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DESCRIPCION
Anticuerpos especificamente dirigidos a la forma soluble de CTLA-4
Campo técnico

La presente invencién se refiere a moléculas de anticuerpo, que incluyen anticuerpos y partes funcionales de los
mismos, dirigidos especificamente a la forma soluble humana del antigeno 4 de linfocitos T citotdxicos (CTLA-4) y a
los métodos y materiales relacionados con los mismos.

Antecedentes de la técnica

La capacidad de modular la respuesta inmune adaptativa en pacientes ofrece la posibilidad de poderosas terapias
dirigidas con una seguridad mejorada en comparaciéon con los farmacos convencionales actualmente disponibles.
Los métodos destinados a reforzar o suprimir las respuestas de las células T podrian explotarse con éxito como
terapias en un namero de enfermedades. Esto se debe a que las células T forman un componente importante del
sistema inmune adaptativo que media tanto la especificidad como la memoria para un desafio patégeno,
proporcionando un enfoque para desarrollar terapias altamente selectivas para sustituir las actuales terapias
generales que afectan al sistema inmune como un todo y controlar en lugar de curar enfermedades.

La activacién completa de las células T requiere estimulacion a través del receptor antigénico de las células T y
sefializacion adicional a través de moléculas coestimuladoras que se muestran en la superficie celular de las células
T, principalmente el receptor CD28 (1-3). Los ligandos para CD28 son CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2), mostrados por
células tales como células dendriticas, macréfagos y células B que también presentan antigeno para la célula T
receptora (4,5). El acoplamiento de CD28 por CD80 o CD86 estimula las vias de sefializacién que estabilizan y
amplifican la respuesta de células T especificas de antigeno. Esto se caracteriza por el aumento de la produccion de
células T de la citoquina IL-2, la expresion de proteinas que suprimen la apoptosis (Bcl-X.) y la secrecion de
citoquinas efectoras que amplifican la respuesta inmune especifica del antigeno.

CTLA-4 es un homologo estructural de CD28, ambos son miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas,
comparten aproximadamente el 30 % de homologia de secuencia de aminoacidos, y en humanos, estan ubicados en
la misma region del cromosoma 2 (6-8). En particular, ambos conservan motivos de secuencia importantes para unir
CD80/CD86. Sin embargo, CTLA-4 es ampliamente aceptado como un receptor con efectos opuestos sobre la
actividad de las células T en comparacién con CD28, que entrega sefiales inhibitorias en lugar de estimulantes a las
células T activadas. En general, se reconoce que es un contrarreceptor que puede atenuar la intensidad de la
respuesta inmune procesada por la célula T activada en la que se muestra (9, 10). También se acepta ampliamente
que las células T reguladoras CD4" expresan constitutivamente la molécula en su superficie celular, mientras que
otros subconjuntos de células T efectoras, p. €j., células T CD4" Thi, solo la expresan después de la activacion (11-
13). Hay mas pruebas de que la molécula participa en la funcién Treg y, por tanto, CTLA-4 puede estar implicada en
la regulacion de la respuesta inmune tanto modulando la actividad intrinseca de la célula que la expresa como
inhibiendo otras células T activadas durante una respuesta inmune (14-18).

Los intentos de delinear el papel de CTLA-4 en la estimulacién de las células T demostraron que es importante como
un regulador inhibidor de las células T. En primer lugar, los ratones deficientes para el gen CTLA-4 mueren 3-5
semanas después del nacimiento de un trastorno linfoproliferativo masivo en el cual los blastos de células T
activados se acumulan rapidamente en los tejidos linfaticos y progresan para infiltrarse en otros 6rganos y tejidos del
cuerpo (19,20). Esto proporciona la prueba de que CTLA-4 tiene un papel tanto en la limitacion del estado de
activacion de las células T como en el mantenimiento de la homeostasis de las células T. Ademas, se han usado
estudios con anticuerpos especificos para CTLA-4 para evaluar su papel en poblaciones de células T purificadas y
encontraron que el entrecruzamiento de anticuerpos de CTLA-4 en la superficie celular inhibe la proliferacion de
células Ty la produccidn de IL-2 (21-24). Estos efectos se oponen directamente a los efectos estimulantes mediados
por CD28 y por tanto es probable que las moléculas de coestimulacion CD28 y CTLA-4 se combinen para modular la
estimulacion del receptor antigénico de las células T entregando sefiales estimuladoras e inhibitorias
respectivamente.

El bloqueo de anticuerpos de CTLA-4 se ha usado ampliamente para demostrar que la inhibicién de la funcion de
CTLA-4 potencia la actividad de las células T en una gama de situaciones de enfermedad, incluyendo cancer,
infeccion y otros escenarios relacionados con el sistema inmune. En el cancer, el bloqueo de anticuerpos de la
funcion CTLA-4 se ha establecido como un método potencialmente viable para establecer respuestas poderosas de
células T antitumorales (25-31; véase también el documento US6984720 asignado a Medarex, Inc.). Los primeros
experimentos se realizaron en modelos murinos de cancer. El bloqueo de CTLA-4 potencié las respuestas inmunes
de las células T antitumorales, lo que condujo a la reduccién exitosa y a la abolicién de los tumores. El bloqueo de
CTLA-4 se ha realizado en modelos de cancer usando anticuerpos solos o en combinacién con una vacuna
especifica para el cancer. Parece que la inmunogenicidad natural del tumor particular es un factor determinante de si
el bloqueo de CTLA-4 solo, o el bloqueo en combinacién con una vacuna u otro activador inmune es suficiente para
generar una respuesta inmune antitumoral exitosa. Los estudios iniciales del bloqueo de CTLA-4 en modelos
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murinos de céancer han llevado a estudios similares en humanos y al menos dos anticuerpos monoclonales
especificos para CTLA-4 humano han sido exhaustivamente estudiados en ensayos clinicos destinados a tratar una
gama diversa de canceres (31).

En relacion con la infeccion, el bloqueo de anticuerpos de la funcién CTLA-4 demostrd respuestas inmunes muy
potenciadas que incluyen respuestas antiparasitarias, antibacterianas y antivirales que potencian un espectro de
inmunidad que incluye un aumento del anticuerpo especifico de antigeno y respuestas de células T auxiliares
Th1/Th2 ( 32-36). El bloqueo de anticuerpos de CTLA-4 también potencia las respuestas autoinmunitarias (37).

La mayoria de las investigaciones sobre CTLA-4 se han centrado en la forma de receptor de la molécula, pero
existen isoformas genéticas alternativas, que en forma proteica no residen en la superficie celular de las células T
(revisado por Tefty col., (2006) (38)).

La isoforma de CTLA-4 unida a la membrana de longitud completa esta codificada en humanos por cuatro exones
(1-4) en el cromosoma 2, pero hay otros transcritos de ARNm, incluido uno que genera una forma soluble secretable
de CTLA-4 (sCTLA-4) (39,40). A este transcrito empalmado alternativamente le falta el exén 3, correspondiente al
dominio transmembrana de CTLA-4 de longitud completa, y un desplazamiento del marco de lectura del exén 4
sustituye la secuencia de cola citoplasmica con una secuencia de aminoacidos C-terminal diferente de funcion
desconocida. Al igual que CTLA-4 de longitud completa, sCTLA-4 tiene la capacidad de unirse a los ligandos
coestimuladores B7.1/B7.2 en APC, pero su papel como regulador de respuestas inmunes especificas de antigeno
no ha sido evaluado. Los estudios iniciales indicaron que las células T en reposo son la fuente principal de sCTLA-4,
las cuales después de la activacion no especifica con mAb anti-CD3, pasan a producir rdpidamente la isoforma de
longitud completa para regular la respuesta inmune.

The Oaks y Hallett (43) describen la producciéon de un antisuero policlonal de conejo en la regiéon C terminal de
sCTLA-4. El antisuero se us6 en transferencias Western para detectar la presencia de la proteina sCTLA-4. No fue
usado en ningun ensayo funcional.

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) dentro del locus del gen CTLA-4 se han asociado con la
susceptibilidad a la enfermedad autoinmune. Un potente andlisis de poblacion de un SNP asociado a CTLA-4 (CT60)
encontré que un haplotipo particular (homocigoto g/g) se correlacionaba con una mayor susceptibilidad a la
enfermedad de Graves, al hipotiroidismo autoinmune y a la diabetes tipo 1 (41). EI SNP se localiza corriente abajo
de los 4 exones que codifican CTLA-4 y el andlisis posterior indicé que el SNP de susceptibilidad ejerce influencia
sobre CTLA-4 determinando una disminucidn relativa en la cantidad de proteina sCTLA-4 producida. Los niveles de
expresion de CTLA-4 de longitud completa no se vieron afectados. Estos datos proporcionaron la prueba de que
sCTLA-4 de hecho puede tener un papel en la regulacién del sistema inmune.

