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DESCRIPCION
Moléculas mutantes CTLA4 solubles y usos de las mismas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de las moléculas CTLA4 solubles que son mutadas a partir del CTLA4 de
tipo silvestre para retener la capacidad para unirse a CD80 y/o CD86.

Antecedentes de lainvencion

Las interacciones intercelulares no especificas del antigeno entre los linfocitos T y células que presentan antigenos
(APC) generan sefiales coestimulantes de la célula T que generan respuestas de la célula T al antigeno (Jenkins y
Johnson (1993) Curr. Opin. Immunol. 5:361-367). Las sefiales coestimulantes determinan la magnitud de una
respuesta de la célula T al antigeno, y si esta respuesta activa o inactiva las respuestas subsecuentes al antigeno
(Mueller et al. (1989) Annu. Rev. Immunol. 7:445-480).

La activacion de la célula T en la ausencia de coestimulacién resulta en una respuesta abortada o anérgica de la
célula T (Schwartz, R.H. (1992) Cell 71:1065-1068). Una sefial coestimulante clave se proporciona por la interaccion
del receptor CD28 de la superficie de la célula T con moléculas relacionadas B7 en células que presentan antigenos
(por ejemplo, conocido también como B7-1 y B7-2, o CD80 y CD86, respectivamente) (P. Linsley y J. Ledbetter
(2993) Annu. Rev. Immunol. 11:191-212).

La molécula conocida ahora como CD80 (B7-1) se describio originalmente como un antigeno de activacion asociado
con la célula B humana (Yokochi, T. et al. (1981) J. Immunol. 128:823-827; Freeman, G.J. et al. (1989) J. Immunol.
143:2714-2722), y subsecuentemente identificado como un contrarreceptor para las moléculas CD28 y CTLA4 de la
célula T relacionada (Linsley, P., et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:5031-5035; Linsley, P.S. et al (1991a) J.
Exp. Med. 173:721-730; Linsley, P.S. et al. (1991b) J. Exp. Med. 174:561-570).

Mas recientemente, otro contrarreceptor para CTLA4 se identificd en células que presentan antigenos (Azuma, N. et
al. (1993) Nature 366:76-79; Freeman (1993a) Science 262:909-911; Freeman, G. J. et al. (1993b) J. Exp. Med.
178:2185-2192; Hathcock, K.L.S., et al. (1994) J. Exp. Med. 180:631-640; Lenschow, D.J. et al., (1993) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90:11054-11058; Ravi-Wolf, Z., et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:11182-11186; Wu, Y. et
al. (1993) J. Exp. Med. 178:1789-1793. Esta molécula, conocida ahora como CD86 (Caux, C., et al. (1994) J. Exp.
Med. 180:1841-1848), pero llamada también B7-0 (Azuma et al., (1993), mencionado anteriormente) o B7-2
(Freeman et al., (1993a), mencionado anteriormente), comparte cerca del 25 % de la identidad de secuencia con
CD80 en su region extracelular (Azuma et al., (1993), mencionado anteriormente; Freeman et al., (1993a),
mencionado anteriormente, (1993b), mencionado anteriormente). Las células transfectadas CD86 provocan las
respuestas de la célula T mediadas por CD28 (Azuma et al., (1993), mencionado anteriormente; Freeman et al.,
(1993a), (1993b), mencionado anteriormente).

Las comparaciones de expresion de CD80 y CD86 han sido el objeto de estudios diversos (Azuma et al., (1993),
mencionado anteriormente; Hatchcock et al., (1994), mencionado anteriormente; Larsen, C.P. et al. (1994) J.
Immunol. 152:5208-5219; Stack, R.M., et al., (1994) J. Immunol 152:5723-5733). Datos actuales indican que la
expresion de CD80 y CD86 se regula de manera diferente, y sugieren que la expresién de CD86 tiende a preceder la
expresion de CD80 durante una respuesta inmune.

Formas solubles de CD28 y CTLA4 se han construido fusionando dominios extracelulares similares de tipo variable
(v) de CD28 y CTLA4 a dominios constantes de inmunoglobulina (Ig) resultando en CD28Ig y CTLA4Ilg. El CTLA4Ig
se une a tanto células CD80 positivas como CD86 positivas de manera mas fuerte que CD28lg (Linsley, P. et al.
(1994) Immunity 1:793-80). Muchas respuestas inmunes dependientes de la célula T se bloquean por CTLA4Ig in
vitro e in vivo. (Linsley, et al. (1991b), mencionado anteriormente; Linsley, P.S. et al., (1992a) Science 257:792-795;
Linsley, P.S. et al., (1992b) J. Exp. Med. 176:1595-1604; Lenschow, D.J. et al. (1992), Science 257:789-792; Tan, P.
et al,, (1992) J. Exp. Med. 177; 165-173; Turka, L.A., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:11102-11105).

Peach et al., (J. Exp. Med. (1994) 180:2049-2058) identifico regiones en el dominio extracelular de CTLA4 las cuales
son importantes para una union fuerte a CD80. De manera especifica, una porcion hexapéptida (MYPPPY) en la
region de tipo (CDR3) region determinante de complementariedad 3, se identific6 completamente conservada en
todos los miembros de la familia de CD28 y CTLA4. La mutagénesis de exploracion de alanina a través de la porcion
MYPPPY en CTLA4 y en residuos seleccionados en CD28Ig, reduce o anula la uniéon a CD80.

Se construyeron también regiones homdlogas que intercambian moléculas quiméricas de CTLA4 y CD28. Se
construyeron las moléculas HS4, HS4-A y HS4-B injertando regiones similares a CDR3 de CTLA4, las cuales
incluyen también una porcidon carboxi de manera terminal, que se extiende para incluir ciertos residuos no
conservados de aminoacidos sobre CD28lg. Estos mutantes homdélogos mostraron una avidez de unién superior a
CD80 que CD28lg.
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En otro grupo de mutantes homdélogos quiméricos, la regién similar a CDR1 de CTLA4, la cual no es conservada en
CD28 y se predice que es adyacente espacialmente a la region similar a CDR3, se injerté en HS4 y HS4-A. Estas
moléculas mutantes homdlogas quiméricas (designadas HS7 y HS8) demostraron alin mayor afinidad de union para
CD80 que CD28lg.

Moléculas mutantes homologas quiméricas también se hicieron injertando en HS7 y HS8 la regién similar a CDR2 de
CTLA4, pero esta combinaciéon no hizo mejora adicional a la avidez de unién para CD80. De este modo, se
determin6 que la porcion MYPPPY de CTLA4 y CD28 era critica para la unién a CD80, pero ciertos residuos de
aminoacidos no conservados en las regiones similares a CDR1 y CDR3 de CTLA4 fueron también responsables de
incrementar la afinidad de uniéon de CTLA4 con CD80.

Se mostré que CTLA4Ig bloqueaba efectivamente la coestimulacion de la célula T asociada a CD80, pero no fue tan
efectiva en el blogueo de las respuestas asociadas a CD86. Se construyeron moléculas mutantes CTLA4 solubles,
especialmente aquellas que tienen una avidez superior para CD80 que la del CTLA4 de tipo silvestre, como mas
capaces de bloquear el cebador de las células activadas especificas del antigeno que CTLA4Ig.

El documento WO 98/33513 describe moléculas mutantes CTLA4. En la secuencia de aminoacidos como se
muestra en la figura 7 del documento WO 98/33513, el aminoacido en la posicion 29 designado Xaa es
preferentemente tirosina o alanina y el aminoacido en la posicion 106 designado Yaa es preferentemente acido
glutamico.

Morton, et al. Journal of Immunology (1996) 156, 1047-1054 describe 10 mutantes CTLA4 discretos en los que uno o
mas restos de amino4cidos en el dominio extracelular de CTLA4 humano se han sustituido por alanina.

Sigue existiendo una necesidad de mejorar las moléculas CTLA4 para proveer mejores composiciones
farmacéuticas para la supresion inmune y el tratamiento de cancer que las formas solubles de CTLA4 previamente
conocidas.

Sumario de lainvencion

De conformidad, la invencion proporciona moléculas mutantes CTLA4 solubles que comprenden una secuencia de
aminoacidos que comienza con metionina en la posicion +1 y termina con acido aspartico en la posicion +124 como
se muestra en la Figura 8, o que comienza con alanina en la posicion -1 y termina con acido aspartico en la posicién
+124 como se muestra en la Figura 8. Las moléculas mutantes de la invencién incluyen aquellas que pueden
reconocer y unirse a CD80, CD86, o ambas. En algunas realizaciones, las moléculas mutantes se unen a CD80 y/o
CD86 con una afinidad mayor que CTLAA4.

Un ejemplo de una molécula mutante CTLA4 es L104Elg (Figura 8), como se describe en este documento. L104Elg
se une a CD80 y CD86 més fuertemente que CTLA4Ig.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra el analisis de union de equilibrio de L104EA29YIg, L104EIlg y CTLA4Ig de tipo silvestre a
CD86lg.

Las Figuras 2A y 2B ilustran datos de los ensayos FACS que muestran la union de L104EA29YIg, L104Elg y
CTLA4Ig a las células CHO transfectadas con CD80 o CD86 humanas como se describe en el Ejemplo 2,
posteriormente.

Las Figuras 3A y 3B describen la inhibicion de la proliferacion de las células CHO CD80 positivas y CD86
positivas como se describe en el Ejemplo 2, posteriormente.

Las Figuras 4A y 4B muestran que L104EA29YIg es mas efectiva que CTLA4Ig en la inhibicién de la proliferacion
de las células T aloestimuladas primarias y secundarias como se describe en el ejemplo 2, posteriormente.

Las Figuras 5A-C ilustran que L104EA29YIg es mas efectiva que CTLA4Ig en la inhibicion de la produccion de
citocina IL-2 (Fig. 5A), IL-4 (Fig. 5B), y y-interferon (Fig. 5C) de células T humanas aloestimuladas como se
describe en el Ejemplo 2, posteriormente.

La Figura 6 demuestra que L104EA29YIg es mas efectiva que CTLA4Ig en la inhibicién de la proliferacion de
células T de mono estimuladas con fitohemaglutinina (PHA) como se describe en el Ejemplo 2, posteriormente.

La Figura 7 describe una secuencia de nucledtidos y aminoacidos de una molécula mutante CTLA4
(L104EA29YIg) que comprende un péptido de sefial; un dominio extracelular mutado de CTLA4 que inicia en
metionina en la posicién +1 y termina en acido aspartico en la posicion +124, o inicia en alanina en la posicion -1
y termina en acido aspartico en la posicién +124; y una region Ig como se describe en el Ejemplo 1,
posteriormente.
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La Figura 8 describe una secuencia de nucleétidos y aminoacidos de una molécula mutante CTLA4 (L104EIlg)
que comprende un péptido de sefial; un dominio extracelular mutado de CTLA4 que inicia en metionina en la
posicion +1 y termina en acido aspartico en la posicion +124, o inicia en alanina en la posicién -1 y termina en
acido aspartico en la posicion +124; y una region Ig como se describe en el Ejemplo 1, posteriormente.

La Figura 9 describe una secuencia de nucleétidos y aminoacidos de una CTLA4 que tiene un péptido de sefial;
una secuencia de aminoacidos de tipo silvestre del dominio extracelular de CTLA4 que inicia en metionina en la
posicion +1 a acido aspartico en la posicién +124, o que inicia en alanina en la posicion -1 hacia el acido
aspartico en la posicion +124; y en una region Ig.

Las Figuras 10A-C son un gel de SDS (Fig. 10A) para CTLA4lg (linea 1), L104Elg (linea 2), y L104EA29YIg
(linea 3A); y los cromatégrafos de exclusiéon de tamafio de CTLA4Ig (Fig. 10B) y L104EA29YIg (Fig. 10C).

Las Figuras 11A y 11B ilustran un diagrama de banda del pliegue similar a V de Ig extracelular de CTLA4,
generado a partir de la estructura de solucién determinada por espectroscopia de RMN. La Figura 11B muestra
una vista expandida de la regiéon S25-R33 y la region MYPPPY indicando la localizacion y la orientacién de la
cadena lateral de las mutaciones de avidez mejorada, L104 y A29.

La Figura 12 describe un diagrama esquematico de un vector, piLN-LEA29Y, que tiene el inserto L104EA29YIg.
Descripcion detallada de lainvencién
DEFINICIONES
Como se usa en esta solicitud, las siguientes palabras o frases tienen los significados especificados.

Como se usa en este documento “CTLA4 de tipo silvestre” tiene la secuencia de aminoacidos de CTLA4 de longitud
completa, que se origina de manera natural (Patentes Estadounidenses N.° 5.434.131, 5.844.095, 5.851.795), o el
dominio extracelular de las mismas, el cual se une a CD80 y/o CD86, y/o interfiere con CD80 y/o CD86 a partir de la
unién de sus ligandos. En realizaciones particulares, el dominio extracelular de CTLA4 de tipo silvestre comienza
con metionina en la posicion +1 y termina en &cido aspartico en la posicion +124, o el dominio extracelular de CTLA4
de tipo silvestre comienza con alanina en la posicion -1 y termina en acido aspartico en la posicion +124. La CTLA4
de tipo silvestre es una proteina de superficie celular, que tiene un dominio extracelular N-terminal, un dominio de la
transmembrana, y un dominio citoplasmico C-terminal. El dominio extracelular se une a los antigenos objetivo, tales
como CD80 y CD86. En una célula, la proteina CTLA4 de tipo nativa, que se origina de manera natural, se traduce
como un polipéptido inmaduro, el cual incluye un péptido de sefial en el extremo N-terminal. El polipéptido inmaduro
se somete a un procesamiento post-traduccional, el cual incluye escision y retirada del péptido sefial para generar
un producto escindido de CTLA4 que tiene un extremo N-terminal generado nuevamente que difiere del extremo N-
terminal en la forma inmadura. Un experto en la técnica apreciarda que puede ocurrir el procesamiento post-
traduccional adicional, el cual retira uno o mas de los aminoacidos a partir del extremo N-terminal generado
nuevamente del producto escindido de CTLA4. La forma madura de la molécula CTLA4 incluye el dominio
extracelular de CTLA4, o cualquier porcion de esta, la cual se une a CD80 y/o CD86.

“CTLA4Ig” es una proteina de fusion soluble que comprende un dominio extracelular de CTLA4 de tipo nativo, o una
porcién de la misma que se une a CD80 y/o CD86, unida a un extremo Ig. Una realizacion particular comprende el
dominio extracelular de CTLA4 de tipo silvestre que comienza con metionina en la posicién +1 y termina en acido
aspartico en la posicion +124; o comienza en alanina en la posicién -1 a acido aspartico en la posicion +124; un
resto de aminoacido de unién glutamina en la posiciéon +125; y una porcién de inmunoglobulina que abarca acido
glutdmico en la posicion +126 hasta lisina en la posicion +357 (Figura 9).

