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DESCRIPCION
Péptido o proteina que contiene un bucle C'-D de la familia de receptores de la CD28.
Sector del invento

El invento se refiere a una proteina o un péptido que contiene una secuencia parcial de un miembro de la familia de
la CD28, a un acido nucleico que codifica un tal péptido, a un plasmido que contiene un tal acido nucleico, a células
de hibridoma, que producen anticuerpos monoclonales (mAB's), que se unen a un tal péptido, a unos mAb's
obtenibles a partir de tales células de hibridoma asi como a unas utilizaciones del péptido y de los mAb’s.

Definiciones:

Por el concepto de "anticuerpos monoclonales” se designa a unos anticuerpos, que son producidos por linajes de
células hibridas (los denominados hibridomas), que han resultado tipicamente mediante una fusién de una célula B
gue produce anticuerpos, de procedencia animal o humana, con una adecuada célula tumoral de mieloma.

La secuencia de aminoacidos de una CD28 humana se conoce bajo el n° de acceso (en inglés "Accession No.")
NM_006139.

La secuencia de aminoacidos de una CTLA-4 humana se conoce bajo el n° de acceso L15006.
La secuencia de aminoacidos de una ICOS humana se conoce bajo el n° de acceso AJ277832.
La secuencia de aminoacidos de una PD-1 humana se conoce bajo el n° de acceso U64863.

El bucle (del inglés loop) C'-D de una C28 abarca los aminoacidos 52 hasta 66 de la precedente secuencia de la
CD28 (numeracién de acuerdo con la Fig. 7, véase también la cita de Ostrov, D.A., y colaboradores; Science (2000),
290:816-819). Por el concepto del "bucle C-D" se han de entender en lo sucesivo también unas arbitrarias
secuencias parciales de éste.

Un bucle o respectivamente un sitio de unién dispuesto dentro de éste es libremente accesible cuando para un
participe definido en la unidn no se presenta ningln impedimento estérico para el sitio de unién en el bucle por
medio de las secuencias o moléculas que siguen al bucle.

Por el concepto de "activacion de linfocitos T" se designa a la multiplicacion de la actividad metabdlica, al aumento
del volumen celular, a la sintesis de moléculas importantes inmunoldgicamente y a la entrada en la divisién celular
(proliferacién) de linfocitos T al recibir una incitacion externa. Una inhibicién constituye el proceso opuesto a esto.
Por ejemplo, tales procesos son provocados por ocupacion de la molécula de CD28 en células T por medio de unos
anticuerpos monoclonales especiales especificos para una CD28. La activacion de linfocitos T con los fendmenos
acompafantes descritos es una parte de la reaccién inmunitaria fisioldgica, pero ésta puede quedar alli fuera de
control en situaciones patoldgicas (enfermedades linfoproliferativas), o ser insuficiente (inmunodeficiencia).

Por el concepto de "modulacion de la proliferacion de células T" se entiende o bien el refuerzo de la activacién (en el
caso de una activacion patolégicamente insuficiente) o un debilitamiento o respectivamente una inhibicién de la
activacion (en el caso de enfermedades patologicamente linfoproliferativas).

Por el concepto de "varios subconjuntos de células T" se entienden por lo menos los subconjuntos de células T CD4
y CD8.

Un péptido analogo es un péptido, cuya secuencia de aminoéacidos se desvia de la del péptido, con respecto del que
él es analogo, pero que une a un participe definido en la unién con una afinidad por lo menos igual. Unas
desviaciones en la secuencia pueden ser supresiones, sustituciones, inserciones y elongaciones. Un péptido
analogo tendrd por regla general una estructura (parcial) terciaria y/o una exposicion dentro del marco de una
proteina (de la superficie celular) muy similares a las del péptido, y por lo demés soélo necesita tener un sitio de union
para el participe definido en la union, en la regién analoga a la regién de union inmediata del péptido, o formar a
éste.

Un compuesto mimético de un mAb es una estructura quimica natural o sintética, que en un ensayo de unién se
comporta como un mAb definido, que es mimetizado por el compuesto mimético.

Un compuesto mimético de un bucle C'-D es una estructura quimica natural o sintética, a la que se unen
especificamente unos mAb's superagonistas y que son especificos para un miembro de la familia de la CD28.

El concepto de los "mAb’s" abarca, junto a las estructuras con la constitucion Fab/Fc usual, también unas estructuras
gue se componen exclusivamente del fragmento Fab. También es posible aprovechar solamente la region variable,
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estando unido el fragmento de las cadenas pesadas con el fragmento de la cadena ligera de un modo adecuado, por
ejemplo también mediante unas moléculas de puente sintéticas, de tal manera que las regiones de unién de las
cadenas formen el sitio de unién de los anticuerpos. El concepto de los "anticuerpos" abarca también unos
anticuerpos quiméricos (completos) asi como humanizados.

Por el concepto de "la modulacion superagonista de la proliferacién de células T" se entiende que no es necesaria
ninguna estimulacion concomitante, es decir que, junto a una unién de un mAb o de un compuesto mimético con un
miembro de la familia de la CD28, no es necesario ningun otro suceso adicional de unién para la estimulacion o
inhibicion de la proliferacion.

Un procedimiento de escrutinio (en inglés screening) abarca el empleo de una diana (en inglés target), por ejemplo
de una secuencia parcial procedente de la CD28, siendo puestas en contacto con la diana una o varias sustancias
conocidas o desconocidas, y siendo comprobado o no un suceso de union. En el caso de la comprobacion de un
suceso de unién, se selecciona la sustancia. En el caso del empleo de una mezcla de sustancias, a una seleccion de
la mezcla le sigue tipicamente una desconvolucion con el fin de efectuar la determinacion de los componentes que
se unen en la mezcla seleccionada.

Por el concepto de "familia de la CD28" se designa a un conjunto de receptores de la superficie de células T, que
tienen una actividad inmunoreguladora. Esta puede ser o bien estimuladora, tal como en el caso de la CD28 o
inhibidora, tal como en el caso de la CTLA-4. A la familia de la CD28 pertenecen la CD28, la CTLA-4, la PD-1 e
ICOS.