El documento WO2005 /072340 describe las variantes del receptor de CTLA-4 y las moléculas solubles de CTLA-4.
El documento WO 2006/059131 Al divulga métodos y materiales para usar en la modulacion de la activacion de las
células T, basado en la produccion y la secrecion del antigeno-4 del linfocito T citotoxico soluble (sCTLA-4) por
células del sistema inmune.

Otras isoformas alternativas de CTLA-4 incluyen liCTLA-4, presente en roedores pero no en humanos, en las que la
transcripcion alternativa carece del exén 2 y otra codificada solo por los exones 1y 4 (38). Esta Ultima transcripcion,
presente en humanos, no tiene ninguna funcién notificada en la actualidad.

Divulgacion de la invencion

Los presentes inventores han proporcionado un anticuerpo monoclonal, denominado en el presente documento
JMW-3B3, que es especifico para la forma soluble de CTLA-4, por lo tanto no se une a otras isoformas o proteinas
CTLA-4 recombinantes ya que carecen del epitopo seleccionado necesario.

Por el contrario, los anticuerpos actuales que se unen a CTLA-4 se unen a ambas isoformas, que normalmente
identifican epitopos en las regiones proteicas codificadas por el exén 2.

Ademas de las otras utilidades descritas a continuacion, el anticuerpo JMW-3B3 especifico de sCTLA-4 tiene un
fuerte efecto fortificante sobre las respuestas inmunes humanas especificas de antigeno y particularmente las
células linfociticas T especificas de antigeno (células T). Esta actividad no era predecible a partir de la técnica
anterior. Especificamente, en trabajos anteriores en la técnica, generalmente se considera que sCTLA-4 se produce
por células T en reposo y no como un componente activo de una respuesta inmune. Esto fue consecuente con la
opinion de que sCTLA-4 se secretd en forma monomérica, y sobre esa base se habria considerado poco probable
que tuviera la potencia funcional necesaria para regular las respuestas inmunes (por el contrario, los estudios de
CTLA-4 de longitud completa revelaron que se muestra en las superficies de las células en forma dimera y ese
dimerismo juega un papel importante en su funcion (42). Igualmente, el CTLA4-lg recombinante artificial es mas
potente en forma dimera (8)).
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Los estudios con mAb JMW-3B3 han revelado que sCTLA-4, a diferencia de esas suposiciones, es probable que sea
dimérica en forma funcional. Sin desear quedar ligados a teoria alguna, esto puede explicar por qué el bloqueo de su
funcién tiene efectos tan fuertes e inesperados sobre las respuestas inmune especificas de antigeno en términos de
proliferacién celular y produccion de citoquinas efectoras.

Se proporcionan secuencias de nucleétidos y secuencias de aminoacidos que comprenden las regiones variables
del anticuerpo mAb JMW-3B3 que incluyen las secuencias de regiones marco conservadas (FR) y las determinantes
de la complementariedad (CDR), especificamente las que abarcan FR1 a CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4
para las regiones variables de cadena pesada (VP) y de cadena ligera (VL), (véase las Figuras 1y 2).

Como se describe con mayor detalle a continuacion, las realizaciones preferentes de la presente invencion emplean
los dominios VP y/o VL del anticuerpo de JMW-3B3 o fragmentos o variantes del mismo. Otras realizaciones
preferentes emplean una o mas regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de los dominios variables
JMW-3B3 de cadena pesada (VP) y/o variables de cadena ligera (VL), especialmente VP JMW-3B3 (o variantes de
cualquiera de estos) en otras regiones marco conservadas de anticuerpo.

Algunos aspectos y realizaciones de la invencién seran tratados con mas detalle.

En un aspecto, la presente invencién proporciona una molécula de anticuerpo que es un anticuerpo monoclonal o
una parte funcional del mismo, que se une especificamente a sCTLA-4 que esencialmente no muestra union a
CTLA-4 en las superficies de los linfocitos y que se une con un epitopo de sCTLA-4 dentro de la secuencia de
aminoacidos AKEKKPSYNRGLCENAPNRARM (SEQ ID NO: 11), cuya molécula de anticuerpo puede potenciar las
respuestas de las células linfociticas T especificas de antigeno. Las realizaciones preferentes de este aspecto de la
invencion se definen mediante las reivindicaciones 2-6.

Como los anticuerpos pueden modificarse de varias maneras, el término "molécula de anticuerpo” debe interpretarse
como que cubre cualquier molécula de anticuerpo o sustancia que tiene un dominio de unién a antigeno de
anticuerpo con la especificidad necesaria. Por tanto, este término cubre fragmentos de anticuerpos y derivados, que
incluyen cualquier polipéptido que comprende un dominio de unién a inmunoglobulina, ya sea natural o total o
parcialmente sintético. Por lo tanto, se incluyen moléculas quiméricas que comprenden un dominio de unién a
inmunoglobulina, o equivalente, fusionado a otro polipéptido. Las moléculas de anticuerpo de la invencion son
anticuerpos monoclonales tales como JMW-3B3 de acuerdo con la invencién que incluyen cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente a los mismos y partes funcionales de los mismos. Ejemplos de dichos equivalentes y
partes se describen con mas detalle en lo sucesivo en este documento.

"Especificamente” en el contexto de la invencion, esto significa la capacidad de unirse a sCTLA-4, pero
esencialmente no muestra union a la otra forma principal de CTLA-4 en las superficies de los linfocitos.
Analogamente, las moléculas de anticuerpo de la invencién pueden no mostrar esencialmente ninguna union a la
forma artificial recombinante de CTLA-4 denominada "CTLA4-1g".

Por "esencialmente sin union" se entiende una unién, que es al menos aproximadamente 85 %, particularmente al
menos aproximadamente 90 %, mas particularmente al menos aproximadamente 95 %, incluso mas particularmente
al menos aproximadamente 98 %, pero especialmente al menos aproximadamente 99 % y hasta un 100 % menos
que el enlace a SCTLAA4.

Normalmente, la especificidad puede determinarse mediante un ensayo de union tal como ELISA empleando un
estudio de panel de antigenos, en el que se puede demostrar que una molécula de anticuerpo de acuerdo con la
presente invencién reconocera especificamente sCTLA-4 pero no CTLA4 (véase la Figura 5). Como alternativa, se
puede usar un sensor tal como un sensor Biacore para comparar o cuantificar la unién.

Como se define mediante las reivindicaciones, la invencion proporciona una molécula de anticuerpo que se une a un
epitopo dentro de la secuencia de aminoécidos:

AKEKKPSYNRGLCENAPNRARM (SEQ ID NO: 11).

Esta secuencia es parte de la secuencia de proteina C-terminal de sCTLA4 (A116-M137) y difiere de la de la isoforma
de CTLA-4 comunmente detectada en la superficie de las células T humanas.

Por tanto, en las realizaciones de acuerdo con la reivindicaciéon 4, una molécula de anticuerpo de acuerdo con la
invencién compite por la unién a sCTLA4 (a un epitopo en la SEQ ID NO: 11) con cualquier molécula de anticuerpo
gue se une al antigeno y comprende una molécula de anticuerpo, un dominio VP y/o VL divulgado en el presente
documento, o un VP CDRS3 divulgado en el presente documento, o una variante de cualquiera de estos como se
define en las reivindicaciones.

La competencia entre moléculas de anticuerpo puede ensayarse facilmente in vitro, por ejemplo usando ELISA y/o
mediante el marcado de una molécula indicadora especifica a una molécula de anticuerpo que puede ser detectado
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en presencia de otra (s) molécula (s) de anticuerpos no marcados, para permitir la identificacion de moléculas de
anticuerpo que se unen al mismo epitopo 0 a un epitopo solapado.

Se divulga ademas en el presente documento una molécula de anticuerpo que comprende un sitio de union a
antigeno de anticuerpo humano que compite con JMW-3B3 por la union a sCTLA-4 (por ejemplo, a un epitopo en
SEQ ID NO: 11) y que no se une analogamente a CTLA-4 en las superficies de los linfocitos.

A la luz de la divulgacion en el presente documento, pueden proporcionarse facilmente anticuerpos especificos para
sCTLA-4 y que pueden competir con JMW-3B3 por la unién al epitopo de sCTLA-4 igual o préximo. Por ejemplo, un
método puede incluir poner en contacto una biblioteca de moléculas de anticuerpo y dicho epitopo, y seleccionar una
0 mas moléculas de anticuerpo especificas de la biblioteca que puedan unirse a dicho epitopo.

La biblioteca puede mostrarse en la superficie de particulas de bacteri6fago, conteniendo cada particula acido
nucleico que codifica el dominio variable VP del anticuerpo mostrado en su superficie, y opcionalmente también un
dominio VL que se muestra si esta presente.