Como se usa en este documento, una “proteina de fusién” se define como una o mas secuencias de aminoacidos
juntas unidas usando métodos bien conocidos en la técnica y como se describe en la Patente Estadounidense No.
5.434.131 0 5.637.481. Las secuencias de amino&cidos unidas forman con ello una proteina de fusion.

Como se usa en este documento una “molécula mutante CTLA4” es una molécula que puede ser de CTLA4 de
longitud completa o porciones de esta (derivados o fragmentos) que tienen una mutacién o multiples mutaciones en
CTLA4 (de manera preferible en el dominio extracelular de CTLA4) asi que esta es similar pero no idéntica en su
longitud a la molécula CTLA4 de tipo nativo. Las moléculas mutantes CTLA4 se unen ya sea a CD80 o CD86, o
ambas. Las moléculas CTLA4 mutantes pueden incluir una molécula no CTLA4 activa quimicamente o
biolbgicamente aqui o unida a esta. Las moléculas mutantes pueden ser solubles (por ejemplo, circulantes) o ligadas
a una superficie. Las moléculas CTLA4 mutantes pueden incluir el dominio extracelular completo de CTLA4 o
porciones de esta, es decir, fragmentos o derivados. Las moléculas CTLA4 mutantes pueden ser elaboradas
sintéticamente o de manera recombinante.

Como se usa en este documento, el término “mutacion” es un cambio en la secuencia de nucleotidos o aminoéacidos
de un polipéptido de tipo silvestre. En este caso, es un cambio en el dominio extracelular CTLA4 de tipo silvestre. El
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cambio puede ser un cambio de aminoacido, el cual incluye sustituciones, supresiones, adiciones, o truncamientos.
Una molécula mutante puede tener una o mas mutaciones. Las mutaciones en una secuencia de nucleétidos
pueden o no resultar en una mutacion en la secuencia de aminoacidos como es bien entendido en la técnica. En ese
aspecto, ciertos codones de nucleétidos codifican el mismo aminoacido. Los ejemplos incluyen codones de
nucleétidos CGU, CGG, CGC, y CGA que codifican el aminoacido arginina (R); o codones GAU, y GAC que
codifican el aminoacido, acido aspartico (D). De este modo, una proteina puede ser codificada por una o mas
moléculas de &acido nucleico que difieren en su secuencia de nucledtidos especifica, pero todavia codifican
moléculas de proteina que tienen secuencias idénticas. La secuencia de codificacion del aminoacido es como sigue:

Aminoacido Simbolo Simbolo de una Letra Codones

Alanina Ala A GCU, GCC, GCA, GCG

Cisteina Cys C UGU, UGC

Acido Aspartico Asp D GAU, GAC

Acido Glutamico Glu E GAA, GAG

Fenilalanina Phe F Uuu, UuucC

Glicina Gly G GGU, GGC, GGA, GGG

Histidina His H CAU, CAC

Isoleucina lle | AUU, AUC, AUA

Lisina Lys K AAA, AAG

Leucina Leu L UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG
Metionina Met M AUG

Asparagina Asn N AAU, AAC

Prolina Pro P CCU, CCC, CCA, CCG

Glutamina Gln Q CAA, CAG

Arginina Arg R CGU, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG
Serina Ser S UCU, UCC, UCA, UCG, AGU, AGC
Treonina Thr T ACU, ACC, ACA, ACG

Valina Val \% GUU, GUC, GUA, GUG

Triptofano Trp w UGG

Tirosina Tyr Y UAU, UAC

Como se usa en este documento “el dominio extracelular de CTLA4” es una porcion de CTLA4 que reconoce y se
une a CD80 y/o CD86. Por ejemplo, un dominio extracelular de CTLA4 comprende metionina en la posicion +1 a
acido aspartico en la posicion +124 (Figura 9). Como alternativa, un dominio extracelular de CTLA4 comprende
alanina en la posicion -1 a acido aspartico en la posicion +124 (Figura 9). El dominio extracelular incluye fragmentos
o derivados de CTLA4 que se unen a CD80 y/o CD86.

Como se usa en este documento una “secuencia de proteina no CTLA4” o “molécula no CTLA4” se define como
cualquier molécula que no se une a CD80 y/o CD86 y no interfiere con la uniéon de CTLA4 a su objetivo. Un ejemplo
incluye, pero no se limita a, una region constante de inmunoglobulina (Ig) o porciéon de la misma. De manera
preferible, la region constante Ig es una region constante Ilg humana o de mono, es decir, humana C(gamma)l, que
incluye las regiones bisagra, CH2 y CH3. La regién constante Ig se puede mutar para reducir sus funciones
efectoras (Patentes Estadounidenses N.° 5.637.481; y 6.132.992).

Como se usa en este documento un “fragmento de una molécula mutante CTLA4” es una parte de una molécula
mutante CTLA4, de manera preferible, el dominio extracelular de CTLA4 o una parte del mismo, que reconoce y se
une a su objetivo, es decir, CD80 y/o CD86.

Como se usa en este documento un “derivado de una molécula mutante CTLA4” es una molécula que comparte al
menos 70 % de la similitud de secuencia con y funciona como el dominio extracelular de CTLA4, es decir, reconoce
y se une a CD80 y/o CD86.

Como se usa en este documento, una “porcién de una molécula de CTLA4” incluye fragmentos y derivados de una
molécula CTLA4 que se une a CD80 y/o CD86.

De manera que la invencién aqui descrita pueda ser comprendida mas completamente, se expone la siguiente
descripcion.

COMPOSICIONES DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona moléculas mutantes CTLA4 solubles que reconocen y se unen a CD80 y/o CD86.
En algunas realizaciones, las mutantes CTLA4 solubles tienen una avidez superior hacia CD80 y/o CD86 que a
CTLA4lg.

Ejemplos de moléculas mutantes CTLA4 incluyen L104EA29YIg (L104EA29YIg no es una molécula mutante CTLA4
como se reivindica en la presente solicitud; Figura 7). La secuencia de aminoacidos de L104EA29YIlg puede
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comenzar en la alanina en la posicion de aminoacido -1 y terminar en lisina en la posicién de aminoacido +357. De
manera alternativa, la secuencia de aminoacidos de L104EA29YIg puede empezar en la metionina en la posicion +1
del aminoéacido y terminar en lisina en la posicion de aminoacido +357. La porcion CTLA4 de L104EA29YIg abarca la
metionina en la posicion de aminoacido +1 hasta el acido aspartico en la posicion de aminoacido +124.
L104EA29YIlg comprende un resto de aminoacido de unién glutamina de en la posicion +125 y una porcién de
inmunoglobulina que abarca acido glutamico en la posicién +126 a través de la lisina en la posicién +357 (figura 7).
L104EA29YIg se une aproximadamente 2 veces mas fuertemente que CTLA4lg de tipo silvestre (de aqui en
adelante referida CTLA4Ig) a CD80 y aproximadamente 4 veces mas fuertemente a CD86. Este union mas fuerte
resulta en LI0O4EA29YIg que es mas eficaz que CTLA4Ig en el bloqueo de las respuestas inmunes.

Las moléculas mutantes CTLA4 comprenden al menos el dominio extracelular de CTLA4, o porciones de las mismas
que se unen a CD80 y/o CD86. La porcion extracelular de una molécula mutante CTLA4 comprende una secuencia
de aminoéacidos que se inicia con metionina en la posicion +1 hasta el acido aspartico en la posiciéon +124 (Figura 8).
De manera alternativa, la porcién extracelular de la CTLA4 puede comprender una secuencia de aminoacidos que
se inicia con alanina en la posicion -1 hasta acido aspartico en la posicion +124 (Figura 8).

En otra realizacion, la molécula mutante CTLA4 soluble es una proteina de fusion que comprende el dominio
extracelular de CTLA4 en el que la leucina en la posicion +104 de CTLA4 de tipo silvestre esta sustituida con acido
glutdmico (codones: GAA, GAG). Una molécula mutante CTLA4 que tiene esta sustitucion se refiere aqui como
L104Elg (Figura 8).

La invencién proporciona ademas una molécula mutante CTLA4 soluble que comprende un dominio extracelular de
un mutante CTLA4 como se muestra en la Figura 8, o porcion(es) de la misma, y una porcion que altera la
solubilidad, afinidad y/o valencia de la molécula mutante CTLA4.

De conformidad con una practica de la invencion, la porcién puede ser una region constante de inmunoglobulina o
porcién de la misma. Para uso in vivo, se prefiere que la regién constante de inmunoglobulina no provoque una
respuesta inmune perjudicial en el sujeto. Por ejemplo, en protocolos clinicos, se puede preferir que las moléculas
mutantes incluyan regiones constantes de inmunoglobulina de ser humano o mono. Un ejemplo de una region
constante de inmunoglobulina adecuada es la humana C(gamma)l, que comprende las regiones bisagra, CH2 y
CH3. Otros isotipos son posibles. Ademas, son posibles otras regiones constantes de inmunoglobulina (de manera
preferible otras regiones constantes de inmunoglobulina débilmente o no inmunogénicas).

Otras porciones incluyen etiquetas de polipéptidos. Ejemplos de etiquetas adecuadas incluyen pero no se limitan a la
molécula p97, molécula env gp120, molécula E7, y la molécula ova (Dash, B., et al. (1994) J. Gen. Virol. 75:1389-97;
Ikeda, T., et al. (1994) Gene 138:193-6; Falk, K., et al. (1993) Cell Immunol. 150:447; Fujisaka, K. et al (1994)
Virology 204:789-93). Otras moléculas para usarse como etiquetas son posibles (Gerard, C. et al. (1994)
Neuroscience 62:721-739; Byrn, R. et al. J. Virol (1989) 63:4370-4375; Smith, D. et al., (1987) Science 238:1704-
1707; Lasky, L. (1996) Science 233:209-212).

La invenciéon proporciona ademas proteinas de fusion CTLA4lg mutantes solubles de manera preferente mas
reactivas con el antigeno CD80 y/o CD86 comparada con la CTLA4 de tipo silvestre.

En otra realizacidn, la molécula mutante CTLA4 soluble incluye un resto de aminoacido de unién, que se localiza
entre la porcion CTLA4 y la porcién de inmunoglobulina. La unién de aminoécido puede ser cualquier aminoécido,
incluyendo glutamina. La unién de aminoacido se puede introducir por métodos de sintesis molecular o quimica
conocidos en la técnica.

En otra realizacién, la molécula mutante CTLA4 soluble incluye la porcién de inmunoglobulina (es decir, dominios de
region bisagra, CH2 y CH3), donde cualquiera o todos los restos de cisteina, dentro del dominio de region bisagra de
la porcién de inmunoglobulina estan sustituidos con serina, por ejemplo, las cisteinas en las posiciones +130, +136,
0 +139 (Figura 7 u 8). La molécula mutante puede incluir también la prolina en la posicion +148 sustituida con una
serina, como se muestra en la Figura 7 u 8.

La molécula mutante CTLA4 soluble puede incluir una secuencia de péptido de sefial ligada al extremo N-terminal
del dominio extracelular de la porcion CTLA4 de la molécula mutante. El péptido de sefial puede ser cualquier
secuencia que permitird la secrecién de la molécula mutante, incluyendo el péptido de sefial a partir de la
oncostatina M (Malik, et al., (1989) Molec. Cell. Biol. 9:2847-2853), o CD5 (Jones, N. H. et al., (1986) Nature
323:346-349), o el péptido de sefial a partir de cualquier proteina extracelular.

La molécula mutante puede incluir el péptido de sefial de oncostatina M ligado al extremo N-terminal del dominio
extracelular de CTLA4, y la molécula de inmunoglobulina humana (es decir, regién bisagra, CH2 y CH3) ligada al
extremo C-terminal del dominio extracelular de CTLA4. Esta molécula incluye el péptido de sefial de oncostatina M
que abarca una secuencia de aminoacidos que tiene metionina en la posicion +1 hasta acido aspartico en la posicién
+124, un resto de aminoacido de unién glutamina en la posicién +125, y la porcion de inmunoglobulina que abarca
una secuencia de aminoacidos que tiene 4cido glutdmico en la posicion +126 a través de lisina en la posicion +357.
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Las moléculas mutantes de CTLA4 solubles de la invencion se pueden obtener por métodos de sintesis molecular o
quimica. Los métodos moleculares pueden incluir los siguientes pasos: introducir una célula hospedadora adecuada
con una molécula de acido nucleico que expresa y codifica la molécula mutante CTLA4 soluble; cultivar la célula
hospedadora asi producida bajo condiciones que permiten a la célula hospedadora expresar las moléculas
mutantes; y aislar las moléculas mutantes expresadas. La porcion del péptido de sefial de la molécula mutante
permite a las moléculas de proteina ser expresadas sobre la superficie de la célula y ser secretadas por la célula
hospedadora. Las moléculas mutantes traducidas pueden someterse a modificacién post-traduccional, que implica la
escisién del péptido de sefial para producir una proteina madura que tiene las porciones CTLA4 y la
inmunoglobulina. La escisiéon puede suceder después de la alanina en la posiciéon -1, resultando en una molécula
madura mutante que tiene metionina en la posicién +1 como el primer aminoacido (Figura 8). De manera alternativa,
la escision puede suceder después de la metionina en la posicion -2, resultando en una molécula mutante madura
gue tiene alanina en la posicion -1 como el primer aminoécido.

Una molécula mutante de la invencién es una molécula mutante CTLA4 soluble que tiene el dominio extracelular de
CTLA4 humano ligado a la molécula inmunoglobulina humana (por ejemplo, regién bisagra, CH2 y CH3). Esta
molécula incluye la porcion de la secuencia de aminoacidos que codifica CTLA4 comenzando con metionina en la
posicion +1 hasta acido aspartico en la posicion +124, un resto de aminoacido de unién glutamina en la posicion
+125, y la porcion de inmunoglobulina que abarca una secuencia de aminoacidos que tiene &cido glutamico en la
posicion +126 hasta lisina en la posicion +357. La porcién que tiene el dominio extracelular de CTLA4 es mutada de
manera que la leucina en la posicién +104 es sustituida con &cido glutdmico. La porcién de regidn bisagra de la
molécula mutante se muta de manera que las cisteinas en las posiciones +130, +136, y +139 estan sustituidas con
serina, y la prolina en la posicidbn +148 esta sustituida con serina. Esta molécula mutante se designa en este
documento como L104Elg (Figura 8).