Un substrato puede ser soluble, insoluble y/o estar inmovilizado. Un substrato puede estar formado a base de
arbitrarias moléculas naturales o sintéticas, entre otras cosas, a base de cadenas de aminoéacidos. Por lo tanto, una
proteina o un péptido en la terminologia de este texto no tiene que ser necesariamente una proteina o un péptido en
la definicion usual. Por regla general, una proteina o un péptido, de acuerdo con la terminologia aqui utilizada, es no
obstante también una proteina o un péptido en la terminologia usual en la especialidad.

Antecedentes del invento y estado de la técnica

Para la comprension del invento son importantes en primer lugar los siguientes antecedentes tecnolégicos. La
activacion de células T en reposo para la proliferacién y la diferenciacion funcional requiere primeramente la
ocupacion de dos estructuras superficiales, de los denominados receptores: 1. del receptor de antigenos, que posee
una especificidad diferente de una célula a otra, y que es necesario para el reconocimiento de antigenos, p.ej. de
productos viricos de disociacion; asi como de la molécula de CD28 expresada de igual manera en todas las células
T en reposo con la excepcidn de un subconjunto de las células T de CD8 de un ser humano, la cual se une de un
modo natural a unos ligandos situados sobre la superficie de otras células del sistema inmunitario. Se habla de la
estimulacién concomitante de la reaccion inmunoldgica especifica para antigenos por medio de la CD28. En un
cultivo de células se pueden recrear estos procesos mediante la ocupacion del receptor de antigenos asi como de la
molécula de CD28 con unos mAb's adecuados. En el sistema clasico de la estimulacién concomitante, ni la
ocupacion del receptor de antigenos ni la de la molécula de CD28 a solas conducen a la proliferacion de células T,
pero es efectiva la ocupacion de los dos receptores. Esta observacién se realiz6 en células T de un ser humano, de
un ratén y de una rata.

Por el contrario, se conocen también unos mAb's, que a solas pueden inducir la proliferacién de células T. Una tal
activacion superagonista, es decir independiente de la ocupacion del receptor de antigenos, de linfocitos T en
reposo, por unos mAb's especificos para una CD28, se observé en los siguientes sistemas: en la cita bibliografica de
Brinkmann y colaboradores, J. Immunology, 1996, 156: 4100-4106 se mostré que una muy pequefia proporcion
(5 %) de los linfocitos T humanos, que llevan el marcador superficial CD45 RO tipico para linfocitos T en reposo, es
activada por el mAB 9.3, especifico para una CD28, que requiere normalmente una estimulacion concomitante, al
afiadir el factor del crecimiento interleucina-2 (IL-2), sin ninguna ocupacion del receptor de antigenos. En el trabajo
de Siefken y colaboradores, Cellular Immunology, 1996, 176: 59-65 se mostré que mediante un mAb especifico para
una CD28, producido por una via convencional, es decir mediante inmunizacién de ratones con células T humanas
en un cultivo celular, se puede activar a un subconjunto de células T humanas para la proliferacion sin ocupacion del
receptor de antigenos, cuando una CD28 es ocupada por este mAB, y los mAb's unidos a las células son reticulados
adicionalmente unos con otros por otros anticuerpos. Es una caracteristica comun de los anticuerpos conocidos
hasta ahora el hecho de que sélo es activable una pequefia proporcion de las células T.

En el trabajo de Tacke y colaboradores, Eur. J. Immunol., 1997, 27:239-247 se describieron dos especies de
anticuerpos monoclonales especificos para una CD28 con diferentes propiedades funcionales: unos mAb's
estimuladores concomitantes, que estimulan concomitantemente la activacién de células T en reposo solamente en
el caso de una ocupacion simultanea del receptor de antigenos; y unos mAb's superagonistas, que pueden activar in
vitro y en animales de ensayo a linfocitos T de todas las clases para realizar la proliferacion sin ninguna ocupacion
del receptor de antigenos. Los dos mAb's conocidos hasta ahora proceden de una inmunizacion con unas células,
en las que se ha expresado una CD28 de ratas, y son obtenibles mediante unas selecciones diferentes, que estan
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orientadas a sus respectivas propiedades descritas. Finalmente, a partir de la cita bibliografica del documento de
solicitud de patente internacional WO 98/54225 se conoce otro mAb superagonista, a saber el CMY-2.

No obstante, los mAb's superagonistas conocidos hasta ahora no satisfacen todavia en su efecto estimulador los
requisitos establecidos en lo que respecta a la intensidad del efecto activador o a la amplitud de las subpoblaciones
activadas de linfocitos T, o no tienen la especificidad necesaria para los seres humanos.

Unas proteinas que contienen las SEQ ID NO:41 y/o SEQ ID NO:1 se conocen a partir de las siguientes citas
bibliogréficas: el documento de patente europea EP 0947582 C y el documento WO-0171042 A.

Problema técnico del invento

El invento se basa en el problema técnico de indicar unos medios, con los que se puedan encontrar unas sustancias
superagonistas, que se unan especificamente a uno o varios miembros de la familia de la CD28 y que tengan un
efecto estimulador mejorado o inhibidor, asi como el de indicar tales sustancias.

El reconocimiento que constituye el fundamento del invento

El invento se basa en la investigaciéon de las regiones de uniéon de unos mAB's superagonistas con la CD28, asi
como en la interaccidn, encontrada en el transcurso de estas investigaciones, del bucle C'-D de la CD28, con unos
mADb's superagonistas. El invento se basa en el reconocimiento adicional de que una correspondiente region de
unién para unos mAb's superagonistas se encuentra en los otros miembros de la familia de la CD28, a saber
también alli donde estan los bucles C'-D. A partir de este reconocimiento fundamental se derivan diversos aspectos
para las ensefianzas técnicas del invento.