Después de la seleccion de moléculas de anticuerpo especificas que pueden unirse al epitopo y que se muestran en
particulas de bacteriéfago, se puede tomar acido nucleico de una particula de bacteriéfago que muestra dicha
molécula de anticuerpo especifica seleccionada. Dicho &acido nucleico puede usarse en la produccion posterior de
una molécula de anticuerpo especifica o un dominio variable VP de anticuerpo (opcionalmente un dominio variable
VL de anticuerpo) mediante la expresion de acido nucleico con la secuencia de acido nucleico tomada de una
particula de bacteri6fago que muestra dicha molécula de anticuerpo especifica seleccionada.

La capacidad para unirse especificamente a sCTLA-4 puede ensayarse aun mas y también la capacidad para
competir con JMW-3B3 por la unién a sCTLA-4. También se puede ensayar la capacidad para antagonizar la accion
de sCTLA-4 en determinados contextos, como se trata méas adelante de forma detallada.

Una molécula de anticuerpo de acuerdo con la presente invencion se puede unir a sCTLA-4 con la afinidad de IMW-
3B3.

Por tanto, la presente invencién se extiende ademas a una molécula de anticuerpo que compite por la union a
sCTLA-4 con cualquier molécula de anticuerpo que se une a sCTLA-4 y comprende un dominio V que incluye una
CDR con aminoacido sustancialmente como se establece en el presente documento o un dominio V con una
secuencia de aminoacidos sustancialmente de acuerdo con la reivindicacion 4. La competencia entre moléculas de
anticuerpo puede ensayarse facilmente in vitro, mediante el marcado de una molécula indicadora a una molécula de
anticuerpo que puede ser detectada en presencia de otra (s) molécula (s) de anticuerpos no marcados, para permitir
la identificacion de moléculas de anticuerpo que se unen al mismo epitopo o a un epitopo solapado. La competencia
puede determinarse, por ejemplo, usando ELISA o citometria de flujo.

En los ensayos de competicion, puede emplearse un fragmento peptidico de sCTLA-4, especialmente un péptido
que incluye el epitopo de interés. Se puede usar un péptido que tenga la secuencia de epitopo mas uno o mas
aminoacidos en cada extremo. Dicho péptido puede decirse que "consiste esencialmente" en la secuencia
especificada. Las moléculas de anticuerpo de acuerdo con la presente invencién pueden ser tales que su unién a
sCTLA-4 es inhibida por un péptido con o que incluye la secuencia dada. En los ensayos para esto, se puede usar
un péptido con cualquiera de las secuencias mas uno o mas aminoacidos.

Como se ha indicado anteriormente, las moléculas de anticuerpo preferentes son anticuerpos monoclonales tales
como JMW-3B3 o partes funcionales de los mismos.

En una realizacion preferente, la molécula de anticuerpo comprende el dominio JMW-3B3 VP (SEQ ID NO: 4) y/o el
dominio JIMW-3B3 VL (SEQ ID NO: 2).

En general, un dominio VP estd emparejado con un dominio VL para proporcionar un sitio de unién a antigeno de
anticuerpo, aunque como se trata mas adelante de forma detallada, un dominio VP solo se puede usar para unir
antigeno.

En una realizacion preferente, el dominio JIMW-3B3 VP (SEQ ID NO: 4) esta emparejado con el dominio JMW-3B3
VL (SEQ ID NO: 2), de modo que se forma un sitio de unién a antigeno de anticuerpo que comprende ambos
dominios IMW-3B3 VP y VL. En otras realizaciones, el JMW-3B3 VP esta emparejado con un dominio VL distinto del
JMW-3B3 VL, que, sin embargo, pertenece al alcance de las reivindicaciones. La promiscuidad de la cadena ligera
esta bien establecida en la técnica.

Tal como se divulga en el presente documento, se pueden tomar una o mas CDR del dominio JMW-3B3 VP o VL y
se pueden incorporar en un marco adecuado. Esto se trata mas adelante de forma detallada. Las CDR 1, 2 'y 3 de
JMW-3B3 VP se muestran en las SEQ ID NO 5, 6 y 7, respectivamente. Las CDR 1, 2 y 3 de JMW-3B3 VL se
muestran en las SEQ ID NO 8, 9y 10, respectivamente.
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Las variantes de los dominios VP y VL de los cuales las secuencias se exponen en el presente documento y que
pueden emplearse en moléculas de anticuerpo para sCTLA-4 pueden obtenerse mediante métodos de alteracién de
secuencia o mutacion y seleccién. Dichos métodos también son proporcionados por la presente invencion.

Las variantes de secuencia de aminoacidos de dominio variable de cualquiera de los dominios VP y VL cuyas
secuencias se divulgan especificamente en el presente documento, dentro del alcance de las reivindicaciones, se
pueden emplear de acuerdo con la presente invencién. Las variantes particulares pueden incluir una 0 mas
alteraciones de la secuencia de aminoacidos (adicién, delecion, sustitucion y/o insercién de un resto de aminoacido),
quizds menos de aproximadamente 20 alteraciones, menos de aproximadamente 15 alteraciones, menos de
aproximadamente 10 alteraciones o menos de aproximadamente 5 alteraciones, 4, 3, 2, o 1. Se pueden realizar
alteraciones en una 0 mas regiones marco conservadas y/o una o mas CDR.

Las sustituciones preferentes son sustituciones conservadoras.

Por tanto, un aspecto de la invencién proporciona un método para obtener un dominio de unién a antigeno de
anticuerpo especifico para un epitopo de sCTLA-4 dentro de AKEKKPSYNRGLCENAPNRARM, como se define en
las reivindicaciones, comprendiendo el método proporcionar mediante adicion, delecién, sustitucion o insercion de
uno o mas aminodcidos en la secuencia de aminoacidos de un dominio VP establecida en el presente documento un
dominio VP que es una variante de secuencia de aminoacidos del dominio VP, y combinar el dominio VP asi
proporcionado con uno o mas dominios VL, y ensayar el dominio VP o la combinaciéon o combinaciones VP/VL para
identificar una molécula de anticuerpo o un dominio de unién a antigeno de anticuerpo especifico para sCTLA-4.
Dicho dominio VL puede tener una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente como se establece en el
presente documento.

Puede emplearse un método analogo en el que una o mas variantes de secuencia de un dominio VL divulgado en el
presente documento se combinan con uno o mas dominios VP.

En una realizacion, la invencion se refiere a una region VL que muestra una secuencia de aminoacidos que es 85 %,
86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la secuencia
dada en la SEQ ID NO: 2 o una parte funcional de la misma que comprende todas las CDR incrustadas en sus
regiones marco conservadas naturales.

En una realizacién, la invencién se refiere a una regiéon VP que muestra una secuencia de aminoacidos que es 85 %,
86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la secuencia
dada en la SEQ ID NO: 4 o una parte funcional de la misma que comprende todas las CDR incrustadas en sus
regiones marco conservadas naturales.

Un aspecto adicional de la invencion proporciona una molécula de anticuerpo tal como un anticuerpo monoclonal
que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con la
presente invencién y como se describe en el presente documento en la que dicho anticuerpo comprende un dominio
VL o VP como se describe en el presente documento.

También se divulga en el presente documento un método para preparar una molécula de anticuerpo especifica para
sCTLA-4, cuyo método comprende:

a) proporcionar un repertorio de partida de acidos nucleicos que codifican un dominio VP que o bien incluye una
CDR3 para ser sustituida o que carece de una region codificante de CDR3;

(b) combinar dicho repertorio con un &cido nucleico donador que codifica una secuencia de aminoacidos
sustancialmente como se establece en el presente documento para una VP CDR3 de manera que dicho acido
nucleico donador se inserte en la region CDR3 en el repertorio, para proporcionar un repertorio de productos de
acidos nucleicos que codifican un dominio VP;

(c) expresar los acidos nucleicos de dicho repertorio de productos;

(d) seleccionar una molécula de anticuerpo especifica para sSCTLA-4; y

(e) recuperar dicha molécula de anticuerpo especifica o acido nucleico que la codifica.

De nuevo, puede emplearse un método analogo en el que un VL CDRS3 de la invencién se combina con un repertorio
de acidos nucleicos que codifican un dominio VL que o bien incluye una CDRS3 para ser sustituida o que carece de
una region codificante de CDR3.

De forma similar, una o mas, o las tres CDR pueden injertarse en un repertorio de dominios VP o VL que luego se
criban para moléculas de anticuerpos especificas para sCTLA-4.

Una parte sustancial de un dominio variable de inmunoglobulina comprendera al menos las tres regiones CDR, junto
con sus regiones marco conservadas intermedias. Preferentemente, la parte también incluira al menos
aproximadamente el 50 % de una 0 ambas de las regiones marco conservadas primera y cuarta, siendo el 50 % el
C-terminal 50 % de la primera regién marco conservada y el N-terminal 50 % de la cuarta regién marco conservada.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 662 652 T3

Los restos adicionales en el extremo N-terminal o C-terminal de la parte sustancial del dominio variable pueden ser
los que normalmente no estan asociados con las regiones de dominio variable de origen natural. Por ejemplo, la
construccion de moléculas de anticuerpo especificas de la presente invencién preparadas mediante técnicas de ADN
recombinante puede dar como resultado la introduccion de restos N- o C-terminales codificados por enlazadores
introducidos para facilitar la clonacién u otras etapas de manipulacion. Otras etapas de manipulacién incluyen la
introduccion de enlazadores que unen dominios variables de la invenciéon a otras secuencias de proteinas que
incluyen cadenas pesadas de inmunoglobulina, otros dominios variables (por ejemplo, en la produccion de
diacuerpos) o marcadores de proteina como se trata con mas detalle a continuacion.