Como alternativa, una realizacion de L104Elg es una molécula mutante CTLA4 soluble que tiene un dominio
extracelular de CTLA4 humano ligado a una molécula inmunoglobulina humana (es decir, region bisagra, CH2 y
CH3). Esta molécula preferida incluye la porcion de CTLA4 que abarca una secuencia de aminoacidos empezando
con alanina en la posicion -1 hasta acido aspartico en la posicion +124, un resto de aminoacido de unioén glutamina
en la posicion +125, y la porcion de inmunoglobulina que abarca el &cido glutdmico en la posicién +126 a través de
lisina en la posicion +357. La porcion que tiene el dominio extracelular de CTLA4 es mutada de manera que la
leucina en la posicidn +104 es sustituida con acido glutdmico. La porcion de region bisagra de la molécula mutante
es mutada de manera que las cisteinas en las posiciones +130, +136, y +139 son sustituidas con serina, y la prolina
en la posicion +148 es sustituida con serina. Esta molécula mutante se designa en este documento como L104Elg
(Figura 8).

Ademas, la invencion proporciona ademéas moléculas de &cido nucleico que comprenden secuencias de nucledtidos
que codifican las secuencias de aminoacidos correspondientes a las moléculas mutantes CTLA4 solubles de la
invencién. En una realizacion, la molécula de acido nucleico es un ADN (es decir, ADNc) o un hibrido de la misma.
De manera alternativa, las moléculas de acido nucleico son ARN o un hibrido de la misma.

Adicionalmente, la invencién proporciona un vector, el cual comprende las secuencias de nucleétidos de la
invencion. Se proporciona también un sistema de vector hospedador. El sistema de vector hospedador comprende el
vector de la invencién en una célula hospedadora adecuada. Ejemplos de células hospedadoras adecuadas
incluyen, pero no se limitan a, células procaritticas y eucarioticas.

La invencion incluye composiciones farmacéuticas para uso en el tratamiento de enfermedades del sistema inmune
que comprenden cantidades efectivas farmacéuticamente de las moléculas mutantes CTLA4 solubles de la
invencioén. En ciertas realizaciones, las enfermedades del sistema inmune son mediadas por interacciones de células
CD28- y/lo CTLA4-positivas con células positivas CD80 y/o CD86. En realizaciones preferidas, las moléculas
mutantes CTLA4 solubles tienen la secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de CTLA4 como se muestra
en la Figura 8 (L104E). Las composiciones pueden incluir adicionalmente otros agentes terapéuticos, incluyendo,
pero no limitado a, toxinas de farmacos, enzimas, anticuerpos, o conjugados.

Las composiciones farmacéuticas también incluyen preferiblemente portadores adecuados y adyuvantes los cuales
incluyen cualquier material, que cuando se combina con la molécula de la invencién (por ejemplo, una molécula
mutante CTLA4 soluble, tal como L104E) retiene la actividad de la molécula y no es reactivo con el sistema inmune
del sujeto. Ejemplos de portadores y adyuvantes adecuados incluyen, pero no se limitan a, albdmina de suero
humano; intercambiadores i6nicos; alimina; lecitina; substancias tamponantes, tales como fosfatos; glicina; acido
sorbico; sorbato de potasio; y sales o electrolitos, tal como sulfato de protamina. Otros ejemplos incluyen cualquiera
de los portadores farmacéuticos convencionales tales como una soluciéon salina tamponada con fosfato; agua;
emulsiones, tal como emulsién agua/aceite; y varios tipos de agentes humectantes. Otros portadores pueden
también incluir soluciones estériles; comprimidos, que incluyen comprimidos revestidos y capsulas. De manera
tipica, algunos portadores contienen excipientes tal como almidén, leche, azlcar, ciertos tipos de arcilla, gelatina,
acido estearico o sales de los mismos, estearato de magnesio o calcio, talco, grasas o aceites vegetales, gomas,
glicoles, u otros excipientes conocidos. Tales portadores pueden también incluir aditivos de sabor y color u otros
ingredientes. Las composiciones que comprenden tales portadores son formuladas por métodos convencionales
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bien conocidos. Tales composiciones se pueden formular también dentro de varias composiciones de lipidos, tales
como, por ejemplo, liposomas asi como también en varias composiciones poliméricas, tales como, microesferas de
polimero.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién se pueden administrar usando modos convencionales de
administracion incluyendo, pero no limitado a, administracion intravenosa (i.v.), administracion intraperitoneal (i.p.)
administracion intramuscular (i.m.), administracién subcutanea, administracion oral, administracibn como un
supositorio, 0 como un contacto tdpico, o la implantacion al sujeto de un dispositivo de liberacién lenta tal como una
bomba miniosmética.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden ser de varias formas de dosificacién, las cuales incluyen,
pero no se limitan a, soluciones o suspensiones liquidas, comprimidos, pildoras, polvos, supositorios, microcapsulas
0 microvesiculas poliméricas, liposomas, y soluciones inyectables o infusionables. La forma preferida depende del
modo de administracion y la aplicacion terapéutica.

El modo mas eficaz de administracion y el régimen de dosificacion para las composiciones de esta invencion
depende de la gravedad y curso de la enfermedad, la salud del paciente y respuesta al tratamiento y el criterio del
médico tratante. En consecuencia, las dosificaciones de las composiciones se deben valorar para el paciente
individual.

Las moléculas mutantes CTLA4 solubles se pueden administrar a un sujeto en una cantidad y por un tiempo (por
ejemplo, longitud del tiempo y/o tiempos mudltiples) suficiente para bloquear la unién de moléculas B7 enddgenas
(por ejemplo, CD80 y/o CD86) a sus respectivos ligandos en el sujeto. El bloqueo de union de ligando/B7 endégeno
inhibe con ello, las interacciones entre las células B7 positivas (por ejemplo, células CD80 y/o CD86 positivas) con
células CD28 y/o CTLA4 positivas. La dosificacion de un agente terapéutico depende de muchos factores
incluyendo, pero no limitado a, el tipo de tejido afectado, el tipo de enfermedad autoinmune que se trata, la gravedad
de la enfermedad, la salud del sujeto, y una respuesta del sujeto al tratamiento con los agentes. En consecuencia,
las dosificaciones de los agentes pueden variar dependiendo del sujeto y el modo de administracion. Las moléculas
mutantes CTLA4 solubles se pueden administrar en una cantidad entre 0,1 y 20,0 mg/kg de peso del paciente/dia,
de manera preferible, entre 0,5 y 10,0 mg/kg/dia. La administracién de las composiciones farmacéuticas de la
invencion se puede realizar sobre varias veces. En una realizacién, la composicion farmacéutica de la invencion se
puede administrar durante una o mas horas. Ademas, la administracion se puede repetir dependiendo de la
gravedad de la enfermedad asi como otros factores como se entiende en la técnica.

La invencion proporciona ademas meétodos para producir una molécula mutante CTLA4 de la invencion que
comprende el crecimiento del sistema de vector hospedador de la invencion para asi producir la proteina en el
hospedador y recuperar la proteina asi producida.

De manera adicional, la invencion proporciona métodos para la regulacion las interacciones de las células T
positivas CTL4 y CD28 funcionales con células CD80 y/o CD86 positivas. Los métodos comprenden poner en
contacto las células CD80 y/o CD86 positivas con una molécula mutante CTLA4 soluble de la invencion para formar
complejos CTLA4/CD80 mutantes y/o CTLA4/CD86 mutantes, interfiriendo los complejos con la reaccion del
antigeno CTLA4 enddgeno con CD80 y/o CD86, y/o interfiriendo los complejos con la reaccién del antigeno CD28
enddgeno con CD80 y/o CD86. En una realizacién, la molécula mutante CTLA4 soluble comprende: una primer
secuencia de aminoacidos que incluye el dominio extracelular de CTLA4 a partir de la secuencia de aminoacidos
que tiene metionina en la posicion +1 hasta el acido aspartico en la posicién +124, incluyendo al menos una
mutacion; y una segunda secuencia de aminoacidos que incluye las regiones de bisagra, CH2 y CH3 de la molécula
inmunoglobulina humana gamma 1 (Figura 8).

Se espera que las moléculas mutantes CTLA4 solubles presenten propiedades inhibidoras in vivo. En condiciones
en las que las interacciones de las células T/células APC, por ejemplo, interacciones de las células T/células B,
ocurren como un resultado del contacto entre células T y células APC, la unién de moléculas mutantes CTLA4
introducidas para reaccionar a células CD80 y/o CD86 positivas, por ejemplo células B, puede interferir, es decir,
inhibir, las interacciones de células T/células APC que resultan en la regulacién de respuestas inmunes.

La invencion proporciona métodos para la regulacion negativa de las respuestas inmunes. La regulacion negativa de
una respuesta inmune por moléculas mutantes CTLA4 solubles puede ser por medio de la inhibicion o el bloqueo de
una respuesta inmune ya en progreso o puede involucrar prevenir la induccién de una respuesta inmune. Las
moléculas CTLA4 solubles de la invencion pueden inhibir las funciones de las células T activadas, tal como la
proliferacion de linfocitos T y secrecion de citocina, suprimiendo las respuestas de las células T o induciendo la
tolerancia especifica en las células T, o ambas.

La presente invencién proporciona métodos adicionales para tratar enfermedades del sistema inmune e induccion de
tolerancia. En realizaciones particulares, las enfermedades del sistema inmune son mediadas por las interacciones
de células positivas CTLA4 y/o CD28 con células positivas CD80/CD86. En una realizacién adicional, se inhiben las
interacciones de células T. Las enfermedades del sistema inmune incluyen, pero no se limitan a, enfermedades
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autoinmunes, enfermedades inmunoproliferativas, y trastornos relacionados con injertos. Estos métodos
comprenden administrar a un sujeto las moléculas mutantes CTLA4 solubles de la invencion para regular las
interacciones de las células T con las células CD80 y/o CD86 positivas. De manera alternativa, se puede administrar
un hibrido mutante CTLA4 que tiene una glicoproteina de membrana unida a una molécula mutante CTLAA4.
Ejemplos de enfermedades relacionadas con injertos incluyen enfermedad del hospedador contra injerto (GVHD)
(por ejemplo, tal como puede resultar del trasplante de médula 6sea, o en la induccion de tolerancia), trastornos
inmunes asociados con el rechazo al trasplante de injerto, rechazo cronico, y alo o xenoinjertos de tejido o células,
que incluyen o6rganos solidos, piel, islotes, musculos, hepatocitos, neuronas. Ejemplos de enfermedades
inmunoproliferativas incluyen, pero no se limitan a, psoriasis; linfoma de célula T; leucemia linfoblastica aguda de
célula T; linfoma de célula T angiocéntrico testicular; angitis linfocitica benigna; y enfermedades autoinmunes tales
como lupus (por ejemplo, lupus eritematoso, nefritis lUpica), tiroiditis de Hashimoto, mixedema primario, enfermedad
de Graves, anemia perniciosa, gastritis atréfica autoinmune, enfermedad de Addison, diabetes (por ejemplo,
diabetes mellitus dependiente de la insulina, diabetes mellitus tipo 1), sindrome de Goodpasture, miastenia grave,
pénfigo, enfermedad de Crohn, oftalmia simpatica, uveitis autoinmune, esclerosis mdltiple, anemia hemolitica
autoinmune, trombocitopenia idiopatica, cirrosis biliar primaria, hepatitis de accion crénica, colitis ulcerante, sindrome
de Sjogren, enfermedades reumaticas (es decir, artritis reumatoide), polimiositis, escleroderma, y enfermedades
mixtas del tejido conectivo.

La presente invencion proporciona ademas un método para inhibir rechazos de trasplantes de un érgano y/o de
tejido sélido por un sujeto, siendo el sujeto un receptor de trasplante de tejido. De manera tipica, en trasplantes de
tejido, el rechazo del injerto se inicia a través de su reconocimiento como ajeno a células T, seguido por una
respuesta inmune que destruye el injerto. Las moléculas mutantes solubles CTLA4 de esta invencion, inhibiendo la
proliferacion de linfocitos T y/o la secrecion de citocinas, pueden resultar en la destruccion reducida de tejido e
induccion de la insensibilidad de la célula T especifica del antigeno puede resultar en una aceptacion del injerto de
larga duracion sin la necesidad de generalizar la inmunosupresion. Ademas, las moléculas mutantes solubles CTLA4
de la invencién se pueden administrar con otros farmacéuticos que incluyen, pero no se limitan a, corticosteroides,
ciclosporina, rapamicina, mofetil micofenolato, azatioprina, tacrolismus, basiliximab y/u otros productos biolégicos.

La presente invencion proporciona también métodos para inhibir la enfermedad de injerto contra hospedador en un
sujeto. Este método comprende la administracién al sujeto de una molécula mutante CTL4 soluble de la invencion,
sola o en conjunto con ligandos adicionales, reactiva con IL-2, IL4, o y-interferén. Por ejemplo, una molécula mutante
CTLA soluble de esta invencion se puede administrar a un receptor de trasplante de médula 6sea para inhibir la
alorreactividad de las células T del donante. De manera alternativa, las células T del donante con un injerto de
médula dsea se pueden tolerar a los aloantigenos del receptor ex vivo previo al trasplante.

La inhibicién de las respuestas de las células T por moléculas mutantes CTLA4 solubles, puede ser también util para
tratar alteraciones autoinmunes. Muchos de los trastornos autoinmunes resultan de la activacion inapropiada de
células T que son reactivas contra autoantigenos, y las cuales promueven la produccién de citocinas y
autoanticuerpos que estan involucrados en la patologia de la enfermedad. La administracion de una molécula
mutante CTLA4 soluble en un sujeto que padece o es susceptible a un trastorno autoinmune puede prevenir la
activacion de células T autorreactivas y puede reducir o eliminar los sintomas de la enfermedad. Este método puede
comprender también la administracion al sujeto de una molécula mutante CTLA4 soluble de la invencion, sola o en
conjunto, con ligandos adicionales, reactiva con IL-2, IL-4, o y-interferén.