Principios del invento y formas preferidas de realizacion

Para la resolucién de este problema técnico, el invento ensefia el objeto de la reivindicacién 1. Expresado con otras
palabras, el elemento esencial de una proteina o de un péptido conforme al invento es la estructura del bucle C'-D (o
de un compuesto analogo a / o mimético de éste), y ciertamente de manera independiente de que junto a ambos
lados del bucle estén unidas unas secuencias y de cudles sean estas secuencias. Solo es esencial que la estructura
del bucle esté lo suficientemente expuesta como para ser ofrecer acceso para unos mAb's superagonistas o para
unos compuestos miméticos de éstos y, en el caso de la posibilidad de una union especifica, para no impedir una
union por motivos estéricos. En este contexto, dentro del marco del invento es sorprendente el hecho de que se
unen al bucle C'-D todos los mAb's superagonistas, especificos para una CD28, que se han encontrado, mientras
que los mAb's especificos para una CD28, que no son superagonistas, no se unen alli. Con un Unico conjunto de
estructuras diana en lo que respecta a su disposicion espacial sobre los miembros de la familia de la CD28, son
accesibles por consiguiente unas sustancias activas prospectivas contra las mas diversas enfermedades.

En la forma de realizacion de un péptido, en particular de un oligopéptido (de 4 - 9 aminoacidos) o de un polipéptido
(de 10 - 100 aminoécidos) se prefiere que los extremos de éstos estén unidos en cada caso a un sitio de union de un
substrato, estando los sitios de unién del substrato dispuestos espacialmente unos con relacion a los otros de
acuerdo con los sitios de unién para el bucle C'-D, estando fijado el bucle C'-D o el péptido analogo a éste en una
configuracion tridimensional de acuerdo con el bucle C'-D, siendo el bucle C'-D unido, o el péptido unido analogo a
éste, libremente accesible para anticuerpos, y no siendo el substrato un miembro de la familia de la CD28 sin ningun
bucle C'-D. De esta manera se crea una estructura tridimensional, que hace posible una unién con sustancias
superagonistas.

En particular, un péptido o una proteina utilizado/a conforme al invento puede contener una secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 41 (bucle de CD28 humana), pero no la CD28 humana. A éste/a pueden estar
enganchados junto al extremo 3' y/o al extremo 5' uno o varios aminoacidos de acuerdo con la Fig. 7. Sin embargo,
también unas secuencias parciales de éste/a pueden estar contenidas en los péptidos conformes al invento, por
ejemplo, de acuerdo con la secuencia SEQ ID NO: 1. Las SEQ ID NO: 5 hasta 10 indican unas variantes del bucle
de una CD28 humana. Junto a una secuencia 1 pueden estar conectados uno o varios aminoacidos de la secuencia
11 de acuerdo con la Fig. 7a. En el caso de las mencionadas secuencias se trata de unas regiones conformes al
invento, a las que se unen especificamente unos mMAb's superagonistas. Al efectuar la comparacion de las
secuencias se reconoce, en particular, que la estructura primaria del bucle es especifica para los respectivos
miembros de la familia. Mediante una eleccion del bucle C'-D de un miembro determinado y por consiguiente
mediante el empleo de unas sustancias que tienen especificidad para este bucle escogido se puede dar lugar por
consiguiente de manera deliberada alternativamente a una activacion o inhibicion de la proliferaciéon.

Una proteina o un péptido conforme al invento (especifica/o para una CD28) se puede identificar sometiendo a una/o
0 varias/os proteinas o péptidos prospectivas/os a un ensayo de union con uno de los mAb's 9D7 o 5.11A, y
seleccionande los péptidos que se unen. En el caso de los mencionados mAb's se trata de unos nuevos mAB's
superagonistas, especificos para una CD28, que se describen con detalle en la parte experimental. Mediante unos
correspondientes mAb's con especificidad frente a un bucle C'-D de otro miembro de la familia de la CD28, se
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pueden identificar unas proteinas, unos péptidos o unos compuestos miméticos conformes al invento, que sean
especificas/os para los otros miembros.

Ademas, se describe un &cido nucleico que codifica un péptido utilizado conforme al invento o una proteina que
contiene tal péptido, pero que no codifica a ningin miembro de la familia de la CD28, asi como un plasmido que
contiene un tal 4cido nucleico.

Un péptido o una proteina conforme al invento se puede emplear en un procedimiento para la produccion de mAb's,
que modulan de un modo superagonista la proliferacion de células T de desde varios hasta todos los subconjuntos,
siendo inmunizado un mamifero no humano con el péptido, con la proteina o con el compuesto mimético de
ésta/éste, siendo extraidas unas células a partir del mamifero no humano y siendo producidas células de hibridoma
a partir de estas células, y siendo seleccionadas las células de hibridoma obtenidas de esta manera con la condicion
de que en su material sobrenadante del cultivo han de estar contenidos unos mAb's, que se unen al bucle C'-D del
péptido o de la proteina, tales células de hibridoma asi como unos mAb's obtenibles con tales células de hibridoma.
Unos mAb's conformes al invento procedentes de un ser humano se pueden producir alternativamente, no obstante,
también seleccionando unos linfocitos B, que se unen al bucle, y clonando sus genes expresados de
inmunoglobulinas. Ademas, unos mAb's humanos conformes al invento se pueden aislar a partir de bibliotecas de
fagos. Un experto con experiencia promedia esta en la situacién con sus conocimientos de realizar sin problemas
tales procedimientos, de tal manera que aqui se puede renunciar a una descripcion detallada.

Con el invento se pueden identificar unos nuevos mAb's superagonistas, que son especificos para las familias de la
CD28. Por lo tanto, el invento se refiere también a la utilizacién de un péptido o de una proteina conforme al invento
o0 de un compuesto mimético de éste/a, conforme al invento, en un procedimiento de escrutinio para realizar la
identificacion de unas sustancias, que modulen de un modo superagonista la proliferacion de células T de desde
varios hasta todos los subconjuntos, siendo sometida una sustancia prospectiva o una mezcla de sustancias
prospectivas a un ensayo de unién con el péptido o la proteina, y siendo seleccionadas las sustancias que se unen
al péptido o a la proteina. Fundamentalmente se pueden emplear todos los ensayos de unidn que son usuales en la
especialidad. Puede presentar una importancia especial en este contexto la busqueda de compuestos miméticos,
puesto que éstos son tipicamente unas denominadas "small molecules” (= moléculas pequefias), que tienen
ventajas farmacolégicas frente a las macromoléculas. En un tal procedimiento de escrutinio en cuanto a compuestos
miméticos se puede escrutar una biblioteca de sustancias con un alto caudal de realizacién.