Las moléculas de anticuerpo de la presente invencién incluyen moléculas de anticuerpo y otras inmunoglobulinas, ya
sean naturales o parcial o totalmente sintéticas. El término cubre cualquier polipéptido o proteina que comprende un
dominio de unién a anticuerpo. Especificamente, incluye fragmentos de anticuerpos que comprenden un dominio de
unién a antigeno tales como Fab, scFv, Fv, dAb, Fd; y diacuerpos. Estos temas se tratan con mas detalle a
continuacion.

Aungue se prefieren moléculas de anticuerpo especificas que comprenden un par de dominios VP y VL, también se
divulgan dominios de unién Unica basados en secuencias de dominio VP o VL. Se sabe que los dominios de
inmunoglobulina individuales, especialmente los dominios VP, pueden unirse a los antigenos diana de una manera
especifica.

Asi, en otros aspectos de la presente divulgacion, se puede proporcionar un dominio variable VP de anticuerpo con
la secuencia de aminoacidos de un dominio variable VP de anticuerpo de una molécula de anticuerpo de la
invencion en forma aislada, como puede ser una molécula de anticuerpo que comprende dicho dominio VP.

En el caso de cualquiera de los dominios de unién monocatenarios, estos dominios también pueden usarse para
detectar dominios complementarios que pueden formar una molécula de anticuerpo de dos dominios que puede
unirse a sCTLA-4.

Esto puede lograrse mediante métodos de cribado de presentacion en fagos usando el denominado enfoque
combinatorio jerarquico dual como se divulga en el documento W092/01047 en el que se usa una colonia individual
gue contiene un clon de cadena P o L para infectar una biblioteca completa de clones que codifican la otra cadena (L
0 P) y la molécula de anticuerpo de dos cadenas resultante se selecciona de acuerdo con técnicas de presentacion
en fago tales como las descritas en esa referencia. Esta técnica también se divulga en Marks y col., ibid.

Las moléculas de anticuerpo de la presente invencion pueden comprender ademas regiones constantes de
anticuerpos o partes de las mismas. Por ejemplo, un dominio VL puede estar unido en su extremo C-terminal a
dominios constantes de cadena ligera de anticuerpo que incluyen cadenas Ck o CA humanas, preferentemente
cadenas Ck. De forma similar, una molécula de anticuerpo basada en un dominio VP puede unirse en su extremo C-
terminal a la totalidad o parte de una cadena pesada de inmunoglobulina procedente de cualquier isotipo de
anticuerpo, p. €j., IgG, IgA, IgE e IgM y cualquiera de las subclases de isotipo. Se pueden emplear regiones Fc tales
como Anab y Anac como se divulga en el documento W099/58572.

El documento WO 94/25591 trata la utilidad de regiones marco conservadas de inmunoglobulinas de Camelidae en
la provisién de dominios de unidn monocatenarios. En otras realizaciones, las regiones de anticuerpo o marco
conservadas se pueden obtener de la inmunoglobulina de un pez cartilaginoso tal como un tiburén (véase, p. €j., J
Immunol. 1 de junio de 2008; 180 (11): 7461-70)

Una molécula de anticuerpo en algunas realizaciones preferentes de la invencién es un fragmento monomeérico, tal
como F(ab) o scFv. Dichos fragmentos de anticuerpo pueden tener la ventaja de una semivida relativamente corta.

Ademas de las secuencias de anticuerpos, una molécula de anticuerpo de acuerdo con la presente invencion puede
comprender otros aminoacidos, p. €j., formar un péptido o un polipéptido, tal como un dominio plegado, o transmitir a
la molécula otra caracteristica funcional (p. ej., una semivida mejorada) ademas de la capacidad de unirse
especificamente a sCTLAA4.

En una realizacién, las moléculas de anticuerpo de la invencién se pueden modificar con restos hidroéfilos,
particularmente un resto de polietilenglicol (PEG), en la que dicho resto hidréfilo se une covalentemente a cada
extremo a través de un aminoacido tal como, por ejemplo, lisina o cualquier otro aminoacido adecuado o analogo de
aminoéacido que pueda servir como molécula de enlace; y aislar el anticuerpo.

Los expertos en la técnica conocen numerosos enfoques para conjugar quimicamente moléculas con proteinas.
Cuando la molécula de anticuerpo es para uso farmacéutico, el enlace conjugado es preferentemente estable en
circulacion pero labil una vez que el conjugado se secuestra intracelularmente.

Asi, por ejemplo, las moléculas de anticuerpo de la invencién pueden marcarse con un marcador detectable o
funcional. Los marcadores detectables incluyen radiomarcadores tales como **!1 0 *Tc, que pueden estar unidos a
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los anticuerpos de la invencion usando la quimica convencional conocida en la técnica de formacion de imagenes de
anticuerpos. Los marcadores también incluyen marcadores enzimaticos como la peroxidasa de rabano picante. Los
marcadores incluyen ademas restos quimicos tales como biotina que pueden detectarse a través de la union a un
resto detectable afin especifico, p. €j., avidina marcada. Preferentemente, los marcadores incluyen marcadores
fluorescentes tales como FITC.

La presente invencién proporciona ademas un acido nucleico aislado que codifica una molécula de anticuerpo de la
presente invencion. El acido nucleico incluye ADN y ARN. En un aspecto preferente, la presente divulgacion
proporciona un acido nucleico que codifica un dominio CDR, VP o VL de la invencién como se define en el presente
documento, y métodos para preparar una molécula de anticuerpo, un dominio VP y/o un dominio VL de la invencion,
gue comprenden expresar dicho acido nucleico en condiciones para provocar la produccién de dicha molécula de
anticuerpo, dominio VP y/o dominio VL, y recuperarla.

La presente invencion también proporciona construcciones en forma de plasmidos, vectores, transcripcion o casetes
de expresién que comprenden al menos un polinucleétido como el anterior.

La presente invencidon también proporciona una célula huésped recombinante que comprende una o mas
construcciones de acuerdo con las reivindicaciones. Un acido nucleico que codifica cualquier dominio CDR, VP o VL,
0 una molécula de anticuerpo como se proporciona en si mismo forma un aspecto de la presente invencién, como lo
hace un método de produccion del producto codificado, cuyo método comprende la expresion del acido nucleico que
lo codifica. La expresién se puede lograr oportunamente cultivando en condiciones adecuadas células huésped
recombinantes que contienen el acido nucleico. Después de la produccion por expresion, un dominio VP o VL, o una
molécula de anticuerpo puede aislarse y/o purificarse usando cualquier técnica adecuada, y luego usarse segun sea
adecuado.

Las moléculas de anticuerpo, los dominios VP y/o VL, y las moléculas y vectores de acido nucleico que codifican de
acuerdo con la presente invencidn se pueden proporcionar aislados y/o purificados, p. €j., de su entorno natural, en
forma sustancialmente pura u homogénea, o, en el caso del acido nucleico, libre o sustancialmente libre de acido
nucleico o de un origen de genes distinto de la secuencia que codifica un polipéptido con la funcién necesaria. El
acido nucleico de acuerdo con la presente invencion puede comprender ADN o ARN y puede ser total o
parcialmente sintético. La referencia a una secuencia de nucledtidos como se expone en el presente documento
abarca una molécula de ADN con la secuencia especificada, y abarca una molécula de ARN con la secuencia
especificada en la que U es sustituido por T, a menos que el contexto requiera lo contrario.

Los sistemas para la clonacion y expresion de un polipéptido en diversas células huesped diferentes son bien
conocidos. Las células hlesped adecuadas incluyen bacterias, células de mamifero, levaduras y sistemas de
baculovirus. Las lineas celulares de mamifero disponibles en la técnica para la expresion de un polipéptido
heterdlogo incluyen células de ovario de hamster chino, células Hela, células de rifién de hamster bebé, células NSO
de melanoma de ratén, células YB2/0 de melanoma de rata y muchas otras. Un huésped bacteriano comun
preferente es E. coli.

La expresion de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos en células procariotas tales como E. coli esta bien
establecida en la técnica. Para una revision, véase por ejemplo Pluckthun, A. Bio/Technology 9:545-551 (1991). La
expresion en células eucaridticas en cultivo también esta disponible para los expertos en la técnica como una opcién
para la produccién de una molécula de anticuerpo, véase revisiones recientes, por ejemplo Ref, ME (1993) Curr.
Opinion Biotech. 4: 573-576; Trill JJ y col., (1995) Curr. Opinion Biotech 6:553-560.