La invencién ademas abarca el uso de las moléculas mutantes CTLA4 solubles junto con otros inmunosupresores,
por ejemplo, ciclosporina (véase Mathiesen, en: “Prolonged Survival and Vascularization of Xenografted Human
Glioblastoma Cells in the Central Nervous System of Cyclosporin A-Treated Rats” (1989) Cancer Lett 44:151-156),
prednisona, azatioprina, y metotrexato (R. Handschumacher “Chapter 53: Drugs Used for Immunosuppresion”
paginas 1264-1276). Son posibles otros inmunosupresores. Por ejemplo, para el tratamiento de la artritis
reumatoide, las moléculas mutantes CTLA4 solubles se pueden administrar con productos farmacéuticos incluyendo,
pero no limitado a, corticosteroides, farmacos antiinflamatorios no esteroidales/inhibidores Cox-2, metotrexato,
hidroxicloroquina, sulfasalazoprina, sales de oro, etanercept, infliximab, anakinra, azatioprina, y/u otros productos
biolégicos como anti-TNF. Para el tratamiento de lupus eritematoso sistémico, las moléculas mutantes CTLA4
solubles se pueden administrar con productos farmacéuticos incluyendo, pero no limitado a, corticosteroides,
citoxano, azatioprina, hidroxicloroquina, mofetil micofenolato, y/u otros productos biolégicos. Ademas, para el
tratamiento de esclerosis multiple, las moléculas mutantes CTLA4 solubles se pueden administrar con productos
farmacéuticos incluyendo, pero no limitado a, corticosteroides, interferon beta-1a, interferén beta-1b, acetato de
glatiramero, clorhidrato de mitoxantrona, y/u otros productos biolégicos.

Las moléculas mutantes CTLA4 solubles se pueden usar también en combinacidon con uno o mas de los siguientes
agentes para regular una respuesta inmune: gp39 soluble (conocido también como ligando CD40 (CD40L), CD154,
T-BAM, TRAP), CD29 soluble, CD40 soluble, CD80 soluble, CD86 soluble, CD28 soluble, CD56 soluble, Thy-1
soluble, CD3 soluble, TCR soluble, VLA-4 soluble, VCAM-1 soluble, LECAM-1 soluble, ELAM-1 soluble, CD44
soluble, anticuerpos reactivos con gp39, anticuerpos reactivos con CD40, anticuerpos reactivos con B7, anticuerpos
reactivos con CD28, anticuerpos reactivos con LFA-1 anticuerpos reactivos con LFA-2, anticuerpos reactivos con IL-
2, anticuerpos reactivos con IL-12, anticuerpos reactivos con IFN-gamma, anticuerpos reactivos con CD?2,
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anticuerpos reactivos con CDA48, anticuerpos reactivos con cualquier ICAM (por ejemplo, ICAM-2), anticuerpos
reactivos con CTLA4, anticuerpos reactivos con Thy-1, anticuerpos reactivos con CD56, anticuerpos reactivos con
CD3, anticuerpos reactivos con CD29, anticuerpos reactivos con TCR, anticuerpos reactivos con VLA-4, anticuerpos
reactivos con VCAM-1, anticuerpos reactivos con LECAM-1, anticuerpos reactivos con ELAM-1, anticuerpos
reactivos con CD44. En ciertas realizaciones, se prefieren los anticuerpos monoclonales. En otras realizaciones, se
prefieren los fragmentos de anticuerpos. Como personas expertas en la técnica faciimente entenderan, la
combinacién puede incluir las moléculas mutantes CTLA4 solubles de la invencién y otro agente inmunosupresor,
las moléculas mutantes CTLA4 solubles con otros dos agentes inmunosupresores, las moléculas mutantes CTLA4
solubles con otros tres agentes inmunosupresores, etc. La determinacion de la combinacién 6ptima y dosificaciones
se puede determinar y optimizar usando métodos bien conocidos en la técnica.

Las moléculas mutantes CTL4A solubles de la invencién se pueden administrar como el Gnico principio activo o en
conjunto con otros farmacos en regimenes inmunomodulantes u otros agentes anti-inflamatorios, por ejemplo, para
el tratamiento o la prevencién de trastornos inflamatorios o autoinmunes o de rechazo a alo- o xenoinjertos agudo o
crénico, o para inducir la tolerancia. Por ejemplo, se puede usar en combinacién con un inhibidor de calcineurina, por
ejemplo, ciclosporina A o FK506; un macrolido inmunosupresor, por ejemplo, rapamicina o derivado de la misma; es
decir, 40-O-(2-hidroxi)etil-rapamicina, un agente buscador del linfocito, por ejemplo, FTY720 o un andlogo del
mismo; corticosteroides; ciclofosfamida; azatiopreno; metotrexato; leflunomida o un andlogo de los mismos;
mizoribina; acido micofendlico; mofetil micofenolato; 15-desoxiespergualina o un analogo de los mismos; anticuerpos
monoclonales inmunosupresores, por ejemplo, anticuerpos monoclonales para receptores de leucocitos, por
ejemplo, MHC, CD2, CD3, CD4, CD 11a/CD18, CD7, CD25, CD 27, B7, CD40, CD45, CD58, CD 137, ICOS, CD150
(SLAM), OX40, 4-1BB o sus ligandos; u otros compuestos inmunomoduladores, por ejemplo, CTLA4/CD28-Ig, u
otros inhibidores de adhesion molecular, por ejemplo, mAbs o inhibidores de peso molecular bajo que incluyen
antagonistas LFA-1, antagonistas de Selectina y antagonistas de VLA-4. El compuesto es particularmente (til en
combinacion con un compuesto que interfiere con CD40 y su ligando, por ejemplo, anticuerpos a CD40 y anticuerpos
a CD40-L, por ejemplo, en las indicaciones descritas anteriormente, por ejemplo, la induccion de tolerancia.

Donde las moléculas mutantes CTLA4 solubles de la invencion se administran en conjuncién con otras terapias
inmunosupresoras/inmunomoduladoras o anti-inflamatorias, por ejemplo, como se especifica anteriormente,
dosificaciones del compuesto inmunosupresor, inmunomodulador o anti-inflamatorio co-administrado variaran por
supuesto dependiendo del tipo de co-farmaco empleado, por ejemplo, si este es un esteroide o una ciclosporina, del
farmaco especifico empleado, de la condicion para tratar y asi sucesivamente.

METODOS PARA PRODUCIR LAS MOLECULAS DE LA INVENCION

La expresion de las moléculas mutantes CTLA4 puede ser en células procariéticas. Los procariotas mas
frecuentemente estan representados por varias cepas de bacterias. La bacteria puede ser una gram positiva 0 una
gram negativa. Normalmente, se prefieren bacterias gram-negativas tales como E. coli. Pueden usarse también otras
cepas microbianas.

Las secuencias que codifican moléculas mutantes CTLA4 pueden ser insertadas en un vector designado para
expresar secuencias ajenas en células procaridticas tales como E. coli. Estos vectores pueden incluir secuencias de
control procariéticas comunmente usadas, que se define aqui que incluyen promotores para inicio de la
transcripcidn, opcionalmente con un operador, junto con secuencias de sitios de unién a ribosomas, incluyen tales
promotores cominmente usados como los sistemas promotores beta-lactamasa (penicilinasa) y lactosa (lac)
(Chang, et al., (1977) Nature 198:1056), el sistema promotor de triptéfano (trp) (Goeddel, et al., (1980 Nucleic Acids
Res. 8:4057) y el promotor P, derivado de lambda y el sitio de union del ribosoma del gen N. (Shimatake, et al.,
(1981) Nature 292:128).

Tales vectores de expresion también incluiran origenes de replicacion y marcadores seleccionables, tales como un
gen de beta-lactamasa o neomicina fosfotransferasa que confiere resistencia a antibioticos, de manera que los
vectores pueden replicarse en bacterias y células que llevan los plasmidos pueden seleccionarse cuando crecen en
la presencia de antibiéticos, tales como ampicilina o kanamicina.

El pldsmido de expresion puede ser introducido en células procaridticas por varios métodos convencionales,
incluyendo pero no limitado a choque de CaCl, (Cohen, (1972) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69:2110, y Sambrook et
al. (eds.), “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 22 Edicién, Cold Spring Harbor Press, (1989)) y electroporacion.

De conformidad con la practica de la invencion, las células eucariéticas son también células hospedadoras
adecuadas. Ejemplos de células eucaridticas incluyen cualquier célula animal, sea primaria o inmortalizada, de
levadura (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, y Pichia pastoris), y células de
plantas. El mieloma, las células COS y CHO, son ejemplos de células animales que pueden usarse como
hospedadores. Las células CHO particulares incluyen pero no se limitan a, DG44 (Chasin, et al., 1986 Som. Cell.
Molec. Genet. 12:555-556; Kolkekar 1997 Biochemistry 36:10901-10909), CHO-K1 (ATCC N.° CCL-61), linea celular
CHO-K1 Tet-On (Clontech), CHO designado ECACC 85050302 (CAMR, Salisbury, Wiltshire, Reino Unido), CHO
clon 13 (GEIMG, Genova, IT), CHO clon B (GEIMG, Genova, IT), CHO-K1/SF designado ECACC 93061607 (CAMR,
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Salisbury, Wiltshire, Reino Unido), y RR-CHOK1 designado ECACC 92052129 (CAMR, Salisbury, Wiltshire, Reino
Unido). Células ejemplares de plantas incluyen células de tabaco (plantas completas, cultivo celular o callos), maiz,
soja y arroz. Son también aceptables semillas de maiz, soja y arroz.

Las secuencias de acido nucleico que codifican las moléculas mutantes CTLA4 pueden también ser insertadas en
un vector disefiado para expresar las secuencias ajenas en un hospedador eucariotico. Los elementos reguladores
del vector pueden variar de conformidad con el hospedador eucariético particular.

Las secuencias de control eucaridtico cominmente usadas para uso en los vectores de expresion incluyen
secuencias promotoras y de control compatibles con células de mamifero tal como por ejemplo, promotor CMV
(vector CDMB8) y virus de sarcoma de ave (ASV) (vector nLN). Otros promotores cominmente usados incluyen los
promotores temprano y tardio de Virus de Simio 40 (SV40) (Fiers, et al., (1973) Nature 273:113), o pueden también
usarse otros promotores virales tales como aquellos derivados de polioma, Adenovirus 2, y virus de papiloma bovino.
También puede usarse un promotor inducible, tal como hMTII (Karin, et al., (1982) Nature 299:797-802).

Los vectores para expresar moléculas mutantes CTLA4 en eucariotas pueden también llevar secuencias llamadas
regiones potenciadoras. Estas son importantes en la optimizacion de la expresién del gen y se encuentran ya sea
corriente arriba o corriente abajo de la region promotora.

Ejemplos de vectores de expresion para células hospedadoras eucariéticas incluyen, pero no se limitan a, vectores
para células hospedadoras de mamifero (por ejemplo, BPV-1, pHyg, pRSV, pSV2, pTK2 (Maniatis); pIRES
(Clontech); pRc/CMV2, pRc/RSV, pSFV1 (Life Technologies); Vectores pVPakc, vectores pCMV, vectores pSG5
(Stratagene)), vectores retrovirales (por ejemplo, vectores pFB (Stratagene)), formas pCADN-3 (Invitrogen) o
modificadas de los mismos, vectores adenovirales; vectores de virus adeno-asociados, vectores de baculovirus,
vectores de levaduras (por ejemplo, vectores pESC (Stratagene)).

Las secuencias de &cido nucleico que codifican moléculas mutantes CTLA4 pueden integrarse en el genoma de la
célula hospedadora eucariotica y replicarse como se replica el genoma hospedador. Como alternativa, el vector que
lleva las moléculas mutantes CTLA4 puede contener origenes de replicacion lo que permite la replicacion
extracromosémica.

Para expresar las secuencias de &cido nucleico en Saccharomyces cerevisiae, el origen de la replicacion del
plasmido de levadura enddégeno, se puede usar el circulo 2u. (Broach, (1983) Meth. Enz. 101:307). Como
alternativa, se pueden usar secuencias a partir del genoma de levadura capaz de promover la replicacién autonoma
(véase, por ejemplo, Stinchcomb et al., (1979) Nature 282:39; Tschemper et al., (1980) Gene 10:157; y Clarke et al.,
(1983) Meth. Enz. 101:300).

Las secuencias de control transcripcional para los vectores de levadura incluyen promotores para la sintesis de
enzimas glicoliticas (Hess et al., (1968) J. Adv. Enzyme Reg. 7:149; Holland et al., (1978) Biochemistry 17:4900).
Los promotores adicionales conocidos en la técnica incluyen el promotor CMV proporcionado en el vector CDM8
(Toyama y Okayama, (1990) FEBS, 268:217-221); el promotor para la 3-fosfoglicerato quinasa (Hitzeman et al.,
(1980) J. Biol. Chem. 255:2073), y aquellos para otras enzimas glicoliticas.

Otros promotores son inducibles debido a que pueden ser regulados por el estimulo ambiental o el medio de
crecimiento de las células. Estos promotores inducibles incluyen aquellos de los genes para proteinas de choque
térmico, alcohol deshidrogenasa 2, isocitocromo C, fosfatasa &cida, enzimas asociadas con catabolismo de
nitrégeno, y enzimas responsables de la utilizacién de maltosa y galactosa.

Las secuencias reguladoras pueden también ser colocadas en el extremo 3’ de las secuencias codificantes. Estas
secuencias pueden actuar para estabilizar el ARN mensajero. Tales terminadores se encuentran en la region no
traducida 3’ después de las secuencias codificantes en varios genes de mamiferos y derivados de levaduras.

Vectores ejemplares para plantas y células de plantas incluyen, pero no se limitan a, plasmidos T; de Agrobacterium,
virus del mosaico de la coliflor (CaMV), y virus del mosaico dorado del tomate (TGMV).

Aspectos generales de las transformaciones del sistema hospedador de células de mamiferos se han descrito por
Axel (Patente Estadounidense N.° 4.399.216 publicada el 16 de Agosto de 1983). Las células de mamifero pueden
ser transformadas por métodos que incluyen pero no se limitan a, la transfeccion en la presencia de fosfato de
calcio, microinyeccion, electroporacion, o mediante transduccion con vectores virales.

Los métodos para introducir secuencias de ADN ajenas en genomas de levadura y plantas incluyen (1) métodos
mecanicos, tales como microinyeccién de ADN en células Unicas o protoplastos, agitacion vorticial de células con
perlillas de cristal en la presencia de ADN, o disparo de tungsteno revestido con ADN o esferas doradas en células o
protoplastos; (2) introducir el ADN haciendo a las membranas celulares permeables a las macromoléculas a través
del tratamiento de polietilenglicol o sujecién a pulsos eléctricos de alta tension (electroporacion); o (3) el uso de
liposomas (que contienen ADNCc) los cuales se fusionan a las membranas celulares.
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La expresion de las moléculas mutantes CTLA4 puede ser detectada por métodos conocidos en la técnica. Por
ejemplo, las moléculas mutantes pueden ser detectadas por geles SDS-PAGE tefiidos con Commassie e
inmunotransferencia usando anticuerpos que se unen a CTLA4. La recuperacion de la proteina se puede realizar
usando medios de purificaciéon de proteina convencional, por ejemplo, cromatografia de afinidad o cromatografia de
intercambio ionico, para proporcionar el producto substancialmente puro (R. Scopes in: “Protein Purification,
Principles and Practice”, Tercera Edicién, Springer-Verlag (1994)).