Tanto un péptido, como una proteina o un compuesto mimético de éste/a, que se haya encontrado conforme al
invento, como también los mAb’s conformes al invento tienen una importancia terapéutica, puesto que con ellos/as
se pueden tratar enfermedades linfoproliferativas mediante una inhibicion de la proliferacion al igual que
enfermedades de inmunodeficiencia mediante una activacion de la proliferacién. También es posible la induccién de
funciones efectoras, p.ej. una secrecion de sustancias efectoras. Esto se realiza mediante una seleccién o un disefio
del mAb o del compuesto mimético conforme a una especificidad y a una alta afinidad para un determinado miembro
de la familia de la CD28. Si es deseable una especificidad / afinidad aumentada ain mas, por ejemplo para dominar
a unos efectos secundarios sorprendentes, entonces se puede proceder buscando un segundo ligando, junto al mAb
0 al compuesto mimético, con especificidad para el miembro especial de la familia, y uniendo el segundo ligando,
después de haber analizado las posiciones espaciales relativas de los dos ligandos entre ellos, a través de una
union de puente, con el mAb o respectivamente con el compuesto mimético, y de esta manera, rigidizando por asi
decir a ambos ligandos unos con respecto a los otros en la posicién de unién. La determinacion de la posicion
espacial de dos ligandos entre ellos después de una union a una diana, se puede efectuar, por ejemplo, con un
andlisis estructural por rayos X o con una espectroscopia de correlacion de RMN multidimensional, por ejemplo, una
N/*H RMN. Un segundo ligando se puede determinar mediante unos usuales métodos de escrutinio, empleandose
como diana el miembro especial de la familia de la CD28. Se da por entendido, que el segundo ligando no se une al
bucle C'-D, sino que esté distanciado espacialmente de éste. Por otra parte, es posible que un péptido, una proteina
0 un compuesto mimético de éste/ésta, que se ha encontrado conforme al invento, y que no tiene ningun efecto
fisiolégico adicional, se una competitivamente a unos ligandos naturales de los miembros de la familia de la CD28 y
gue se consiga de esta manera un efecto inverso, mediante evitacion de una activacion o una inhibicién natural
causada patologicamente.

Por otra parte, el invento se refiere por lo tanto a la utilizacién de un mAb conforme al invento para la preparacion de
una composicion farmacéutica destinada al tratamiento de enfermedades con unos numeros disminuidos
patolégicamente de células CD4 T, en particular de un SIDA, para la preparacion de una composicién farmacéutica
destinada al tratamiento después de trasplantes de células madre como continuacién de una quimio- o radioterapia
en el caso de enfermedades leucémicas, para la preparacion de un composicion farmacéutica destinada a la
potenciacion y/o a la influencia cualitativa sobre reacciones inmunitarias en el caso de vacunaciones protectoras, y
para la preparacion de una composicion farmacéutica destinada al tratamiento de enfermedades inflamatorias
autoinmunitarias.

En lo sucesivo, se ilustra méas detalladamente el invento con ayuda de los Ejemplos que representan solamente
ciertas formas de realizacion. Alli muestran:
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La Fig. 1: una estimulacion de linfocitos T de una rata con diferentes mAb's especificos para una CD28
(a: estimulacién concomitante, b: estimulacidon superagonista, es decir directa),

La Fig. 2: una comparacion de secuencias entre las de una CD28 de un raton, otra de una rata y otra de un
ser humano en la region del bucle C'-D (encuadrada),

La Fig. 3: unos resultados experimentales para la localizacion del sitio de uniébn de unos mAb's
superagonistas a las moléculas de CD28 de una rata,

La Fig. 4: la unién a una CD28 de diferentes mAb's humanos, especificos para una CD28, (a) asi como la
actividad estimuladora concomitante y (b) superagonista, es decir directamente estimuladora (c) de
los mADb’s de la Figura 4a,

La Fig. 5: unos ensayos de union, que demuestran que los mAb's humanos, superagonistas, especificos
para una CD28, se unen especificamente al bucle C'-D,

La Fig. 6: una representacion tridimensional de la CD28 con marcacién del bucle C'-D,

La Fig. 7. una alineacion de secuencias mediando realce del bucle C'-D o respectivamente de unas
estructuras analogas, para diferentes miembros de la familia de la CD28, y

La Fig. 8: unos experimentos para la activacion de células por medio de mAb's humanos, especificos para
una CD28, conformes al invento, y moléculas de CD28 de un raton mutado.

La Fig. 9: una representacion de las secuencias SEQ ID NO: 33 - 40 (a - h)
La Fig. 10: un dominio variable humanizado del mAb 5.11A (cadena ligera: VLC5.11=a; cadena pesada:
VHC5.11=h)

La Fig. 1 muestra la estimulacion de linfocitos T de rata recientemente aislados, en forma de una incorporacion de
3H-timidina. La metodologia corresponde a la que se describe en la cita bibliografica W098/54225, a la que se hace
referencia expresa en toda su extensién por la presente y en lo sucesivo, y cuyo contenido de divulgacion se
incorpora de esta manera en el presente texto. En la Fig. 1la se muestra la estimulaciéon concomitante, es decir que
en todos los pocillos unos mAb's especificos para los receptores de células T (TCR) se habian unido a la superficie
de material plastico. A falta de una estimulacién concomitante, el testigo negativo (fila superior) no muestra ninguna
incorporacion. La estimulacion concomitante se proporciona entonces mediante la adicion de unos mAb's
especificos para una CD28 en una forma soluble. Pasé a emplearse toda la gama mostrada de mAb's especificos
para una CD28. Esta serie de diferentes mAb's especificos para una CD28 procede de un enfoque para la
inmunizacion y produccion de linajes de células de hibridoma, que ya se ha descrito en el documento W098/54225.
Se trata de unos materiales sobrenadantes del cultivo, que contenian suficientes mAb's especificos para una CD28
como para realizar una unién saturadora a las 2x10° células T cultivadas. De la Figura la se puede deducir que
todos estos mADb's estan en la situacion de activar estimulando concomitantemente, es decir de incitar la
incorporacion de timidina en presencia de los mAb’s anti-TCR. En la Figura 1b se muestra la estimulacion en
ausencia de unos mAb's especificos para los TCR. Este experimento se llevé a cabo también tal como se describe
en la cita bibliografica WO98/54225. Se reconoce que solamente dos mAb's estan en la situacion de estimular a los
linfocitos T en ausencia de una sefial de los TCR. Estos mAb's poseen por lo tanto una actividad superagonista.