Se pueden elegir o construir vectores adecuados, que contienen secuencias reguladoras adecuadas, que incluyen
secuencias promotoras, secuencias terminadoras, secuencias de poliadenilacién, secuencias potenciadoras, genes
marcadores y otras secuencias segun sea adecuado. Los vectores pueden ser plasmidos, virales, p. €j., fagos o
fagémidos, segun sea adecuado. Molecular Cloning: A Laboratory Manual: 32 edicion, Sambrook y Russell, 2001,
Cold Spring Harbor Laboratory Press. Muchas técnicas y protocolos conocidos para la manipulacion de acido
nucleico, por ejemplo en la preparacién de construcciones de acidos nucleicos, mutagénesis, secuenciacion,
introduccion de ADN en células y expresion génica, y andlisis de proteinas, se describen en detalle en Current
Protocols in Molecular Biology, Segunda edicion, Ausubel y col., eds., John Wiley & Sons, 1992.

Por tanto, un aspecto adicional de la presente invencién proporciona una célula huésped que contiene o se
transforma con acido nucleico de acuerdo con las reivindicaciones. Todavia otro aspecto proporciona un método que
comprende introducir dicho acido nucleico en una célula huésped, de acuerdo con las reivindicaciones. La
introduccion puede emplear cualquier técnica disponible. Para las células eucariotas, las técnicas adecuadas pueden
incluir transfeccion con fosfato de calcio, DEAE-dextrano, electroporacion, transfeccion y transduccion mediada por
liposomas usando un retrovirus u otro virus, p. €j., vaccinia o, para células de insectos, baculovirus. Para las células
bacterianas, las técnicas adecuadas pueden incluir transformacion con cloruro de calcio, electroporacion y
transfeccion usando un bacteriéfago.

La introduccion puede ir seguida de causar o permitir la expresién del acido nucleico, p. ej., cultivando células
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huésped en condiciones para la expresién del gen.

En una realizacién, el acido nucleico de la invencion se integra en el genoma (p. €j., cromosoma) de la célula
huésped. La integracion puede promoverse mediante la inclusion de secuencias que promueven la recombinacion
con el genoma, de acuerdo con técnicas convencionales.

La presente invencion también proporciona un método que comprende usar una construccién como se indico
anteriormente en un sistema de expresion con el fin de expresar una molécula de anticuerpo o polipéptido como
antes.

Asi, por ejemplo, la presente invencién proporciona en diversos aspectos:

Un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una regién VL que muestra una
secuencia de aminoacidos que es 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 % 0 99 % idéntica a la secuencia dada en la SEQ ID NO: 2 o una parte funcional de la misma que comprende
todas las CDR incrustadas en sus regiones marco conservadas naturales.

Un &cido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una region VL que muestra una
secuencia de aminoacidos que es 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 % 0 99 % idéntica a la secuencia dada en la SEQ ID NO: 4 o una parte funcional de la misma que comprende
todas las CDR incrustadas en sus regiones marco conservadas naturales.

Acido nucleico, generalmente aislado, que codifica un dominio variable VP de anticuerpo (SEQ ID NO: 3) y/o un
dominio variable VL (SEQ ID NO: 1) se divulga en el presente documento.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona acido nucleico, generalmente aislado, que codifica una secuencia
VP CDR o VL CDR divulgada en el presente documento, especialmente una VP CDR seleccionada de SEQ ID NO
5,6y 7 ouna VL CDR seleccionada de SEQ ID NO 8, 9y 10, lo mas preferentemente JMW-3B3 VP CDR3 (SEQ ID
NO: 7).

Un método de produccion de un dominio variable de VP de anticuerpo, incluyendo el método causar la expresion a
partir del acido nucleico que codifica. Dicho método puede comprender cultivar células huésped en condiciones para
la produccién de dicho dominio variable VP de anticuerpo.

Los métodos analogos para la produccion de dominios variables VL y las moléculas de anticuerpo que comprenden
un dominio VP y/o VL.

Un método de produccion puede comprender una etapa de aislamiento y/o purificacién del producto.

Un método de produccion puede comprender formular el producto en una composicién que incluye al menos un
componente adicional, tal como un excipiente farmacéuticamente aceptable.

El anticuerpo JMW-3B3 especifico de sCTLA-4 tiene un fuerte efecto fortificante sobre las respuestas inmunes
humanas especificas de antigeno y particularmente las células linfociticas T especificas de antigeno (células T).
Esta actividad no era predecible a partir de la técnica anterior.

La capacidad de una molécula de anticuerpo especifica para la isoforma de CTLA-4 soluble para reforzar la
respuesta de células T al desafio inmunogénico o antigénico de forma dirigida selectiva, sin afectar a la superficie
celular, la funcién CTLA-4 de longitud completa, tiene una utilidad considerable y puede explotarse en un nimero de
situaciones de enfermedades.

Por tanto, las moléculas de anticuerpo de acuerdo con la presente invencion pueden potenciar las respuestas de
células linfociticas T especificas de antigeno, por ejemplo, promoviendo la proliferacion de células especificas de
antigeno y la produccién de moléculas de citoquina implicadas en la activacién de estas respuestas inmunes
especificas de antigeno.

Para medir dichas respuestas, un ensayo tipico podria comprender células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) purificadas que se incubaron durante 5 dias a 37 °C, 5% de COg, en presencia o ausencia de antigeno y, o
bien, IMW-3B3 anti-sCTLA-4 anticuerpo o un anticuerpo de control de isotipo emparejado no especifico. Después de
un periodo durante el cual se permite que se desarrolle una respuesta inmune in vitro (hormalmente 4-5 dias), el
fortalecimiento de la respuesta inmune mediante MW-3B3 puede determinarse midiendo citoquinas efectoras
mediante ELISA, p. €j., Interferon-y.

El "desafio inmunogénico o antigénico" se define como cualquier desafio que promueve una respuesta inmune
adaptativa que incluye patégenos microbianos, virales o parasitarios, células cancerosas 0 inmundgenos de
proteinas derivadas y antigenos de los mismos.
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Las moléculas de anticuerpo de acuerdo con la invencion, por ejemplo que tienen el efecto fortificante especifico de
antigeno descrito anteriormente, pueden usarse en un método de tratamiento o diagnéstico del cuerpo humano o
animal, tal como un método de tratamiento (que puede incluir tratamiento profilactico) de una enfermedad o trastorno
en un paciente humano que comprende administrar a dicho paciente una cantidad eficaz de una molécula de
anticuerpo de la invencién. Las afecciones tratables de acuerdo con la presente invencion incluyen las tratadas en
otra parte del presente documento.

Se divulgan ademas métodos de tratamiento que comprenden la administracion de una molécula de anticuerpo
como se proporciona, composiciones farmacéuticas que comprenden dicha molécula de anticuerpo, y el uso de
dicha molécula de anticuerpo en la fabricacion de un medicamento para la administracién, por ejemplo, en un
método de preparacion de un medicamento o de una composicion farmacéutica que comprende formular la molécula
de anticuerpo con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Por tanto, en diferentes aspectos de la presente divulgacion, el bloqueo funcional de sCTLA-4 usando moléculas de
anticuerpo de la invencion selectiva para sSCTLA-4 puede usarse para potenciar las respuestas inmunes especificas
de antigeno, por ejemplo de la siguiente manera:

« Potenciacion de las respuestas inmunes contra tumores inmunogénicos.

e Potenciacién de las vacunas-adyuvantes antitumorales para reforzar las respuestas inmunes especificas
conjuntamente con una vacuna disefiada para generar una respuesta inmune antitumoral particular.

« Potenciacion de las respuestas inmunes contra los patégenos incluidos bacterias, virus y parasitos con o sin
vacunacion.

« Vacunacion posterior a la infeccién: para reforzar las respuestas inmunes antivirales después de la infeccién.

Como se describe a continuacion, la potenciacién o estimulacion de la respuesta inmune especifica de antigeno
puede ser selectiva en el sentido de que, en ausencia de antigeno, la potenciacién o estimulacion del sistema
inmune es leve o esta ausente (comparese con el antigeno '0' ug/ml en presencia o ausencia de anticuerpos en la
Figura 4).

Los expertos en la materia apreciaran que, a la luz de la divulgaciéon en el presente documento, habra muchas
indicaciones o enfermedades en las que el bloqueo de la accién de sCTLA-4 puede usarse en un efecto ventajoso
para potenciar de una respuesta inmune especifica.

A modo de ejemplo no limitante, en el tratamiento del cancer u otra enfermedad proliferativa, un tumor inmunogénico
podria ser dirigido con, p. €j., en melanoma, carcinoma renal, linfoma, fibrosarcoma, carcinoma de colon, cancer de
prostata y de ovario (50-55).

En la infeccion, el bloqueo de sCTLA4 puede ser Util para potenciar las respuestas inmunes eficaces contra el VIH
(35, 36), la infeccién por nematodos y Leishmania (32,33) y también los polisacaridos capsulares del pneumonococo
(34).