La invencion ademas proporciona moléculas mutantes CTLA4 solubles producidas anteriormente en el presente
documento.

MUTAGENESIS A BASE DE CODONES CTLA4Ig

En una realizacion, la mutagénesis dirigida al sitio y un nuevo procedimiento de seleccién se usaron para identificar
varias mutaciones en el dominio extracelular de CTLA4 que mejoran la avidez de unién para CD86. En esta
realizacion, las mutaciones se llevaron a cabo en residuos en las regiones del dominio extracelular de CTLA4 a partir
de serina 25 a arginina 33, la hebra C’ (alanina 49 y treonina 51), la hebra F (lisina 93, acido glutdmico 95 y leucina
96), y en la region de la metionina 97 a través de la tirosina 102, tirosina 103 hasta glicina 107 y en la hebra G en las
posiciones de glutamina 111, tirosina 113 e isoleucina 115. Estos sitios se seleccionaron basados en estudios de
proteinas de fusion CTLA4/CD28 quiméricas (Peach et al., J. Exp. Med., 1994, 180:2049-2058), y en un modelo que
predice qué cadenas laterales de restos de aminodcidos se expondrian a disolvente, y una carencia de identidad de
resto de aminoacido u homologia en ciertas posiciones entre CD28 y CTLA4. También, cualquier residuo que esta
espacialmente en proximidad cercana (5 a 20 Unidades Angstrom), a los residuos identificados es considerado parte
de la presente invencion.

Para sintetizar y seleccionar moléculas mutantes CTLA4 solubles con afinidades alteradas para CD80 y/o CD86, se
adoptd una estrategia de dos pasos. Los experimentos traen consigo primero la generacién de una biblioteca de
mutaciones a un codén especifico de una porcién extracelular de CTLA4 y después seleccionar estos por analisis
BlAcore para identificar mutantes con reactividad alterada a CD80 o CD86. El sistema de ensayo Biacore
(Pharmacia, Piscataway, N.J.), usa un sistema detector de resonancia de plasmén superficial que involucra
esencialmente union covalente de ya sea CD801g o CD86Ilg a un chip sensor revestido de dextrano, que esta
localizado en un detector. La molécula de prueba puede entonces ser inyectada en la cdmara que contiene el chip
sensor y la cantidad de proteina complementaria que se une puede ser valorada basada en el cambio en la masa
molecular que esta fisicamente asociada con el lado revestido de dextrano del chip sensor; el cambio en la masa
molecular puede ser medido por el sistema detector.

Ventajas de lainvencién

Debido a que CTLA4 que se une a CD80 y CD86 esta caracterizado por velocidades rapidas “de asociacion” y
velocidades de disociacion rapida, y debido a que los complejos CTLA4Ig-CD86 se disocian aproximadamente 5 a 8
veces mas rapidamente que los complejos CTLA4lg-CD80, se razona que disminuyendo la velocidad de disociacion
de CTLA4Ig a partir de CD80 y/o CD86, podria resultar en moléculas con propiedades inmunosupresoras mas
potentes. De este modo, se espera que las moléculas mutantes CTLA4 solubles que tienen una avidez superior para
células CD80 o CD86 positivas comparadas con la CTLA4 de tipo silvestre, o formas no mutadas de CTLA4Ig,
bloqueen el cebado de las células activadas especificas del antigeno con eficiencia superior que CTLA4 de tipo
silvestre o formas no mutadas de CTLA4lg.

Ademas, los costes de produccion para CTLA4lg son muy altos. Las moléculas CTLA4lg mutantes de alta avidez
gue tienen propiedades inmunosupresoras potentes superiores pueden ser usadas en la clinica, a dosis
considerablemente mas bajas que las CTLA4lg no mutadas, para lograr niveles similares de inmunosupresion. De
este modo, las moléculas mutantes CTLA4 solubles pueden ser muy rentables.

Los siguientes ejemplos estan presentados para ilustrar la presente invencién y para asistir a un experto habitual en
la elaboracion y uso de la misma. No se pretende que los ejemplos en forma alguna limiten otro modo el &mbito de
la invencion.

Ejemplos

EJEMPLO 1

Este ejemplo proporciona una descripcion de los métodos usados para generar las secuencias de nucleétidos que
codifican las moléculas mutantes CTLA4 solubles de la invencion. Se generé un mutante L104EIlg de sitio Unico y se
sometié a prueba para cinética de union para CD80 y/o CD86. La secuencia de nucleétidos L104EIg se us6 como

una plantilla para generar la secuencia CTLA4 mutante de doble sitio, L104EA29YIg, la cual se someti6 a prueba
para cinética de union para CD80 y/o CD86.
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Mutagénesis Basada en el Codén CTLA4Ig:

Se desarrollé una estrategia de mutagénesis y seleccion para identificar moléculas CTLA4lg mutantes que tenian
velocidades més lentas de disociacién de moléculas CD80 y/o CD86. Se generaron secuencias de nucledtidos
mutantes de un solo sitio usando CTLA4lg (Patentes Estadounidenses N.°: 5.844.095; 5.851.795; y 5.885.796;
ATCC N.° de Referencia 68629) como una plantilla. Los cebadores de PCR de oligonucleétido mutagénico se
disefiaron para mutagénesis aleatoria de un codon de ADNc especifico permitiendo cualquier base en las posiciones
1y 2 del codén, pero solamente guanina o timina en la posicién 3 (XXG/T; también conocida como NNG/T). De esta
manera, un codon especifico que codifica un aminoacido podria ser aleatoriamente mutado para codificar cada uno
de los 20 aminoacidos. En tal sentido, la mutagénesis XXG/T proporciona 32 codones potenciales que codifican
cada uno de los 20 aminoacidos. Los productos de PCR que codifican mutaciones en proximidad cercana a -M97-
G107 de CTLA4Ig (véase Figura 7 u 8), se digirieron con Sacl/Xbal y se subclonaron en vectores de expresion
CTLA4Ig nLN de corte similar. Este método se us6 para generar la molécula mutante CTLA4 de un solo sitio
L104Elg (Figura 8).

Para mutagénesis en proximidad a S25-R33 de CTLA4Ig, se introdujo primero un sitio de restriccion Nhel silente, 5’
de este bucle, por mutagénesis dirigida al cebador de PCR. Los productos de PCR se digirieron con Nhel/Xbal y se
subclonaron en vectores de expresion L104Elg o CTLA4Ig de corte similar. Este método se us6 para generar la
molécula mutante CTLA4 de doble sitio L104EA29YIg (Figura 7). En particular, la molécula de acido nucleico que
codifica la molécula mutante CTLA4 de un solo sitio, L104Elg, se us6 como una plantilla para generar la molécula
mutante CTLA4 de doble sitio, LLO4EA29YIg. El vector piLN que tiene el LLO4EA29YIg se muestra en la Figura 12.

EJEMPLO 2

Lo siguiente proporciona una descripcion de los métodos de seleccidon usados para identificar los polipéptidos
CTLA4 mutantes de un solo y doble sitio, expresados a partir de las construcciones descritas en el Ejemplo 1, que
presentaron una avidez de unién superior para los antigenos CD80 y CD86, comparados con las moléculas CTLA4Ig
no mutadas.

Los estudios actuales in vitro e in vivo, indican que el CTLA4Ig por si mismo, es incapaz de bloquear completamente
el cebado de las células T activadas especificas del antigeno. Los estudios in vitro con CTLA4Ig y ya sea anticuerpo
monoclonal especifico para CD80 o CD86 que mide la inhibicién de la proliferacion de las células T, indican que el
anticuerpo monoclonal anti-CD80 no aumentd la inhibicion de CTLA4lg. Sin embargo, el anticuerpo monoclonal anti-
CD86 aumento la inhibicion, indicando que el CTLA4Ig no fue tan eficaz al bloquear las interacciones CD86. Estos
datos apoyan hallazgos recientes por Linsley et al. (Immunity, (1994), 1:793-801) que muestran que la inhibicién de
las respuestas celulares mediadas por CD80 requiere aproximadamente 100 veces menores concentraciones de
CTLA4Ig que para las respuestas mediadas por CD-86. Basados en estos hallazgos, se deduce que las moléculas
mutantes CTLA4 solubles que tienen una avidez superior para CD86 que para CTLA4 de tipo silvestre, deben ser
mejor capaces de bloquear el cebado de las células activadas especificas del antigeno que CTLA4Ig.

Para este fin, las moléculas mutantes CTLA4 solubles descritas en el Ejemplo 1 anterior, se seleccionaron usando
un procedimiento de seleccién nuevo para identificar varias mutaciones en el dominio extracelular de CTLA4 que
mejoran la avidez de union para CD80 y CD86. Esta estrategia de seleccion proporciond un método eficaz para
identificar mutantes directamente con velocidades “de disociacion” aparentemente mas lentas sin la necesidad para
la purificacién o cuantificacion de la proteina, puesto que la determinacion de la velocidad “de disociacion” es
independiente de la concentracion (O’'Shannessy et al., (1993) Anal. Biochem., 212:457-468).

Las células COS se transfectaron con ADN de plasmido purificado de minipreparacién individual y se propagaron
durante varios dias. Se aplic6 medio de cultivo acondicionado tres dias a los chips biosensores BlAcore (Pharmacia
Biotech AB, Uppsala, Suecia) revestido con CD801g o CD861g soluble. La union especifica y disociacion de
proteinas mutantes se midié por la resonancia de plasmoén superficial (O’'Shannessy, D. J., et al., (1993) Anal.
Biochem. 212:457-468). Todos los experimentos se procesaron en biosensores BlAcore™ o BlAcore™ 2000 a 25
°C. Los ligandos se inmovilizaron en chips sensores NCM5 de grado de investigacion (Pharmacia) usando
acoplamiento N-etil-N’-(dimetilaminopropil) carbodiimidN-hidroxisuccinimida (Johnsson, B., et al. (1991) Anal.
Biochem. 198:268-277; Khilko, S.N., et al (1993) J. Biol. Chem 268:5425-15434).

Método de Seleccion

Células COS que crecen en placas de cultivo de tejido de 24 pocillos se transfectaron temporalmente con ADN que
codifica CTLA4Ig mutante. El medio de cultivo que contiene el CTLA4lg mutante soluble secretado se recogié 3 dias
después.

El medio de cultivo de células COS acondicionadas se dejé fluir sobre chips biosensores BlAcore derivados con
CD86lg o CD80Ig (como se describe en Greene et al., 1996 J. Biol. Chem. 271:26762-26771), y moléculas mutantes
se identificaron con velocidades “de asociacion” mas lentas que las observadas para el CTLA4Ig de tipo silvestre. El
ADNCc que corresponde a las muestras del medio seleccionado fue secuenciado y el ADN se preparé para realizar la
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transfeccién temporal de células COS de gran escala, de la cual la proteina CTLA4lg mutante se prepard siguiendo
la purificacién de la proteina A del medio de cultivo.

Las condiciones de analisis BIAcore y analisis de datos de unién de equilibrio se realizaron como se describe en J.
Greene et al. 1996 J. Biol. Chem. 271:26762-26771, y como se describe en el presente documento.

Andlisis de Datos BlAcore

Las lineas basales del Senosorgrama se normalizaron a unidades de respuesta cero (UR) previo al andlisis. Las
muestras se procesaron sobre celdas de flujo derivadas simuladas, para determinar los valores de unidad de
respuesta antecedente (UR) debido a las diferencias de indice refractario de volumen entre soluciones. Las
constantes de disociacion de equilibrio (Kqg) se calcularon de trazos de Req contra C, en donde Req €s la respuesta de
estado estacionario menos la respuesta en un chip derivado simulado, y C es la concentracién molar del analito. Las
curvas de unién se analizaron usando un software de ajuste de curva no lineal comercial. (Prim, GraphPAD
Software).

Los datos experimentales se ajustaron primero a un modelo para una unién de ligando Gnico a un receptor Gnico
(modelo sitio 1, es decir, un sistema langmuir simple, A+B«B), y constantes de asociacién de equilibrio
(Kq=[A]*[B]\[AB]) se calcularon a partir de la ecuacién R=Rmax¢C/(Kq+C). Subsecuentemente, los datos se ajustaron
al modelo de dos sitios mas simples de la union a ligando (es decir, a un receptor que tiene dos sitios de union
independientes no interactuantes como se describe por la ecuacion R=Rmax1®C\(Kg1+C)+Rmax2®C\(Kg2+C)).

La bondad de ajuste de estos dos modelos se analiz6 visualmente por comparacion con los datos experimentales y
estadisticamente por una prueba F de las sumas de cuadrados. El modelo de un sitio mas simple se seleccion6
como el mejor ajuste, a menos que el modelo de dos sitios se ajuste significativamente mejor (p<0,1).

Se realizaron andlisis de asociacion y disociacion usando un Software de evaluacion 2.1 BIA (Pharmacia). Las
constantes de velocidad de asociacion ko, se calcularon en dos vias, asumiendo tanto interacciones homogéneas de
un sitio como interacciones paralelas de dos sitios. Para interacciones de un solo sitio, se calcularon valores kon de
conformidad con la ecuacion Rt:Req(l-exp'kS(t'IO), en donde R: es una respuesta a un tiempo dado, t; Req €s la
respuesta de estado estacionario; to es el tiempo al inicio de la inyeccion; y ks=dR/dt)koneCkos, y donde C es una
concentracion del analito, calculada en términos de sitios de uniébn monomeéricos. Para interacciones de dos sitios,
se calcularon los valores ko, de conformidad con la ecuacién Rt:Req(l-exp'ks(l"0)+ Reqz(l-exp'ksz(l"o). Para cada
modelo, se determinaron los valores de kon a partir de la inclinacién calculada (alrededor de 70 % de asociacién
méxima) de trazos de ks contra C.

Los datos de disociacion se analizaron de conformidad con modelos de un sitio (AB=A+B) o dos sitios (AiBj=Ai+Bj), y
las constantes de velocidad (ko) se calcularon a partir de las curvas de mejor ajuste. EI modelo de sitio de unién se
uso excepto cuando los residuales fueron mayores que el antecedente de la maquina (2-10 UR, de conformidad con
la maquina), en tal caso, se emple6 el modelo de dos sitios de uniones. Los medios tiempos de la ocupacion de
receptor se calcularon usando la relacion t1/,=0,693/Kof.