Ademas, se investigo si unos mAb's estimuladores concomitantes y superagonistas, especificos para una CD28, se
unen a diferentes regiones de la molécula de CD28. Los mAb's se produjeron mediante inmunizacién de ratones con
una CD28 de una rata; conforme a lo esperado, todos ellos no reaccionan por lo tanto con una CD28 de un raton (no
mostrado). Puesto que los mAb's sélo pueden reconocer, por lo tanto, a aquellas regiones de la molécula de una
CD28 de una rata, que se diferencia de la de un raton, primeramente se llevd a cabo una comparacion de
secuencias entre las de una CD28 de un raton y otra de una rata (véase la Fig. 2, parte superior). Se realzan las
diferencias entre las dos especies. Para la denominacion de los aminoacidos se utilizé el codigo de una sola letra.
Como prototipos para un mAb convencional, especifico para una CD28 de rata se utilizé el JJ319 y para un mAb
superagonista se utilizé el JJ316 (véase el documento W098/54225).

En la Figura 3 se muestra el cartografiado de la unién. Se construyeron unos plasmidos de expresion, en los que
una parte del dominio extracelular procede de una CD28 de un raton, y otra parte procede de otra de una rata. Esto
se ha representado en cada caso simbodlicamente mediante barras o respectivamente lineas; a la derecha junto a
esto se muestra la union de los mAb's JJ316 y JJ319 a fibroblastos de raton (células L929), que habian sido
transfectados con estos plasmidos de expresion. En las primeras dos lineas de la Fig. 3 (m/r y r/m 1-37) se
cartografia la unién de los dos anticuerpos con la mitad "derecha" de la secuencia: ambos se unen, cuando ellos
proceden de una rata; en la construccion artificial inversa (rm CD28 1-37, a la izquierda de una rata, a la derecha de
un ratén) no tiene lugar ninguna union. En la tercera linea (m/r CD28 1-66) se muestra que el JJ316 ya no se une,
mientras que la parte todavia presente de la secuencia de rata ("a la derecha") es suficiente todavia para su
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reconocimiento por el JJ319. Por lo tanto, los dos mAb's reconocen a diferentes epitopos en la molécula de CD28, y
la union del anticuerpo superagonista JJ316 tiene que buscarse, como consecuencia de ello, en la regién que
procedia de una rata en la construccion artificial de la primera linea, pero no en la construccion artificial de la tercera
linea. Una candidata manifiesta para ello es la regién encuadrada en la Figura 2.

En las lineas 4 y 5 de la Figura 3 se modificaron por lo tanto primeramente dos y luego tres aminoacidos en esta
region de la molécula de una CD28 de ratén, de tal manera que ellos constituyen ahora la secuencia de una rata.
Mediante este "trasplante” de sélo tres amino&cidos se pudo transferir la capacidad de unién para el mAb JJ316,
pero no (como era de esperar) la capacidad de union para el JJ319. En la Tabla 1 se recopilan los datos de union
para toda la gama de mAb's especificos para las CD28. Se establece una correlacion inequivoca: una union
significativa al bucle C'-D de una rata, que habia sido proporcionada por transferencia de las posiciones de
aminoacidos 62, 64 y 65 a la molécula de una CD28 de ratdén, se mostr6 solamente para los dos mAb's
superagonistas JJ316 y 5S38.17, por el contrario, no para los mAb's convencionales (que solamente son
estimuladores concomitantes). Un mAb estimulador concomitante (5S35) reconoce muy débilmente al epitopo
encuadrado y se une muy fuertemente con el epitopo "convencional.

Las siguientes Figuras se ocupan de unos mAb's superagonistas, especificos para seres humanos. También éstos
se produjeron en ratones, y por lo tanto no reaccionan con la molécula de una CD28 de un raton. Los ratones se
inmunizaron con células B de linfoma de raton A20/J transfectadas con una CD28 humana (véase el documento
WQ098/54225) y adicionalmente se reforzaron antes de la fusion con la proteina de fusion humana entre una CD28 y
una Fc, adquirible comercialmente (comprada de R und D Systems). En una serie de experimentos de fusion, a partir
de varios millares de linajes de células de hibridoma se identificaron 24 que producen mAb's especificos para una
CD28 humana (union a células L929 de raton, que expresan una CD28 humana, pero no a células L929 no
transfectadas), andlogamente al escrutinio realizado en la cita bibliografica W098/54225. Dos de éstos (9D7 y
5.11A) mostraron la actividad superagonista buscada mientras que todos los nuevos mAb's poseen una actividad
estimuladora concomitante convencional. Por lo demas, se describen en particular los dos mAb' superagonistas.
Como un ejemplo de un mAb convencional, especifico para una CD28 humana, se utiliza asimismo el mAb 7.3B6
generado de nuevas.

La Figura 4a muestra que los preparados utilizados de los tres nuevos mAb's son comparablemente buenos y se
unen también con un titulo comparable a los linfocitos T humanos. Se muestra un experimento, en el que se trataron
sobre hielo unas células mononucleares recientemente aisladas (las denominadas PBMC's) procedentes de sangre
humana primeramente con diferentes escalones de dilucion de los mAb's empleados, luego se lavé y el mAb unido
se hizo visible mediante un anticuerpo secundario marcado por medio de un colorante fluorescente, que reconoce
especificamente a los mAb’s de ratén unidos. Mediante utilizacion de otro mAb adicional, que detecta a las células T
de CD4 humanas y al que se habia unido un segundo colorante fluorescente, se pudo determinar selectivamente
para linfocitos T de CD4 la unién de los mAb’s titulados mediante tamizado por una puerta electrénica. Con "MFI" se
indica la intensidad promedia de fluorescencia, que constituye una medida de la cantidad de los mAb’s especificos
para una CD28 que se han unido. Las concentraciones representan unas diluciones triples (en 3 veces) de un
preparado de partida normalizado. Es absolutamente normal el hecho de que en el caso de este ensayo la
concentracion mas alta proporcione una sefial mas débil que las siguientes etapas de titulacion; esto tiene que ver
con la avidez (unién bivalente) de los mAb’s y no tiene ninguna importancia en los contextos aqui discutidos.