Se apreciara que las moléculas de anticuerpo de la presente invencion se pueden usar en combinacion con otros
restos inmunopotenciadores, p. ej., GM-CSF, interleuquina (IL-2) u otras vacunas especificas que comprenden
cualquier sustancia inmunogénica de un patégeno particular.

De acuerdo con la presente invencion, las composiciones proporcionadas pueden administrarse a individuos. La
administracion esta preferentemente en una "cantidad terapéuticamente eficaz", siendo esta suficiente para mostrar
un beneficio al paciente. Dicho beneficio puede ser al menos la mejora de al menos un sintoma. La cantidad real
administrada y la velocidad y el tiempo de administracién, dependeran de la naturaleza y la gravedad de lo que se
esta tratando. La prescripcion del tratamiento, por ejemplo, las decisiones sobre la posologia, etc., es de la
responsabilidad de los facultativos generales y otros médicos. Las dosis adecuadas de anticuerpo son bien
conocidas en la técnica; véase Ledermann JAy col., (1991) Int. J. Cancer 47: 659-664; Bagshawe KD y col., (1991)
Anticuerpo, inmunoconjugados y radiofarmacos 4: 915-922.

La dosis precisa dependera de un numero de factores, incluyendo si el anticuerpo es para diagnéstico o para
tratamiento, el tamafio y la ubicacion del area a tratar, la naturaleza precisa del anticuerpo (p. €j., anticuerpo
completo, fragmento o diacuerpo), y la naturaleza de cualquier marcador detectable u otra molécula unida al
anticuerpo. Una dosis de anticuerpo tipica estara en el intervalo de 0,5 mg-1,0 g, y esto puede administrarse como
un bolo por via intravenosa. Otros modos de administracion incluyen la infusion intravenosa durante varias horas,
para conseguir una dosis acumulativa total similar. Esta es una dosis para un solo tratamiento de un paciente adulto,
gue puede ajustarse proporcionalmente para nifios y lactantes, y también ajustarse para otros formatos de
anticuerpos en proporcion al peso molecular. Los tratamientos pueden repetirse a intervalos diarios, dos veces a la
semana, semanales o mensuales, a discreciéon del médico.
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Un modo de administracion adicional emplea el prerrecubrimiento, o de otra manera la incorporacién en dispositivos
intravasculares, para los cuales se determinara la cantidad 6ptima de anticuerpo mediante experimentos adecuados.

Otro modo de administraciéon adicional es agotar el plasma de sCTLA-4, que luego podria sustituir (por ejemplo a
través de plasmaféresis) el propio plasma del paciente.

Un modo de administracién adicional emplea el prerrecubrimiento, o de otra manera la incorporacion en, dispositivos
intravasculares, para los cuales se determinara la cantidad 6ptima de anticuerpo mediante experimentos adecuados.

Las moléculas de anticuerpo de la presente invencion generalmente se administraran en forma de una composicion
farmacéutica, que puede comprender al menos un componente ademas de la molécula de anticuerpo.

Por tanto, las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion, y para usar de acuerdo con la
presente invencion, pueden comprender, ademas del principio activo, un excipiente, un vehiculo, un tampén, un
estabilizador farmacéuticamente aceptables u otros materiales bien conocidos por los expertos en la técnica. Dichos
materiales deben ser no téxicos y no deben interferir con la eficacia del principio activo. La naturaleza precisa del
vehiculo u otro material dependera de la via de administracion, que puede ser oral, o por inyeccion, p. €j., por via
intravenosa.

Las composiciones farmacéuticas para la administracion oral pueden estar en forma de comprimido, capsula, polvo o
liquido. Un comprimido puede comprender un vehiculo soélido, tal como gelatina o un adyuvante. Las composiciones
farmacéuticas liquidas generalmente comprenden un vehiculo liquido tal como agua, petréleo, aceites animales o
vegetales, aceite mineral o aceite sintético. Puede incluirse solucion salina fisioldgica, dextrosa u otra solucion de
sacaridos o glicoles tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol.

Para la inyeccion intravenosa o la inyeccion en el sitio de afliccién, el principio activo estara en forma de una solucion
acuosa parenteralmente aceptable sin pirdgeno y tiene un pH, isotonicidad y estabilidad adecuados. Los expertos en
la técnica pueden preparar soluciones adecuadas usando, por ejemplo, vehiculos isotonicos tales como inyeccion de
cloruro de sodio, inyeccién de Ringer, inyeccion de Ringer lactato. Se pueden incluir conservantes, estabilizadores,
tampones, antioxidantes y/u otros aditivos, segin sea necesario.

Una composicion puede administrarse sola o en combinacién con otros tratamientos, simultanea o secuencialmente
dependiendo de la afeccién a tratar. Otros tratamientos pueden incluir la administracion de dosis adecuadas de
farmacos para aliviar el dolor tales como farmacos antiinflamatorios no esteroideos (p. €j., aspirina, ibuprofeno o
ketoprofeno) u opiaceos tales como morfina o0 antieméticos.

Las moléculas de anticuerpo de la presente invencion son utiles en la diseccion de la funcién reguladora individual
que pertenece tanto a la CTLA-4 de superficie celular de longitud completa como a la isoforma alternativa de sCTLA-
4.

Las moléculas de anticuerpo de acuerdo con la invencién pueden usarse en un método de deteccion, por ejemplo,
para determinar la concentracién o presencia de sCTLA4 en el cuerpo, o en una célula o tejido.

La presente invencién proporciona un método que comprende causar o permitir la union de una molécula de
anticuerpo como se proporciona en el presente documento a sCTLA-4. Como se ha indicado, dicha unién puede
tener lugar in vivo, p. €j., después de la administracion de una molécula de anticuerpo o un &cido nucléico que
codifica una molécula de anticuerpo, o puede tener lugar in vitro, por ejemplo, en ELISA, transferencia Western,
inmunocitoquimica, inmunoprecipitacion, cromatografia de afinidad, citometria de flujo etc.

Se puede determinar la cantidad de unién de la molécula de anticuerpo a sCTLA-4. La cuantificacion puede estar
relacionada con la cantidad de la sCTLA-4 en una muestra de ensayo, que puede ser de interés diagndstico, p. €j.,
de enfermedades o indicaciones asociadas con niveles séricos altos o bajos de sCTLA-4. Dichos métodos pueden
realizarse in vitro, por ejemplo, en muestras anteriormente obtenidas del individuo de interés.

Actualmente, hay varios informes en la literatura cientifica que indican que se pueden detectar niveles aumentados
de sCTLA-4 en pacientes con enfermedad, incluidas varias enfermedades autoinmunes, p. ej., enfermedad tiroidea
autoinmune, esclerodermia, lupus eritematoso sistémico activo (42-48). Aparentemente también se ha detectado
CTLA-4 soluble en pacientes con asma (49). Por tanto, el uso de una molécula de anticuerpo selectiva para sCTLA-4
puede ser (til para investigar y, si es adecuado, diagnosticar o evaluar cualquiera de estas enfermedades o
indicaciones, o cualquier otra asociada con niveles séricos altos o bajos de sCTLA-4.

Las reactividades de anticuerpos en una muestra pueden determinarse por cualquier medio adecuado. El
radioinmunoensayo (RIA) es una posibilidad. La sCTLA-4 marcada radiactiva se mezcla con sCTLA-4 sin marcar (la
muestra de ensayo) y se permite que se una al anticuerpo. La sCTLA-4 unida se separa fisicamente de la sCTLA-4
no unida y se determina la cantidad de sCTLA-4 radioactiva unida al anticuerpo. Mientras mas sCTLA-4 haya en la
muestra de ensayo, menos sCTLA-4 radioactiva se unira al anticuerpo. También se puede usar un ensayo de unién
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competitiva con sCTLA-4 no radioactiva, usando sCTLA-4 o un analogo unido a una molécula indicadora. La
molécula indicadora puede ser un fluorocromo, un fésforo o un colorante laser con caracteristicas de absorcién o
emision espectralmente aisladas. Los fluorocromos adecuados incluyen fluoresceina, rodamina, ficoeritrina y rojo de
Texas. Los colorantes cromogénicos adecuados incluyen diaminobencidina.

Otros indicadores incluyen particulas coloidales macromoleculares o material particulado tal como perlas de latex
que son de color, magnéticas o paramagnéticas, y agentes bioldgicamente o quimicamente activos que pueden
provocar directa o indirectamente sefiales detectables para ser observadas visualmente, detectadas
electronicamente o registradas de otro modo. Estas moléculas pueden ser enzimas que catalizan reacciones que
desarrollan o cambian colores o provocan cambios en las propiedades eléctricas, por ejemplo. Pueden ser excitables
molecularmente, de manera que las transiciones electronicas entre estados de energia den como resultado
absorciones o emisiones espectrales caracteristicas. Pueden incluir entidades quimicas usadas conjuntamente con
biosensores. Se pueden emplear sistemas de deteccion de biotina/avidina o biotina/estreptavidina y fosfatasa
alcalina.