Citometria de flujo:

Se adquiri6 mAb L307.4 (anti-CD80) murina de Becton Dickinson (San José, California) y 1T2.2 (anti-B7-0 [también
conocido como CD86]), de Pharmingen (San Diego, California). Para inmunotincion, células CHO CD80 positivas y/o
CD86-positivas, se retiraron de sus recipientes de cultivo Eor incubacién en solucion salina tamponada con fosfato
(PBS) que contiene EDTA 10 mM. Células CHO (1-10 x 10°) se incubaron primero con mAb o proteinas de fusion de
inmunoglobulina en DMEM que contiene 10 % de suero bovino fetal (FBS); después se lavaron e incubaron con anti-
ratdn de cabra conjugado con isotiocianato de fluoresceina o reactivos de segundo paso de inmunoglobulina anti-
humana (Tago, Burlingame, California). A las células se les dio un lavado final y se analizaron en un FACScan
(Beckon Dickinson).

Cromatografia de Exclusién de Tamano y SDS-PAGE

Se realizd6 SDS-PAGE en geles de acrilamida al 4-20 % de Tris-glicina (Novex, San Diego, CA). Los geles analiticos
se tifieron con Azul de Comassie, y las imagenes de los geles himedos se obtuvieron por exploracion digital. Se
analiz6 CTLA4Ig (25 pg) y L104EA29YIg (25 pg), por cromatografia de exclusion de tamafio usando una columna
SWyx. G300 de TSK-GEL (7,8 x 300 mm Tosohaas, Montgomeryville, PA), equilibrada en solucién salina tamponada
con fosfato que contiene NAN3 a 0,02 % a un caudal de 1,0 ml/min.

CTLA4Xc120s Y L1I04EA29Y Xc120s.

Se prepar6 CTLA4Xci120s de cadena sencilla como se describe previamente (Linsley et al., (1995) J. Biol. Chem.
270:15417-15424). Brevemente, se us6 un plasmido de expresiéon M CTLA4 (OMCTLA4) de oncostatina, como una
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plantilla, el cebador directo,

GAGGTGATAAAGCTTCACCAATGGGTGTACTGCTCACACAG
se selecciond para igualar las secuencias en el vector; y el cebador inverso,

GTGGTGTATTGGTCTAGATCAATCAGAATCTGGGCACGGTTC

que corresponde a los Ultimos siete aminoacidos (es decir, aminoacidos 118-124) en el dominio extracelular de
CTLA4, y contienen un sitio de enzima de restriccion, y un codéon de deteccion (TGA). El cebador inverso
especificd una mutacion C120S (cisteina a serina en la posicién 120). En particular, la secuencia de nucleétidos
GCA (nucledtidos 34-36) del cebador inverso mostrado anteriormente es reemplazada con una de las siguientes
secuencias de nucleotidos: AGA, GGA, TGA, CGA, ACT o GCT. Como personas expertas en la técnica
entenderan, la secuencia de nucledtidos GCA es una secuencia complementaria inversa del codén TGC para
cisteina. De manera similar, las secuencias de nucleétidos AGA, GGA, TGA, CGA, ACT o GCT son las
secuencias complementarias inversas de los codones para cisteina. Los productos de reaccion en cadena de la
polimerasa se digirieron con Hindlll/Xbal y se subclonaron direccionalmente en el vector de expresion nLN
(Bristol-Myers Squibb Company, Princeton, NJ). Se preparé L104EA29YXci120s de una manera idéntica. Cada
construccion se verifico por secuenciacion de ADN.

Identificacién y Caracterizacién Bioquimica de Mutantes de Alta Avidez

Se seleccionaron veinticuatro aminoacidos para la mutagénesis y las ~2300 proteinas mutantes resultantes
sometidas a ensayo para la uniébn de CD86Ig por la resonancia de plasmén superficial (SPR; como se describe,
mencionado anteriormente). Los efectos predominantes de mutagénesis en cada sitio se resumen en la Tabla Il. La
mutagénesis aleatoria de algunos aminoéacidos en el S25-R33 aparentemente no alteré la unién a ligando. La
mutagénesis de E31 y R33 y residuos M97-Y102 aparentemente resultdé en la union a ligando reducido. La
mutagénesis de residuos, S25, A29 y T30, K93, L96, Y103, L104, y G105, resulté en proteinas con velocidades
lentas “de asociacion” y/o lentas “de disociacién”. Estos resultados confirman los hallazgos previos que los residuos
en la regidon S25-R33, y los residuos en o cerca de M97-Y102 influyen en la unién a ligando (Peach et al., (1994) J.
Exp. Med., 180:2049-2058).

La mutagénesis de sitios S25, T30, K93, L96, Y103 y G105, resultd en la identificacion de algunas proteinas
mutantes que tienen velocidades “de disociacion” mas lentas de CD86lg. Sin embargo, en estos ejemplos, la
velocidad “de disociacion” lenta se comprometié por una velocidad “de asociacion” lenta la cual resulta en proteinas
mutantes con una afinidad total por CD86lg que fue aparentemente similar a aquella vista con el CTLA4Ig de tipo
silvestre. Ademas, la mutagénesis de K93 resulté en agregacion significativa la cual ha sido responsable de los
cambios cinéticos observados.

La mutagénesis aleatoria de L104 seguida por la transfeccion de las células COS y seleccion por SPR de muestras
de medio de cultivo sobre CD86lg inmovilizado, proporciona seis muestras de medios que contienen proteinas
mutantes con velocidades “de disociacién” aproximadamente 2 veces mas lentas que el CTLA4Ig de tipo silvestre.
Cuando el ADNc correspondiente de estos mutantes se secuencié, se descubrié que cada uno codificaba una
mutacion de leucina a acido glutdmico (L104E). Aparentemente, la sustitucién de leucina 104 a acido aspartico
(L104D) no afect6 la union de CD86lg.

La mutagénesis entonces se repitié en cada sitio listado en la Tabla Il, esta vez usando L104E como la plantilla de
PCR en lugar del CTLAdIg de tipo silvestre, como se ha descrito anteriormente. El analisis SPR, nuevamente
usando CD86lg inmovilizado, identificé seis muestras de medio de cultivo de mutagénesis de alanina 29 con
proteinas que tienen velocidades “de disociacion” aproximadamente 4 veces mas lentas que las de CTLA4Ig de tipo
silvestre. Las dos mas lentas fueron sustituciones de tirosina (L104EA29Y), dos fueron leucina (L104EA29L), una
fue triptofano (L104EA29W), y una fue treonina (L104EA29T). Aparentemente, no se identificaron velocidades “de
disociacién” lentas cuando alanina 29 fue mutada aleatoriamente, sola, en el CTLA4Ig de tipo silvestre.

La masa molecular relativa y el estado de agregacion de L104E purificado y L104EA29YIg se evaluaron por SDS-
PAGE y cromatografia de exclusion de tamafio. L104EA29YIlg (~1 pg; carril 3) y L104Elg (~ pg; carril 2)
aparentemente tienen la misma movilidad electroforética que CTLA4Ig (~1 pg; carril 1) en condiciones de reduccion
(~50 kDa; +BME; méas 2-mercaptoetanol) y sin reduccion (~100 kDa; -BME) (FIG. 10A). La cromatografia de
exclusién de tamafio demostr6 que L104EA29YIg (FIG. 10C), aparentemente tiene la misma movilidad que el
CTLA4Ig dimérico (Flg. 10B). Los picos principales representan el dimero de proteina mientras el pico menor que
eluye mas rapido en la FIG. 10B, representa agregados de peso molecular superior. Aproximadamente 5,0 % de
CTLA4Ig estuvo presente como agregado de peso molecular superior, pero no hubo pruebas de agregacion de
L104EA29YIg o L104Elg. Por lo tanto, la unién mas fuerte a DC86Ig vista con L104Elg y L104EA29YIg podria no
atribuirse a la agregacion inducida por mutagénesis.
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Andlisis de Unién Cinético y de Equilibrio

Se realiz6 analisis de union cinético y de equilibrio en la proteina A purificada CTLA4lg, L104Elg, y L104EA29YIg,
usando resonancia de plasmon superficial (SPR). Los resultados se muestran en la Tabla I. Las constantes de
disociacién en equilibrio observadas (Kg; Tabla I), se calcularon a partir de las curvas de unidn generadas sobre una
serie de concentraciones (5,0-200 nM). L104EA29YIg se une mas fuertemente a CD86Ig que a L104Elg o CTLA4Ig.
El K¢ mas bajo de L104EA29YIg (3,21 nM) que L104Elg (6,06 nM) o CTLA4Ig (13,9 nM), indica afinidad de unién
superior de L104EA29YIg a CD86lg. El K4 mas bajo de L104EA29YIg (3,66 nM) que L104Elg (4,47 nM) o CTLA4Ig
(6,51 nM), indica afinidad de union superior de L104EA29YIg a CD80Ig.

El analisis de union cinético revela que las velocidades “de asociacion” comparativas para CTLA4lg, L104Elg, y
L104EA29YIg de unién a CD80 fueron similares, como fueron las velocidades “de asociacion” para CD86lg (Tabla
1). Sin embargo, las velocidades “de disociacién” para estas moléculas no fueron equivalentes (Tabla I). Comparado
con CTLA4Ig, L104EA29YIg tiene velocidades “de disociacion” aproximadamente 2 veces mas lentas de CD801g, y
velocidades “de disociacion” aproximadamente 4 veces mas lentas de CD86lg. El L104E tiene velocidades “de
disociacion” intermedias entre L104EA29YIg y CTLA4lg. Ya que la introduccion de estas mutaciones no afecta
significativamente en las velocidades “de asociacion”, el incremento en avidez para CD801g y CD86Ilg observado
con L104EA29YIg fue de forma similar principalmente debido a una disminucién de velocidades “de disociacion”.

Para determinar si el incremento en la afinidad de L104EA29YIg para CD86lg y CD80lg fue debido a las mutaciones
que afectan a la forma en que cada mondmero se asociaba como un dimero, o si hubo cambios estructurales
potenciadores de la avidez introducidos en cada mondémero, se prepararon construcciones de cadena sencilla de
dominios extracelulares de CTLA4 y L104EA29Y después de la mutagénesis de cisteina 120 a serina como se ha
descrito anteriormente, y por Linsley et al., (1995) J. Biol. Chem. 270:15417-15424. Las proteinas purificadas
CTLA4Xc120s Y L104EA29Y Xc120s Mostraron ser monomeéricas por cromatografia de permeacion en gel (Linsley et
al., (1995), mencionado anteriormente), antes de que sus propiedades de unién al ligando se analizaran por SPR.
Los resultados muestran que la afinidad de union de ambas proteinas monoméricas para CD86lg fue
aproximadamente 35-80 veces menor que la vista para sus dimeros respectivos (Tabla I). Esto confirma datos
publicados previamente, que establecen que se requeria la dimerizacién de CTLA4 para union de ligando de alta
avidez (Greene et al., (1996) J. Blol. Chem., 271:26762-26771).

L104EA29YXc120s S€ unid con afinidad aproximadamente 2 veces superior que CTLA4Xc120s @ tanto CD80lg como
CD86lg. La afinidad incrementada fue debida a la velocidad aproximadamente 3 veces mas lenta de disociacion de
ambos ligandos. Por lo tanto, la unién a ligando mas fuerte por L104EA29Y fue mas probablemente debido a los
cambios estructurales que mejoran la avidez que se habian introducido en cada cadena monomérica mejor que
alteraciones en las cuales la molécula es dimerizada.

Analisis de Ubicacién y Estructural de Mutaciones que Mejoran la Avidez

La estructura de solucion del dominio similar a IgV extracelular de CTLA4 ha sido determinada recientemente por
espectroscopia de RMN (Metzler et al., (1997) Nature Struct. Biol. 4:527-531. Esto permite la ubicacién exacta de
leucina 104 y alanina 29 en el pliegue tridimensional (Fig. 11A-B). Leucina 104 esté situada cerca de la secuencia de
aminoacidos MYPPPY altamente conservada. La alanina 29 esté situada cerca del extremo C-terminal de la regién
S25-R33, la cual es espacialmente adyacente a la region MYPPPY. Aunque hay interaccién significativa entre los
residuos en la base de estas dos regiones, no hay aparentemente interaccion directa entre L104 y A29 aunque
ambas comprenden parte de un centro hidrofébico contiguo en la proteina. Las consecuencias estructurales de los
dos mutantes que mejoran la avidez se valoraron por modelacién. La mutacién A29Y puede ser facilmente
acomodada en la hendidura entre la regién S25-R33 y la region MYPPPY, y puede servir para estabilizar la
conformacion de la region MYPPPY. En el CTLA4 de tipo silvestre, el L104 forma interacciones hidrofébicas
extensivas con L96 y V94 cerca de la region MYPPPY. Es altamente improbable que las mutaciones de éacido
glutdmico adopten una conformacion similar a aquella de L104 por dos razones. Primero, hay insuficiente espacio
para acomodar la cadena lateral de acido glutAmico mas larga en la estructura sin perturbacién significativa a la
regiéon S25-R33. Segundo, los costos energéticos de internar la carga negativa de la cadena lateral de &cido
glutamico en la region hidrofébica serian grandes. En su lugar, los estudios de modelacion predicen que la cadena
lateral de acido glutdmico se suelta sobre la superficie donde su carga puede estabilizarse por solvatacion. Tal
cambio conformacional puede ser facilmente acomodado por G105, con distorsién minima a otros residuos en las
regiones.

Unién de Mutantes de Alta Afinidad a Células CHO que Expresan CD80 o CD86

Se realizé andlisis FACS (Fig. 2) de moléculas mutantes y CTLA4Ig para transfectar establemente células CD80+ y
CD86+CHO como se describe en el presente documento. Las células CD80 positivas y CD86 positivas, se incubaron
con concentraciones crecientes de CTLA4lg, LI04EA29YIg, o L104Elg y después se lavaron. Se detectd la proteina
de fusion de inmunoglobulina unida usando inmunoglobulina anti-humana de cabra conjugada con isotiocianato de
fluoresceina.
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Como se muestra en la Figura 2, las células CD80-positivas o CD86-positivas (1,5 x 105) se incubaron con las
concentraciones indicadas de CTLA4lg (cuadrados cerrados); L104EA29YIg (circulos), o L104Elg (triangulos)
durante 2 h a 23°C, se lavaron y se incubaron con anticuerpo de inmunoglobulina anti-humana de cabra conjugada
con isotiocianato de fluoresceina. Se analizé la unién en un total de 5,000 células viables (determinacion Gnica) en
un FACScan, y se determind la intensidad de fluorescencia media (MFI) a partir de los datos de histogramas usando
PC-LYSYS. Los datos se corrigieron para la fluorescencia de fondo medida en células incubadas con solamente el
reactivo de segundo paso (MFI=7). El control L6 mAb (80 pg/ml) dio MFI < 30. Estos resultados son representativos
de cuatro experimentos independientes.