En las Figuras 4b y ¢ se compara la capacidad de estos tres nuevos mAb's especificos para una CD28 - en
presencia y en ausencia de una sefial de los TCR -, para estimular el crecimiento de células T humanas
recientemente aisladas. De nuevo, se muestra una incorporacion de 3H-timidina, tal como se ha descrito
precedentemente para la rata. Para la Figura 4b los pocillos se habian revestido con un mAb, que reacciona con el
complejo humano.de un TCR y una CD3. Por lo tanto, se midié una estimulaciéon concomitante. Se reconoce, que no
se presenta ninguna proliferacion sin una estimulacién concomitante con uno de los mAb's (testigo negativo), todos
los tres anticuerpos estan sin embargo en la situacion de estimular la division celular. Para la figura 4c se trabajo en
ausencia de un mAb especifico para el complejo de TCR/CDS3. Sélo los anticuerpos 9D7 y 5.11A pudieron estimular
de un modo superagonista.

Después de que se hubo definido al epitopo para mAb's superagonistas en el caso de una rata y de que se hubieron
aislado dos nuevos mAb's superagonistas con especificidad para una CD28 humana, se comprobd si estos mAb's se
unen al correspondiente lugar de la molécula de CD28 humana. Tal como se puede ver en la Figura 2, las moléculas
de CD28 de un raton y las de un ser humano se diferencian en numerosas posiciones. Apoyandose en el
cartografiado del epitopo superagonista, en el caso de una rata se comprobé por lo tanto directamente si el sitio de
union para el epitopo superagonista en una CD28 humana se puede alcanzar también en la molécula de CD28 de
un ratdn mediante un "trasplante” de los cinco aminoacidos de esta region homologa. Los resultados se muestran en
la Figura 5. Ante los antecedentes de la secuencia de ratdon representada homogéneamente para el dominio
extracelular de la molécula de CD28 (en el centro), se representan en forma de lineas (abajo) las posiciones de
aminoacidos intercambiadas (de ratén a humano). Las cifras que aparecen a un lado reproducen adicionalmente
todavia las posiciones y mutaciones individuales (F60V significa p.ej., que en la posicion 60 la fenilalanina del ratén
se habia reemplazado por una valina de la secuencia humana). Junto a esto se representa la unién de los tres
mAb's investigados. Como lo muestra la Figura, los tres mAb's reconocen ciertamente a una CD28 humana, pero
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sélo los dos mAb's 9D7 y 5.11A reaccionan con la molécula de CD28 de un raton, a la que se habian trasplantado
los cinco aminoéacidos de la CD28 humana en el lugar decisivo. En vista de la diversidad y multiplicidad de las
diferencias, esta produccion deliberada de la reactividad es sorprendente y confirma en plena extension el
reconocimiento, deducido a partir de los experimentos con una CD28 de rata, de que los mAb's superagonistas
deben de unirse a un lugar determinado, a saber este lugar de la molécula.

En la Figura 6 se muestra un modelo tridimensional de la molécula de CD28. Se ha realzado la region de union
identificada de nuevas. Ella corresponde a la secuencia encuadrada en la Figura 2. El dominio extracelular de la
CD28 pertenece estructuralmente a la denominada superfamilia de las inmunoglobulinas, que se distingue por medio
de dos hojas plegadas B situadas una sobre otra como estructura fundamental. La definicién con cifras de estas
bandas se efectlia segun un patrén descrito en la bibliografia. Para la representacion aqui mostrada es importante el
hecho de que la region identificada como un epitopo para los mAb's superagonistas especificos para una CD28 en
una rata y en un ratén, es designada como un "bucle C'-D". Por lo tanto se mostré que los mAb's con especificidad
para el bucle C'-D de la molécula de CD28 poseen una actividad superagonista, y por lo tanto se pueden emplear en
el sentido de la cita bibliografica W098/54225 para realizar la activacion de linfocitos T. La actividad superagonista
de los mAb's especificos para el bucle C'-D en una rata y en un ser humano muestra que en este caso no se trata de
la secuencia del epitopo, sino de su posicion o respectivamente su forma.

La CD28 pertenece a una familia de receptores de la superficie celular con una actividad inmunorreguladora. Esta es
0 bien una estimuladora (CD28, ICOS), o una inhibidora (CTLA-4, PD-1). En la Figura 7 se recopilan las secuencias
de los miembros conocidos de la familia de la CD28 en el sentido de una alineacion (en inglés "alignment"). Se
realza el bucle C'-D para una CD28. Unos bucles analogos de las otras moléculas (encasilladas) son una estructura
diana correspondientemente buena para el desarrollo de ligandos superagonistas. Acerca de la Figura 7 se ha de
indicar, que "-" representa una laguna en la alineacién, es decir que los aminoacidos que le siguen estan unidos
directamente unos con otros.