Las sefales generadas por conjugados anticuerpo-indicador individuales pueden usarse para derivar datos
cuantitativos absolutos o relativos de la unién del anticuerpo relevante en las muestras (normales y de ensayo).

La presente invencion también proporciona el uso de una molécula de anticuerpo como antes para medir los niveles
de sCTLA-4 en un ensayo de competicion, es decir un método para medir el nivel de sCTLA-4 en una muestra
empleando una molécula de anticuerpo proporcionada por la presente invencion en un ensayo de competicion.
Puede ser que no se requiera la separacion fisica de sCTLA-4 unida de la no unida. La unién de una molécula
indicadora a la molécula de anticuerpo de modo que se produzca un cambio fisico u éptico en la unién es una
posibilidad. La molécula indicadora puede generar directa o indirectamente sefiales detectables, y preferentemente
medibles. El enlace de las moléculas indicadoras puede ser directa o indirectamente, covalentemente, p. €j., a través
de un enlace peptidico 0 no covalente. La unién a través de un enlace peptidico puede ser como resultado de la
expresion recombinante de un gen de fusién que codifica un anticuerpo y una molécula indicadora.

La presente invencion también proporciona la medicion directa de los niveles de sCTLA-4, empleando una molécula
de anticuerpo de acuerdo con la invencion, por ejemplo, en un sistema biosensor.

Las moléculas de anticuerpo de acuerdo con la invencién también son Utiles como herramientas de investigacion en
diversos contextos. A modo de ejemplo no limitante, pueden usarse para medir cantidades relativas de sCTLA-4 en
una muestra. Las moléculas se pueden usar para detectar la presencia de sCTLA-4 en células, suero, plasma o
sobrenadantes de cultivo celular utilizando un numero de técnicas. Cuando se conjugan con marcadores
fluorescentes (p. €j., ficoeritrina), las moléculas pueden detectar sCTLA-4 en células, p. €j., células T por citometria
de flujo o microscopia de fluorescencia. ELISA se puede usar para detectar la presencia de sCTLA-4 en fluidos,
incluido el suero. Las moléculas de anticuerpo también se pueden usar para adsorber y purificar SCTLA-4 de fluidos
usando cromatografia de afinidad. Ademas, se pueden usar para investigar la funcion de sCTLA-4 in vitro
afiadiéndola a células mononucleares de sangre periférica purificadas o subconjuntos de células purificadas (p. €j.,
células T) en presencia de factores activadores.

El modo de determinar la union en cualquiera de estas aplicaciones no es en si una caracteristica de la presente
invencion y los expertos en la técnica pueden elegir un modo adecuado de acuerdo con sus preferencias y
conocimiento general.

TERMINOLOGIA
Molécula de anticuerpo

La expresion "molécula de anticuerpo” tal como se usa en el presente documento se entiende que se refiere a
moléculas o fragmentos activos de moléculas que se unen a antigenos conocidos, en particular para referirse a
moléculas de inmunoglobulina y a partes inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina, es decir
moléculas que contienen un sitio de unidn que se une inmunoespecificamente a un antigeno. Una inmunoglobulina
de acuerdo con la invencién puede ser de cualquier tipo (IgG, IgM, IgD, IgE, IgA e 1gY) o clase (IgG1, IgG2, 1gG3,
IgG4, IgAl y IgA2) o subclases de la molécula de inmunoglobulina.

Las moléculas de anticuerpo pueden ser naturales o parcial 0 completamente sintéticas.

Los anticuerpos divulgados en el presente documento incluyen anticuerpos monoclonales, policlonales, quiméricos,
monocatenarios, biespecificos o bi-eficaces, simianizados, humanos y humanizados, asi como fragmentos activos
de los mismos. Ejemplos de fragmentos activos de moléculas que se unen a antigenos conocidos incluyen (que
comprenden un dominio de unién a antigeno) incluyen Fab, F(ab'),, scFv, Fv y los productos de una biblioteca de
expresion de inmunoglobulina de Fab, y fragmentos de unién a epitopo de cualquiera de los anticuerpos y
fragmentos, mas también dAb, Fd; diacuerpos etc.
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Ejemplos de fragmentos de union son (i) el fragmento Fab que consiste en dominios VL, VP, CL y CP1; (ii) el
fragmento Fd que consiste en los dominios VP y CP1; (iii) el fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VP de
un dnico anticuerpo; (iv) el fragmento dAb (Ward, ES y col., Nature 341, 544-546 (1989)) que consiste en un dominio
VP; (v) regiones CDR aisladas; (vi) Fragmentos F(ab')2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab
unidos (vii) moléculas Fv monocatenarias (scFv), en los que un dominio VP y un dominio VL estan unidos por un
enlazador peptidico que permite que los dos dominios se asocien para formar un sitio de unién a antigeno (Bird
y.col., Science, 242, 423-426, 1988; Huston y col., PNAS EE.UU., 85, 5879-5883, 1988); (viii) dimeros Fv
monocatenarios biespecificos (PCT/US92/09965) y (ix) "diacuerpos”, fragmentos multivalentes o multiespecificos
construidos por fusién génica (W094/13804; P. Holliger y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 90: 6444-6448, 1993).
Las moléculas Fv, scFv o diacuerpo se pueden estabilizar mediante la incorporacion de puentes disulfuro que unen
los dominios VP y VL (Y. Reiter y col., Nature Biotech, 14, 1239-1245, 1996). También se pueden preparar
minicuerpos que comprenden un scFv unido a un dominio CH3 (S. Hu y col., Cancer Res., 56, 3055-3061, 1996).

Cuando se van a usar anticuerpos biespecificos, estos pueden ser anticuerpos biespecificos convencionales, que se
pueden fabricar de diversas maneras (Holliger, P. y Winter G. Current Opinion Biotechnol. 4, 446-449 (1993)), p. €j.,
preparadas quimicamente o a partir de hibridomas hibridos, o puede ser cualquiera de los fragmentos de
anticuerpos biespecificos mencionados anteriormente. Los diacuerpos y scFv pueden construirse sin una region Fc,
usando solo dominios variables, lo que reduce potencialmente los efectos de la reaccion antiidiotipica.

Los diacuerpos biespecificos, a diferencia de los anticuerpos completos biespecificos, también pueden ser
particularmente Utiles porque pueden construirse facilmente y expresarse en E.coli. Los diacuerpos (y muchos otros
polipéptidos tales como fragmentos de anticuerpo) de especificidades de unién adecuadas se pueden seleccionar
facilmente usando la presentacion en fagos (W094/13804) de las bibliotecas. Si un brazo del diacuerpo debe
mantenerse constante, por ejemplo, con una especificidad dirigida contra sCTLA-4, entonces se puede fabricar una
biblioteca en la que se varie el otro brazo y se seleccione un anticuerpo de especificidad adecuada. Los anticuerpos
completos biespecificos pueden prepararse por ingenieria de perillas en agujeros (JBB Ridgeway y col., Protein
Eng., 9, 616-621, 1996).

Es posible tomar anticuerpos monoclonales y otros y usar técnicas de tecnologia de ADN recombinante para
producir otros anticuerpos o moléculas quiméricas que conservan la especificidad del anticuerpo original. Dichas
técnicas pueden implicar la introduccién de ADN que codifica la regién variable de inmunoglobulina, o las regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) de un anticuerpo para las regiones constantes, o las regiones
constantes mas las regiones marco conservadas de una inmunoglobulina diferente. Véase, por ejemplo, los
documentos EP-A-184187, GB 2188638A 0 EP-A-239400. Un hibridoma u otra célula que produce un anticuerpo
puede estar sujeto a mutacion genética u otros cambios, que pueden o no alterar la especificidad de unién de los
anticuerpos producidos.

Para una descripcion adicional de las técnicas generales para el aislamiento de fragmentos activos de anticuerpos,
véase, por ejemplo, Khaw, BA y col., J. Nucl. Med. 23:1011-1019 (1982); Rousseaux y col., Methods Enzymology,
121:663-69, Academic Press, 1986.

Dominio de union a antigeno

Cuando se usa en el presente documento, esto describe la parte de una molécula de anticuerpo que comprende el
area que se une especificamente y es complementaria a parte o a la totalidad de un antigeno. Cuando un antigeno
es grande, un anticuerpo solo puede unirse a una parte particular del antigeno, cuya parte se denomina epitopo.

Se entendera que "unién especifica" en este contexto se refiere a la union que surge de una interaccion especifica
entre la conformacion de un dominio de unién a antigeno y su pareja de union, a diferencia de la unién no especifica
que surge solamente de las fuerzas de Van der Waals u otras interacciones proteina:proteina no especificas.