La union de L104EA29Ylg, L104Elg, y CTLA4lg a células CHO transfectadas CD80 de humano, es
aproximadamente equivalente (Flg. 2A). L104EA29YIlg y L104Elg se unen mas fuertemente a células CHO
establemente transfectadas con CD86 humano que CTLA4Ig (Fig. 2B).

Ensayos Funcionales:

Se aislaron células T CD-4 positivas humanas por seleccion negativa inmunomagnética (Linsley et al., (1992) J. Exp.
Med. 176:1595-1604). Células T CD4 positivas aisladas se estimularon con acetato de miristato forbal (PMA) mas
células CHO CD80 positivas o CD86-positivas en la presencia de concentraciones de titulador del inhibidor. Las
células T CD-4 positivas (8-10 x 10*/pocillo) se cultivaron en la presencia de PMA 1 nM con o sin estimuladores de
células CHO irradiadas. Las respuestas proliferativas se midieron por la adicion de 1 uCi/pocillo de [3H]timidina
durante las 7 horas finales de un cultivo de 72 horas. Se realizé la inhibicion de PMA mas CHO CD80-positiva, 0
CHO CD86-positiva, células T estimuladas por LI04EA29YIg y CTLAA4Ig. Los resultados se muestran en la FIG. 3.
L104EA29YIg inhibe la proliferacién de células CHO tratadas con PMA CD80 positivas mas que CTLA4lg (Fig. 3A).
L104EA29YIg es también mas eficaz que CTLA4Ig en la inhibicién de la proliferacion de células CHO tratadas con
PMA CD86-positiva (FIG. 3B). Por lo tanto, L104EA29YIg es un inhibidor més potente de la coestimulacion mediada
de tanto CD80 como CD86 de las células T.

La Figura 4 muestra la inhibicion por L104EA29YIg y CTLA4Ilg de células T humanas aloestimuladas preparadas
anteriormente, y después aloestimuladas con una linea celular linfoblastoide B humana (LCL) llamada PM que
expresaba CD80 y CD86 (células T a 3,Ox104/pocillo y PM a 8,0 x 103/pocillo). La aloestimulacion primaria sucedi6
durante 6 dias, después las células son pulsadas con ®H-timidina durante 7 horas, antes de determinarse la
incorporacion de radiomarcadores.

Se realiz6 la aloestimulacion secundaria como sigue. Se cosecharon células T aloestimuladas primarias siete dias
sobre el medio de separacion de linfocitos (LSM) (ICN, Aurora, OH) y dejaron reposar durante 24 horas. Las células
T entonces se estimularon nuevamente (secundaria) en la presencia de cantidades de titulacion de CTLA4Ig o
L104EA29YIg, agregando PM en la misma relacion como anteriormente. La estimulacion sucedié durante 3 dias,
después las células se pulsaron con radiomarcadores y se cosecharon como anteriormente. El efecto de
L104EA29YIg en las células T aloestimuladas primarias se muestra en la Fig. 4A. El efecto de L104EA29YIg en
células T aloestimuladas secundarias se muestra en la FIG. 4B. El L104EA29YIg inhibe las respuestas proliferativas
de las células T tanto primarias como secundarias mejor que CTLA4lg.

Para medir la produccion de citocina (Figura 5), se prepararon placas de aloestimulacion secundaria por duplicado.
Después de 3 dias, el medio de cultivo se sometid a ensayo usando equipos ELISA (Biosource, Camarillo, CA),
usando condiciones recomendadas por el fabricante. Se descubrié que L104EA29YIg era mas potente que CTLA4Ig
bloqueando la produccion de citocinas IL-2, IL-4 y y-IFN por células T, después de un estimulo alogénico secundario
(Figs. 5A-C).

Los efectos de L104EA20YIg y CTLA4Ig en la respuesta de linfocito mezclada de ratén (MLR) se muestran en la
Figura 6. Las células mononucleares de sangre periférica (PMBMC; 3,5x10* células/pocillo de cada mono) de 2
monos, se purificaron sobre el medio de separacion de linfocitos (LSM) y se mezclaron con 2 ug/ml de
fitohemaglutinina (PHA). Las células se estimularon 3 dias y después se sometieron a pulsos con radiomarcador 16
horas antes de cosecharla. L104EA29YIg inhibe la proliferacién de las células T de mono mejor que CTLA4lg.

Tabla I:
Se dan las constantes cinéticas aparentes y de equilibrio en la siguiente tabla (los valores son medias + desviacion
tipica a partir de tres diferentes experimentos):

Proteina Inmovilizada  Analito Kon (x 10°) M*S™ Koft (x 107%) S™ Kd¢ nM
CD80lIg CTLAdIg 3,44 £0,29 2,21 +0,18 6,51 +1,08
CD80lIg L104Elg 3,02 + 0,05 1,35+0,08 4,47 +£0,36
CD80lIg L104EA29YIg 2,96 +0,20 1,08 +0,05 3,66 £0,41
CD80lIg CTLA4XC120S 12,0+1,0 230+10 195 +25
CD80lIg L104EA29YXC120S 8,3+0,26 71 +£5 85,0£2,5
CD86lg CTLA4lg 5,95 +0,57 8,16 £0,52 13,9+2,27
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CD86lg L104Elg 7,03 +0,22 4,26 +0,11 6,06 + 0,05

CD86lg L104EA29YIg 6,42 £ 0,40 2,06 £0,03 3,21 +0,23

CD86lg CTLA4XC120S 16,5+0,5 840 +55 511 +17

CD86lg L104EA29YXC120S 11,4+1,6 300 +10 267 £ 29
Tabla Il

El efecto en union CD86Ig por mutagénesis de CTLA4Ig en los sitios enumerados se determind por SPR, descrito

anteriormente. El efecto predominante esta indicado con un signo de “+”.
Sitio de mutagénesis Efectos de Mutagénesis

Sin Efecto aparente  Velocidad de “asociaciéon” lenta/velocidad Unidn a ligando reducida
de disociacion “lenta”

S25 +
P26 +
G27
K28 +
A29 +
T30 +
E31 +
R33
K93 +
L96 +
M97
Y98
P99
P100
P101
Y102
Y103 +
L104
G105 +
1106
G107
Q111
Y113
1115

+
+
+ 4+ + + + + +

+ o+ + + +

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Peach, Robert J.
Naemura, Joseph R
Linsley, Peter S.
Bajorath, Jurgen
Bristol-Myers Squibb Company
<120> MOLECULAS MUTANTES CTLA4 SOLUBLES Y USOS DE LAS MISMAS
<130> D0028PCT/30436.57W0OU1

<140> PCT/US01/17139
<141> 23-05-2001

<150> 09/579.927
<151> 26-05-2000

<150> 60/214.065
<151> 26-06-2000

<160>7

<170> Patentin Ver. 2.1
<210>1

<211>41

<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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gaggtgataa agcttcacca atgggtgtac tgctcacaca g

<210>2
<211>42
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador Inverso de Oncostatina M CTLA4 (OMCTLA4)

<400> 2

gtggtgtatt ggtctagatc aatcagaatc tgggcacggt tc

<210> 3
<211> 1152
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

41

42

<223> Descripcion de la secuencia artificial: LLO9EA29YIg

<400> 3

atgggtgtac
agcatggcega
ggcatcgcta
acagtgcette
gggaatgagt
gtgaacctca
gagctcatgt
attgatccaq
acatcceeac
ccaaaaceca
gacgtgagee
cataatgeca
gtccteaceg
aacaaagccec
gaaccacagy
ctgacetgee
gggcagccgg
ttecctetaca
tgctceogtga
ccgggtaaat

<210>4
<211> 383
<212> PRT

tgctcacaca
gcatggcaat
getttgtgtg
ggcaggctga
tgaccttcet
ctatccaagg
acecaccgec
aaccgtgcce
cgtececage
aggacaccect
acgaagaccec
agacaaagec
tectgcaceca
teccageece
tgtacacecct
tggtcaaagq
agaacaacta
gcaagctcac
tgecatgagge
ga

<213> Secuencia artificial

<220>

gaggacgcetg
gcacgtggce
tgagtatgca
cagccaggtg
agatgattce
actgagggce
atactacgag
agattctgat
acctgaactc
catgatctee
tgaggtcaaq
gcgggaggag
ggactggcetg
catcgagaaa
gcceocecatee
cttctatcec
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac

ctcagtetgg
cagectgetg
tcteccaggea
actgaagtct
atctgcacgg
atggacacgg
ggcataggca
caggagccca
ctggggggat
cggaceccty
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatcteca
cgggatgage
agcgacatcg
cctecegtge
agcaggtgge
cactacacgc

<223> Descripcion de la secuencia artificial: LI04EA29Y1g

<400> 4

19

tcecttgeact
tggtactgge
aatatactga
gtgcggcaac
gcacctccag
gactctacat
acggaaccca
aatcttctga
cgtcagtctt
aggtcacatg
acgtggacgg
geacgtaccg
agtacaagtyg
adgccaaagg
tgaccaagaa
cegtggagtyg
tggactcega
agcaggggaa
agaagagcct

cctgtttcca
cagcagccga
ggtccegggty
ctacatgatg
tggaaatcaa
ctgcaaggty
gatttatgta
caaaactcac
cctettecce
cgtggtggty
cgtggaggtg

tgtggtcage

caaggtctec
gcagccccga,
ccaggtcage
ggagagcaat
cggctcctte
cgtcttcteca
ctecctgtet

60

120
180 .
240
300
360
420
480
540
600 -

660
720

780
840
900
960
1020
1080
1140
1152



Met

Ala

Tyr
Gln

&5
Gly

Ser

Thr

Gly Val
Leu Phe

VaIIVal
35

Ala Ser
50

Ala Asp

Asn Glu

Gly Asn

Gly Leu
115

Leun
Pro

20
Leu
Pro
Ser
Leu
Gln

100

Tyr

Leu Thr
L

Ser Met
Ala Ser
Gly Lys
Gln Val

70

Thr Phe
85

val Asn

Ile Cys

ES 2571852713

Gln

Ala

Ser

Tyr

S5

Thr

Leu

Leu

Lys

Arg
Ser
Arg

40
Thr
Glu
Asp

Thr

val
120

Thr

Met

Gly-

Glu

val

Asp

Ile

105

Glu

20

Leu

Ala

Ile

val

Cys

Ser

Gln

Leu

Leu

Met

Ala

Arg

Ala

75

Ile

Gly

Met

Ser

His

Ser

val

60

Ala

Cys

Leu

Tyr

Leu
Val
Phe

45

Thr

Thr

Thr

Arg

Pro
125

Val
Ala

30
Val
val
Tyr
Gly
Ala

110

Pro

Leu Ala
15

Gln Pro

Cya Glu

Leu Arg

Met Met

890

Thr Ser
95

Met Asp

Pro Tyr
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TyYT
Pro
145
Thr
Phe
Pro
Val
Thr
225
Vval
LCys.
Ser
Pro
Val
305
Gly
Asp
Trp

His

<210>5

Glu
130
Cys
Ser
Leu
Glu
Lys
210

Lys

Lys-

Lys
Ser
290
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
370

<211> 1152
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly Ile

Pro Asp

Pro Pro

BPhe Pro
180

val Thr
1985

Phe Asn

Pro Arg
Thr val

Val-Ser
260

Ala Lys
275

Arg Asp
Gly Phe
Pro Glu

Ser Phe
340

Gln Gly
355

His Tyr

Gly
Ser
Ser
165
PFro
Cys
Trp

Glu

Leu
245

Asn.

Gy
Glu
TyT
Asn
325
Phe

Asn

Thr

Asn

ES 2571852713

Gly

. 135

Asp
150

Pro
I.ya
val
Tyr
Glu
230
His
Lys
Gln
Leu
Pro
310

Asn

Leu

val

Gln

Gln
Ala
Pro
Val
Val
215
Gln
Gln
Ala
Pro
Thr
295
Ser
Tyr
Tyr

Phe

Lys
375

Thr
Glu

Pro

lys

val
200
Asp
Tyr

Asp

Arg
280

Lys

Lys
Ser
Ser

360

Ser

Gln
Pro
Glu
Asp
185

Asp

Gly

Asn-

Trp

Pro

Ile
Lys
Leu
170
Thr
Val
Val
Ser
Leu

250

Ala

265 ..

Glu

Asn

Ile

Thry

Lys

345

Cys

Leu

<223> Descripcion de la secuencia artificial: L104Elg

<400>5

21

Pro

Gln

Ala

Thr

33¢

Leu

Ser

Ser

Tyr
Ser
155
Leu
Ser
Glt;
Thr
235
Asn
Pro
Gln
Val
Val
315
Pro
Thr

vVal

Leu

val
140

Ser
Gl y
Met
His

val
220

Tyrx

Gly

Ile-

Val

Sef’

300

Glu

Pro

Val

Met

Ser
380

Ile

Gly

Ile

Glu

Asp
Lys
Ser
Ser
190

Asp

205 -

His

Axg

Lys

Glu

Tyr

asn
Val
Glu
Lys

270

Thr

285

Leu
Trp
Val
Asp
His

365

Pro

Thr

Glu

Lys
350

Glu

Gly

Pro
Thr
Ser
175

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr
255

"Thx

Leu

Cys

Ser

Asp

335

Serx

Ala

Lys

Glu
His
160
Val.
Thr
Glu

Lys

Ser

240

L)_(s
Ile
Pro
Leu
Asn

320

Ser
Arg

Leu
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atgggtgtac
agcatggega
ggcatecgecta
acagtgctte
gggaatgagt
gtgaacctca
gagctcatgt
attgatcecag
acatccccac
ccaaaacccea
gacgtgagec
cataatgceca
gtcctcaccg
aacaaagccc
gaaccacagg
ctgacctgec
gggcagcecgyg
ttectetaca
tgctcegtga
ccgggtaaat

tgctcacaca
geatggecaat
getttgtgtg
ggcaggetga
tgacettcct
ctatccaagg
acccaccgee
aaccgtgcece
cgtecccage

aggacaccct’

acgaagacece
agacaaagee
tococtgecacca
teccecagecec
tgtacaccct
tggtcaaagy
agaacaacta
gcaagetcac
tgcatgagge
ga

ES 2571852713

gaggacgetg
gcacgtggece
tgagtatgca

cagceaggtg

agatgattce
actgagggee
atactacgag
agattctgat
acctgaacte
catgatctee

tgaggtcaag

gcgggaggag
ggactggetg
catcgagaaa
gececcatee
cttctatcece
caagaccacyg
cgtggacaaqg
tetgeacaac

ctcagtctgg
cagectgetg
tctccaggea
actgaagtct
atctgcacgg
atggacacgyg
ggcataggca
caggagccca
ctggggggat
cggacccetg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaaqg
accatctceca
cgggatgage
agcgacatcqg
cctocecegtye
agcaggtggce
cactacacgc.