En los experimentos de la Fig. 8 se investigd si los mAb's conformes al invento con una especificidad para el bucle
C'-D de una rata o respectivamente de un ser humano no sélo se unen a la CD28 de ratén con un bucle C'-D
"trasplantado” de una rata o respectivamente de un ser humano (véanse las Figuras 3 y 5), sino si realmente
también se efectlla una activacion. Para esto, se transfectaron células T tumorales de un ratén, BW, o bien con la
construccion artificial de la Figura 3, linea 5, (transferencia al bucle C'-D de rata) o con la construccion artificial de la
Figura 5, linea 3, (bucle C'-D humano). La activacion de estas células no se mide mediante una division celular (ellas
proliferan de todos los modos), sino mediante la produccion de la citocina IL-2. La Figura 8 muestra en primer lugar
que, sin ninguna estimulacién, no se efectiia ninguna produccion de IL-2 (testigo negativo). La estimulacién con un
mAb especifico para los receptores de células T induce una produccién de IL-2 (testigo positivo). La Figura 8a
muestra los resultados en el caso del empleo del mAb superagonista JJ316 de una rata, mientras que la Figura 8b
muestra los resultados para el mAB 5.11A especifico para el bucle C'-D humano. En ambos casos, los respectivos
linajes de células son estimulados para la produccion de IL-2. Como se esperaba, la estimulacién no se efectlia sin
embargo mediante unos mAb's "convencionales" especificos para una CD28, puesto que éstos son especificos para
unas secuencias especificas para ratas o respectivamente para seres humanos, que no estan contenidas en la
construccion artificial.

En la Figura 9a se reproduce la secuencia de acido nucleico de la region variable de la cadena ligera de un mAb
9D7 conforme al invento (SEQ ID NO: 33). La Figura 9b muestra el péptido codificado de esta manera (SEQ ID NO:
34). La Figura 9c muestra la secuencia de acido nucleico de la regién variable de la cadena pesada de este mAb
(SEQ ID NO: 35). La Figura 9d es el péptido codificado de esta manera (SEQ ID NO: 36).

En la Figura 9e se reproduce la secuencia de &cido nucleico de la region variable de la cadena pesada de un mAb
5.11A conforme al invento (SEQ ID NO: 37). La Figura 9f muestra el péptido codificado de esta manera (SEQ ID NO:
38). La Figura 9g muestra la secuencia de acido nucleico de la regién variable de la cadena ligera de este mAb
(SEQ ID NO: 39). La Figura 9h es el péptido codificado de esta manera (SEQ ID NO: 40). La Figura 10 muestra el
dominio variable humanizado del mAb 5.11A. Se representan en la Figura 10a la cadena ligera y en la Figura 10b la
cadena pesada.
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Tabla 1:
Unién de mAb's anti-CD28 de rata a CD28's de ratén y rata
y diferentes mutantes de CD28.

mAB CD28 de raton  CD28 de rata mCD28, S62P A64V, E65G m/rCD28 Mval269I
Testigo - - - -
JJ316 - +++ F++ }
JJ319 - +++ - +++
5528 - ++ - ++
5S838.17 - +++ +++ .
58247 - +++ - +++
5G40/3 - 4+ - +Ht
5G87 - ++ - ++
5G111 - ++ - ++
5S35 - +++ + +++

Lista de secuencias

<110> TeGenero GmbH

<120> Péptido o proteina que contiene un bucle C'-D de la familia de receptores de CD28
<130> UNW/DE/0107

<160> 44

<170> PatentIn versién 3.1

<210> 1

<211>6

<212> PRT

<213> artificial

<400> 1

Val Tyr Ser Lys Thr Gly
1 5

<210> 2
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<400> 1

Phe Leu Asp Asp Ser
1 5

<210> 3
<211>6
<212> PRT
<213> artificial

<400> 3

Val Ser lle Lys Ser Leu
1 5

<210> 4
<211>6
<212> PRT
<213> artificial

<400> 4
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GIn Pro Gly GIn Asp Cys
1 5

<210>5
<211>4
<212> PRT
<213> artificial

<400> 5

Tyr Ser Lys Thr
1

<210>6
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<400> 6

Tyr Ser Lys Thr Gly
1 5

<210>7
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<400> 7

Val Tyr Ser Lys Thr
1 5

<210> 8
<211>6
<212> PRT
<213> artificial

<400> 8

Tyr Ser Lys Thr Gly Phe
1 5

<210>9
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<400> 9

Val Tyr Ser Lys Thr Gly Phe

1 5

<210> 10
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<400> 10

Ser Lys Thr Gly Phe
1 5

<210> 11
<211>8
<212> PRT

ES 2392287713
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<213> artificial

<400> 11

Gly Asn Tyr Ser GIn GIn Leu GIn

1 5

<210> 12
<211>4
<212> PRT
<213> artificial

<400> 12

Leu Asp Asp Ser
1

<210> 13
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<400> 13

Leu Asp Asp Ser lle
1 5

<210> 14
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<400> 14

Phe Leu Asp Asp Ser
1 5

<210> 15
<211>6
<212> PRT
<213> artificial

<400> 15

Leu Asp Asp Ser lle Cys
1 5

<210> 16
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<400> 16

1

<210> 17
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<400> 17

Asp Asp Ser lle Cys
1 5

Phe Leu Asp Asp Ser lle Cys
5

ES 2392287713
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<210> 18
<211>8
<212> PRT
<213> artificial

<400> 18

Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr
1 5

<210> 19
<211>4
<212> PRT
<213> artificial

<400> 19

Ser lle Lys Ser
1

<210> 20
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<400> 20

Ser lle Lys Ser Leu
1 5

<210> 21
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<400> 21

Val Ser lle Lys Ser
1 5

<210> 22
<211>6
<212> PRT
<213> artificial

<400> 22

Ser lle Lys Ser Leu Lys
1 5

<210> 23
<211>7
<212> PRT
<213> artificial

<400> 23

Val Ser lle Lys Ser Leu Lys
1 5

<210> 24
<211>5
<212> PRT
<213> artificial
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<400> 24

lle Lys Ser Leu Lys
1 5

<210> 25
<211>8
<212> PRT
<213> artificial

<400> 25

Lys Thr Lys Gly Ser Gly Asn Thr
1 5

<210> 26
<211>4
<212> PRT
<213> artificial

<400> 26

Pro Gly GIn Asp
1

<210> 27
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<400> 27

Pro Gly GIn Asp Cys
1 5

<210> 28
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<400> 28

GIn Pro Gly GIn Asp
1 5

<210> 29
<211>6
<212> PRT
<213> artificial
<400> 29

Pro Gly GIn Asp Cys Arg
1 5

<210> 30
<211>7
<212> PRT
<213> artificial
<400> 30

GIn Pro Gly GIn Asp Cys Arg
1 5

<210> 31

13
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<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<400> 31

