ट एंटीबॉडी इंजीनियडण इम्यूिोसोम: ट्यूमर में αCD40 और RRX-001 की चुनिंदा नडलीवरी को 

सक्षम करि ेके नलए एक िया फॉमूणलेिि (इम्यूिोसोम) इंजीनियर नकया गया था। इम्यूिोसोम िे TME को महत्वपूर्ण 

रूप से संिोनधत नकया, प्रो-इंफ्लेमेटरी साइटोनकन्स को बढाया, 100% ट्यूमर-मुक्त अक्तस्तत्व नदखाया और संबंनधत 

नवषाक्तता को कम नकया। सबसे नदलचस्प बात यह है नक इम्यूिोसोम िे लंब ेसमय तक चलिे वाली प्रनतरक्षा स्मृनत 

उत्पन्न की नजसि ेनबिा नकसी अनतररक्त उपचार के भनवष्य में ट्यूमर की पुिरावृनत्त को रोका। 
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