tececttgeact
tggtactggce
aagccactga
gtgcggcaac
gcacctceag
gactctacat
acggaaccca
aatcttctga
cgtcagtett
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggaqty
tggactccga
agcaggggaa
agaagageot

cectgtiteeca
cagcagccga
ggtccgggtg
ctacatgatg
tggaaatcaa
ctgcaaggtg
gatttatgta
caaaactcac
ccictteccee
cgtggtggtg
cgtggaggtg

‘tgtggtcage

caaggtctce
gcagecccga
ccaggtcage
ggagagcaat
cggecteette
cgtettetea

.ctecetgtet

<210> 6

<211> 383
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: L104Elg

<400> 6

Met
1l
Leu
Ala
Tyr
Gln
65

Gly

Ser

Gly

Leu

val
Ala

S0
Ala
Asn

Gly

Gly

Vval Leu

Phe Pro

20

Val
35

Leu
Ser Pro
Asp

Glu

Gln
100

Asn

Leu
115

Tyr

Ser

Leu

Leu

Ser

Gly
Gln
Thr

85

val

Ile

Thr

Met

Ser

Lys

Val
70
Phe

Asn

Cys

Gin
Ala
Ser
Ala

55
Thr
Leu

Leu

Lys

Arg

Ser

Arg

40

Thr

Glu

Asp

Thr

val
120

Thr
Met

25
Gly
Glu
Val
Asp
Ile

105

Glu

22

Leu

10
Ala
Ile
Val
Cys
Ser
Gln

Leu

Met
Ala

Arg

Ala

75

Iie

Gly

Met

Ser Leu

His Val

Ser

Val
80

Ala Thx

Cys Thr
Leu Arg

Pro
125

Tyr

Val Leu

15

Ala

Ala
30

Gln Pro

Val Cys Glu

Val Leu Arg

Met Met

Thr
95

Gly Ser

Ala
110

Met Asp

Pro Pro Tyr

60
120
180
240
300
360
420
490
540
600
660
720
780
840
900 -
960
1020
1080
1140
1152



10

Tyr
Pro
145
Thr
Phe
Pro
val
Thr
22%
Val
Cys
Sexr
Pro
val
305
Gly
Asp
Trp

His

<210>7

Glu

130

Cys

Ser

Leu

Glu

Lys

Gly

Pro

Pro

Phe

Val

195

Phe

210

Lys
Leu
tys
e
Ser
290
Lys
Gln
Giy
Gln

Asn
370

<211> 1152
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Pro
Thr
vgl
Ala
275
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

355

His

Ile
Asp
Pro
Pro
180
Thr
Asn
Arg
val
Ser
260

Lya

Phe
Glu
Phe
3490

Gly

Tyr

Gly

Ser

-Ser

165,

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu.

245

Asn

Gly

Glu
Tyr
Asn
325
Phe

Asn

Thr

Asn
Asp
150
Pro
Lys
Val
Tyr
Glu

230

His

Lys

Gln

Leu

Pro

310

Asn

Leu

Val

Gln

ES 2571852713

Gly
135
Gin
Ala
Pro
val
Val
215

Gln

Gln

Ala

Pro
Thr
295

Ser

Tyr

Phe

Lys
37%

<223> Descripcion de la secuencia artificial:

<400> 7

Thr
Glu
Pro
Lys
Val
200
Asp
Tyr
Asp

Leu

Arg

280

Lys

Lys
Ser
Sex

360

Serxr

Gln Ile
Pro Lys

Glu Leu
170

Asp Thr
i8s

Asp Val

Gly val

Asn Ser

Trp Leu
250

Pro Ala

-265 - -

6lu Pro
Asn Gln
Ile Ala
Thr Thr

330

Lys lLeu
345

Cys Ser

Leu Ser

CTLAdIg

23

Tyr
Ser
155
Leu
Leu
Ser
Glu
Thr
235
hsn
Pro
Gln
Val
Val
3158
Pro
Thr

Vval

Leu

vVal
140
Ser
Gly
Met
His
Val
220

Tyr

Gly

Ile

vVal

Ser
300

Glu

Pro

Val

Met

Ser
380

Ile
Asp
Gly
Ile
Glu
205
Bis
Arg
Lys
oo
2BS
Ley
T

Val

His
365

Pro

Lys
Ser
Ser
130
Asp
Asn
Val

Glu

Lys

- 270

Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
350

Glu

Gly

Pro Glu
Thr Hia
160

Ser Val
175

Arg Thr
Pro Glu
Ala Lys

Val Ser
2490

Tyr Lys
255

Thr Ile
Leu Pro
Cys Leu

Ser Asn
320

Asp Ser
J3s
Ser Arg

Ala Leu

Lys



atgggtgtac
agcatggcga
ggcatcgcta
acagtgcttc
gggaatgagt
gtgaacctca
gagctcatgt
attgatccag
acatccccac
ccaaaaceca
gacgtgagcce
cataatgcea
gtectcacceyg
aacaaagccc
gaaccacagqg
ctgaccigee
gggcagccgg
ttcectctaca
tgctocgtga
ccgggtaaat

tgctcacaca
gcatggcaat
getttgtgty
ggcaggctga
tgacctticct
ctatccaagyg
acecacegec
aagegtgeec
cgtecceage
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagecc
tectgeacea
tcccagecec
tgtacacoct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaaggteac
tgcatgaggce
ga

ES 2571852713

gaggacgctyg
gcacgtggcee
tgagtatgca
cagccaggtg
agatgattcc
actgagggcc
atactacctg
agattctgat
acctgaacte
catgatctce
tgaggtcaag

gcgggaggag:

ggactggetg
catcgagaaa
gceeccatce
cttetatcee
caagaccacg
cgtggacaag

tetgcacaac

ctcagtctgg
cagecctgetg
tctccaggea
actgaagtcet

atctgecacygg’

atggacacgg
ggcataggca
caggagceca
ctgggtggat
cggacccetg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaaqgy
accatctcca
cgggatgage
agcgacatcg
ectecegtge
agcaggtgge
cactacacge

24

tcettgeact
tggtactggc
aagccactga
gtgcggeaac
gcacctccag
gactctacat
acggaaccca
aatcttctga
cgtcagtctt
aggtcacatg

_acgtggacgg

gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtyg
tggactecga
agcaggggaa
agaagagect

cctgttteca

cagcagccga
ggtccgggtyg.

ctacatgatg
tggaaatcaa
ctgcaaggtyg
gatttatgta
caaaactcac
cctctteccee
cgtggtggry
cgtggaggtg
ggtggtcage
caaggtctcee
gcagcececega
ccaggtcage
ggagagcaat
cggcteettce
cgtcttctca
ctecectgtet

€0
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180
240
300
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4180
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720
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula mutante CTLA4 que comprende una secuencia de aminoacidos que comienza con metionina en la
posicion +1 y termina con acido aspartico en la posicion +124 como se muestra en la Figura 8, o que comienza con
alanina en la posicion -1 y termina con &cido aspartico en la posicién +124 como se muestra en la Figura 8.

2. La molécula mutante CTLA4 de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademdas una secuencia de
aminoacidos que altera la solubilidad, la afinidad o la valencia del dominio extracelular de CTLA4.

3. La molécula mutante CTLA4 de acuerdo con la reivindicacion 1, que es una proteina de fusién que comprende
ademas un resto de inmunoglobulina.

4. La molécula mutante CTLA4 de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que el resto de inmunoglobulina es una
region constante de inmunoglobulina o una parte de la misma.

5. La molécula mutante CTLA4 de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que la region constante de inmunoglobulina
comprende una region bisagra y regiones CH2 y CH3 de una molécula de inmunoglobulina.

6. La molécula mutante CTLA4 de acuerdo con las reivindicaciones 4 o 5, en la que la region constante de
inmunoglobulina o la parte del mismo es una regién constante de inmunoglobulina humana o de mono o una parte
de la misma.

7. La molécula mutante CTLA4 de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en la que el resto de
inmunoglobulina comprende uno o mas mutaciones para reducir la funcion efectora.

8. La molécula mutante CTLA4 de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, en la que el resto de
inmunoglobulina comprende una region bisagra y cualquiera o todos los restos de cisteina dentro de la region
bisagra estan sustituidos con serina.

9. La molécula mutante CTLA4 de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que una cisteina en la posicién +130 esta
sustituida con una serina, una cisteina en la posicién +136 esta sustituida con una serina, y una cisteina en la
posicion +139 esta sustituida con una serina, como se muestra en la Figura 8.

10. La molécula mutante CTLA4 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9, en la que la region
constante de inmunoglobulina humana esta mutada para incluir una cisteina en la posicion +130 sustituida con una
serina, una cisteina en la posicion +136 sustituida con una serina, una cisteina en la posicién +139 sustituida con
una serina y una prolina en la posicion +148 sustituida con serina, como se muestra en la Figura 8.

11. La molécula mutante CTLA4 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 10, en la que el resto de
inmunoglobulina comprende una secuencia de aminoacidos que comienza con &cido glutdmico en la posicién +126 y
termina con lisina en la posicion +357, como se muestra en la Figura 8.

12. La molécula mutante CTLA4 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a 11, que comprende ademas
un resto de aminoacido de unién que estd situado entre la secuencia de aminoacidos que termina con &cido
aspartico en la posicion +124 y el resto de inmunoglobulina.

13. La molécula mutante CTLA4 de acuerdo con la reivindicaciéon 12, en la que el resto de aminoéacido de union es
glutamina.

14. La molécula mutante CTLA4 de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende una secuencia de aminoacidos
gue comienza con metionina en la posicion +1 y termina con lisina en la posicién +357 como se muestra en la Figura
8, 0 que comienza con alanina en la posicion -1 y termina con lisina en la posicion +357 como se muestra en la
Figura 8.

15. La molécula mutante CTLA4 de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 14 que es soluble.

16. Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de
aminoacidos correspondiente a la molécula mutante CTLA4 de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.

17. La molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 16, que comprende la secuencia de nucleétidos
que comienza con guanidina en la posicion de nucleétido -3 y que termina con adenina en la posicién de nucleétido
+1071 como se muestra en la Figura 8, o que comprende la secuencia de nucleétidos que comienza con adenina en
la posicién de nucledtido +1 y que termina con adenina en la posicion de nucleétido +1071 como se muestra en la
Figura 8.
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18. Un vector que comprende la secuencia de la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las
reivindicaciones 16 o 17.

19. Un sistema de vector hospedador que comprende un vector de la reivindicacion 18 en una célula hospedadora
adecuada.

20. Una célula hospedadora que tiene el vector de la reivindicacion 18.
21. Un método para producir una molécula mutante CTLA4, que comprende cultivar el sistema de vector hospedador
de la reivindicacién 19 para producir la molécula mutante CTLA4 en una célula hospedadora y recuperar la proteina

producida de este modo.

22. Una composicién farmacéutica que comprende la molécula mutante CTLA4 de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15.

23. El uso de la molécula mutante CTLA4 de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 para preparar una
composicion farmacéutica para tratar una enfermedad del sistema inmunitario.

24. El uso de acuerdo con la reivindicacion 23, en donde la enfermedad del sistema inmunitario es una enfermedad
autoinmunitaria, una enfermedad inmunoproliferativa o un trastorno relacionado con el injerto.
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Intensidad de fluorescencia media

Intensidad de fluorescencia media
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Células CHO CD80 humanas
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Coestimulacion de CHO CD80 + PMA
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Coestimulacion de CHO CDg&6 + PMA
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Incorporaciéon de *H timidina (cpm)

Incorporacién de °H timidina (cpm)
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Alorrespuesta primaria
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Inhibicion de proliferacion de células T de mono inducida por PHA
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ATGGCTCTACTGCTCACACAGAGGACGCTGCTCAGTCTGSTCCTTGCACTOCTGTTTOCA
p..c.;v.-;--n~~r--o—-l--1-—L—-L--3—~L~-V--Lr-l--h--n--r--P—-

AGCATGECGAGCATCECAATECAG TGGCCCAGCCTRCTGTGGTACTGRCCAGCAGCOGA
s--u--m-~s--n-—-a--—u--n—-v--a--Q--P--h--v--v--:.--n--s--s--n--
+1 - .

GGCATOGCTAGCTT TG TG TG TGAGTATGCATCTCCAGGCARATATACTGAGGT COGGATE
Gm-T--RenS=-Pr-V=rCunBuY = ~A= =B Pr-GumKenY T mEm-VorRo-Vor

JChGTGCTTCGGCAGBCTGhClGDﬂNH?ﬂﬂEﬂﬂHmGTCTGTGOEGCB&CCIBCIJGHTG

T o s Vaan L -n-..g- -‘--D-A-s--o- [, SO, U, - . | - P PR P, SRS, ' SRR - SR | N

GGGARTGAGTTGACCTTICCTRAGATGATTCCATCTGCACGEGCACCTCCAGTGGARATCAR
Ge~BeBe~Lrm T~ ~Fovl-D-~De =BT~ ~CoTo =G TrnBm B -G H -G

GTGAACCTCACTATCCARGAACTAAGGGCCATGGACACGECACTCTACATCTGCAAGCTG
v;.a_.L.-r--;-.Q_.aﬂ.n..g-.A..n-.gb.r-.c..b.-y..:-.c..x,;v..

GlGCTCh1GThﬂCCACDGCCaElCTAcGABGGCnwhGGQRACGGHACCC&GAIT!&&GTA
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ATGGOTGTACIGCTCACACAGAGGACGCTGCTCAGTCTGETCCTTGCACTCCTGTTTCCA
Mo ~GueVeolneleeTeaQueReeTewkewhemSuabvtVesLomAemLe clewPa~pa ~

AGCATGAICGAGCATGGCAN
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GGCATCGCTAGCTT TG TG TG TGACTATGCATCTOCASGCARAGCCACTGAGSTCOGGETG
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ATGGCTGTACTGCTCACACAGAGGACGCTIGCTCAGTCTGSTCCTTGCACTCCTCTTTCCA
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GTQIlCCTChCTASCCRlGBACTGAGGGCCRTGGRChOGGQACTCThCAECTGCIAGGTG
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GAGCTCATGTACCCACCGCCATACTACCTGGGCATAGGCAACGGAACCCAGATTTATGTA
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VarberTev=VeelreB=n(Q=eDeele -l =N e ~Gm =K = Bre Ye e K m ComKe s Ve nSe ~
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TGCTCOGTGATGCATGAGGCTCIGCACAACCACTACAOGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCT
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