Gly GIn Asp Cys Arg
1 5

<210> 32
<211>9
<212> PRT
<213> artificial

<400> 32

ES 2392287713

Leu Ala Ala Phe Pro Glu Asp Arg Ser

1 5

<210> 33
<211> 321
<212> ADN
<213> artificial

<400>33

gstetccags CYACACEgas

co 60

atcagttgoca gggcagites

CcE 120

aggttcagrog gcagtgggtco

as 240

azgatattg ccacttactt

graccaage LggJazatcas

321

<210> 34
<211> 107
<212> PRT
<213> artificial

<400> 34

tggaachbg tizagolboct

tacstoctcc

ggacattagt

tagaacagat

ttgoccaacad

cgttotgect

azttatttaa

acatcaagat

tattctctca

ggtcatacygc

14

crtctgggaga

actggtatea

tacsctcagg

ccattagcaa

ttccghggac

cagagtca

gcagaaac

agtcccat

cctggage

gttcggtyg
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Bsp Ile Gln Trr Thr Gin Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ela Ser Leu Gly
1 5 10 15
BEsp Erg Val Thr Ile f=r Cys Erg Rls Gly Gin Esp Ile Ser Ran Tyr
20 25 30
L=u Bsn Trp Tyr Gin Eln Lys Pro &Asp Gly Trr vel Lys Leu Leu Iles
a3 £0 £5
Tvr Tyr Thr Ssr Arg Lesu His 5ar Gly Wzl Pro Ser Arg Phe Ser GLly
50 35 &0
g=r Gly Ssr Gly Thnr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile S=r ksn Leu Glu Gln
€5 10 15 E0
Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Gly His Thr Leu Pro Trp
85 1) k]
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 35
<211> 363
<212> ADN
<213> artificial
<400> 35
gatgtgcage ttcaggagic gggacctggc cbggtgaasc cttctcagtc Loctgtocc
te a0
accigoactyg tcactggota cicastcaceo agtgattatyg ootggaactg gatocgge
ag 120
tttoccaggaa acazaciggs gtgoatggge tacataagat ascagbggtag tactagot
ac 180
aztccatcte tcasasgtcg 23tctctate 2ctcogagacs catoceaage:s ccagitct
tc 240
CLgoagLTgs SLLCLOLgET LEchgsggsc &Iagocacst etitacigtgs asgagatt
1= 200
cogogacega gotactgobe CITCUETITe THIgIsgoss ggacoasggh cacoguct
cs 3g0
tes
363
<210> 36

ES 2392 287 T3
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<211> 121
<212> PRT
<213> artificial

<400> 36

asp Val Gln Leu Giln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Vel Lys Fro Ser Gln

bl

1 5 10 1%

ser Lew Ser Leu Tnr Cys Thr Vzl Thr Gly Tyr Ser Lle Thr Ser Bsp

20 25 30

Tyr Rla Trp Asn Trp Ile Rrg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp

35 e £5

Met Gly Tyr Ile Zra T Ser Gly Ssr Thr Ser Tyr Bsn Pro Ser Leu

-
(o]

50 55 &0

Lys Ser ARrg Ile Ser Ile Thr Rrg Rsp Thr Ser Lys Asn CGln Phe Phe

€5 0 75 g0

hle Thr Tyr Tyr Cys

11}
-
(=]
=5
B
¥
o
h
n]
-
c
o
]
a
=]
o
S

Leu Gln Lew EAsn Ser Val

ES 90 95

Bla Arg Aso Trp Pro Lrg Pro 52:r Tyr Tro Tyr Phe Rso Val Trp Giv
106 igs 1id
Elz Glv Thr Thr Val Thr Vel Ssr fer
115 izg
<210> 37
<211> 360
<212> ADN

<213> artificial

<400> 37
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caggtocasac
LT a0

toccoctgogagy
g 120

cctggacagg
at 180

satgagaagt
ac 240

atgcagcotca
ac 300
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<400> 43
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1 5 10 15
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacion de un péptido que contiene una secuencia de aminoacidos del bucle C'-D de un miembro de la familia
de la CD28, a saber las SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 1, 0 5 - 10, o de una proteina que contiene este péptido, pero
no de la CD28 humana, en un procedimiento de escrutinio para la identificacion de unas sustancias que modulan de
un modo superagonista la proliferacion de células T de desde varios hasta todos los subconjuntos,

realizandose que una sustancia o una mezcla de sustancias es sometida para esto a un ensayo de unién con el
péptido o la proteina,

y siendo seleccionadas las sustancias que se unen al péptido o a la proteina.
2. Utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 1, siendo la sustancia un anticuerpo monoclonal.

3. Células de hibridoma, que producen anticuerpos monoclonales que se unen a un péptido o a una proteina de
acuerdo con las secuencias de aminoacidos SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 1, 0 5 - 10.

4. Células de hibridoma de acuerdo con la reivindicacion 3, como las que se han depositado bajo los niumeros de
DSM DSM ACC2531 o DSM ACC2530.

5. Anticuerpos monoclonales, que son obtenibles a partir de las células de hibridoma de acuerdo con la
reivindicacion 3 o 4, que son codificados por lo menos parcialmente por una o varias de las secuencias SEQ ID NO:
33, 35, 37 y/o 39, o unos anticuerpos monoclonales que contienen o se componen de una o varias de las secuencias
SEQ ID NO: 34, 36, 38 y/o 40.

6. Utilizacion de un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicacion 5 para la producciéon de una composicion
farmacéutica destinada al tratamiento de un SIDA, o para el tratamiento después de trasplantes de células madre
como continuacion de una quimio- o radioterapia en el caso de enfermedades leucémicas, o para la potenciacion y/o
la influencia cualitativa sobre reacciones inmunitarias en el caso de vacunas protectoras o para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias autoinmunitarias.
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FIG. 1
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FIG. 2
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FIG. 5
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FIG. 7a
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FIG. /b
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FIG. 8
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FIG. 9
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Nombre de archivo: VLC 5.11 humanizado
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: VLC 5.11 humanizado
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