CDR

El término "CDR" se refiere a la region hipervariable de un anticuerpo. La expresion "region hipervariable”, "HVR", o
"HV", cuando se usa en el presente documento, se refiere a las regiones de un dominio variable de anticuerpo que
son hipervariables en secuencia y/o forman bucles estructuralmente definidos. En general, los anticuerpos
comprenden seis regiones hipervariables; tres en la VP (P1, P2, P3) y tres en la VL (L1, L2, L3). Varias
delimitaciones de regiones hipervariables estan en uso y se abarcan en el presente documento. Las regiones
determinantes de la complementariedad de Kabat se basan en la variabilidad de secuencia y son las de uso mas
comun (Kabat y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)).

La estructura para llevar una CDR de la invencién generalmente serd de una secuencia de cadena pesada o ligera

de anticuerpo o una parte sustancial de la misma en la que la CDR esta ubicada en una ubicacién correspondiente a
la CDR de dominios variables VP y VL de origen natural codificados por genes de inmunoglobulina reorganizada.
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Los dominios variables empleados en la invencién como se definen en las reivindicaciones se pueden obtener a
partir de cualquier linea germinal o dominio variable humano reorganizado, o pueden ser un dominio variable
sintético basado en secuencias consenso de dominios variables humanos conocidos. Se puede introducir una
secuencia de CDR de la invencidn (p. €j., CDR3) en un repertorio de dominios variables que carecen de una CDR (p.
ej., CDR3), usando tecnologia de ADN recombinante.

Una alternativa adicional es generar regiones VP o VL novedosas que lleven una secuencia procedente de la CDR
de la invencidon usando mutagénesis aleatoria de uno o mas genes VP y/o VL seleccionados para generar
mutaciones dentro del dominio variable completo. Dicha técnica es descrita por Gram y col., (1992, Proc. Natl. Acad.
Sci., EE.UU., 89:3576-3580), quienes usaron PCR propensa a error.

Anticuerpo humanizado

Un "anticuerpo humanizado" se refiere a un tipo de anticuerpo modificado por ingenieria que tiene sus CDR
procedentes de una inmunoglobulina donadora no humana, siendo las restantes partes procedentes de la
inmunoglobulina de la molécula procedentes de una (0 mas) inmunoglobulina (s) humana (s). Ademas, los restos de
soporte del marco pueden alterarse para preservar la afinidad de unién. Los métodos para obtener "anticuerpos
humanizados" son bien conocidos por los expertos en la técnica. (véase, p. €j., Queen y col., Proc Natl Acad Sci
USA, 86:10029-10032 (1989), Hodgson y col., Bio/Technology, 9:421 (1991)).

Unanticuerpo humanizado" tambiénse puede obtener mediante un novedoso enfoque de ingenieria genética que
permite la producciéon de anticuerpos policlonales similares a los humanos madurados por afinidad en animales
grandes tales como, por ejemplo, conejos (véase, p. €j., la Patente de EE.UU. n.° 7.129.084).

Anticuerpo monoclonal

El término "anticuerpo monoclonal" también se reconoce bien en la técnica y se refiere a un anticuerpo que se
produce en masa en el laboratorio a partir de un Gnico clon y que reconoce solo un antigeno. Los anticuerpos
monoclonales se preparan normalmente fusionando una célula B normalmente productora de anticuerpos, de vida
corta, a una célula de crecimiento rapido, tal como una célula cancerosa (a veces denominada célula "inmortal"). La
célula hibrida resultante, o hibridoma, se multiplica rapidamente, creando un clon que produce grandes cantidades
del anticuerpo. Para el fin de la presente invencién, también debe entenderse que "anticuerpo monoclonal"
comprende anticuerpos que son producidos por un clon madre que aun no ha alcanzado la monoclonalidad
completa.

Anticuerpo funcionalmente equivalente

"Anticuerpo funcionalmente equivalente" se entiende dentro del alcance de la presente invencién que se refiere a un
anticuerpo que comparte sustancialmente al menos una propiedad funcional principal con JMW-3B3, por ejemplo
propiedades funcionales descritas en el presente documento que incluyen, pero sin limitacion: especificidad de unién
a sCTLA -4.

Inmundégeno y antigeno

Un "inmunogeno” se define como cualquier sustancia que puede inducir una respuesta inmune adaptativa, mientras
gue un "antigeno" es cualquier sustancia que puede ser reconocida (en términos de respuesta inmune) por las
células del sistema inmune adaptativo.

Comprender

Esto se usa generalmente en el sentido de "incluir", es decir, permitir la presencia de una o mas caracteristicas o
componentes.

Aislado

Esto se refiere al estado en el que estaran las moléculas de anticuerpo de la invencion, o el acido nucleico que
codifica dichas moléculas de anticuerpo, de acuerdo con la presente invencién. Los miembros y el acido nucleico
estaran libres o sustancialmente libres del material con el que estan asociados de forma natural, tal como otros
polipéptidos o acidos nucleicos con los que se encuentran en su entorno natural, o el entorno en el que estan
preparados (p. €j., cultivo celular) cuando dicha preparacién es mediante la tecnologia de ADN recombinante
practicada in vitro o in vivo. Los miembros y el acido nucleico se pueden formular con diluyentes o adyuvantes y ain
con fines précticos se aislan; por ejemplo, los miembros normalmente se mezclaran con gelatina u otros vehiculos si
se usan para recubrir placas de microtitulaciéon para su uso en inmunoensayos, 0 se mezclaran con vehiculos o
diluyentes farmacéuticamente aceptables cuando se usen en diagnostico o terapia. Las moléculas de anticuerpo
pueden estar glicosiladas, ya sea de forma natural o mediante sistemas de células eucariotas heterélogas (p. €j.,
células CHO o NSO (ECACC 85110503), o pueden estar (por ejemplo, si se producen mediante la expresién en una
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célula procariota) no glicosiladas.
Secuencias variantes

Por "sustancialmente como se establece" se entiende que el dominio CDR o VP o VL relevante de la invencion sera
idéntico o altamente similar a las regiones especificadas de las cuales se establece la secuencia en el presente
documento. Por "altamente similar" se contempla que de 1 a 5, preferentemente de 1 a4talcomola30102,03
0 4, se pueden hacer sustituciones de aminoacidos en el dominio CDR y/o VP o VL.

La "homologia" entre dos secuencias esta determinada mediante la identidad de secuencia. Si dos secuencias que
se van a comparar entre si difieren en longitud, la identidad de secuencia preferentemente se refiere al porcentaje de
los restos de nucledtidos de la secuencia mas corta que son idénticos a los restos de nuclettidos de la secuencia
mas larga. La identidad de secuencia puede determinarse convencionalmente con el uso de programas informaticos
tales como el programa Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 para Unix, Genetics Computer
Group, University Research Park, 575 Science Drive Madison, Wis. 53711). Bestfit utiliza el algoritmo de homologia
local de Smith y Waterman, Advances in Applied Mathematics 2 (1981), 482-489, con el fin de encontrar el segmento
que tiene la identidad de secuencia mas alta entre dos secuencias. Cuando se usa Bestfit u otro programa de
alineamiento de secuencias para determinar si una secuencia particular tiene, por ejemplo, una identidad del 95 %
con una secuencia de referencia de la presente invencion, los parametros se ajustan preferentemente de modo que
el porcentaje de identidad se calcule en toda la secuencia de referencia y se permiten huecos de homologia de hasta
el 5 % del namero total de los nucleétidos en la secuencia de referencia. Cuando se usa Bestfit, los denominados
parametros opcionales se dejan preferentemente en sus valores preestablecidos ("predeterminados”). Las
desviaciones que aparecen en la comparacion entre una secuencia determinada y las secuencias de la invencion
descritas anteriormente pueden ser causadas, por ejemplo, por adiciéon, delecion, sustitucion, insercién o
recombinacién. Dicha comparacion de secuencia preferentemente también puede llevarse a cabo con el programa
"fasta20u66" (version 2.0u66, septiembre de 1998 por Wiliam R. Pearson y la Universidad de Virginia; véase
también WR Pearson (1990), Methods in Enzymology 183, 63-98, ejemplos adjuntos y http://workbench.sdsc.edu/).
Para este fin, se pueden usar las configuraciones de parametros "predeterminadas”.

Tal como se usa en el presente documento, un "cambio conservador' se refiere a alteraciones que son
sustancialmente conformacional o antigénicamente neutras, que producen cambios minimos en la estructura
terciaria de los polipéptidos mutantes, o que producen cambios minimos en los determinantes antigénicos de los
polipéptidos mutantes, respectivamente, en comparacion con la proteina nativa. Cuando se hace referencia a los
anticuerpos y a los fragmentos de anticuerpo de la invencién, un cambio conservador significa una sustitucion de
aminoacidos que no hace que el anticuerpo no pueda unirse al epitopo objeto. Un experto en la técnica podra
predecir qué sustituciones de aminoacidos se pueden realizar mientras se mantiene una alta probabilidad de ser
conformacional y antigénicamente neutro. Dicha orientacién se proporciona, por ejemplo en Berzofsky, (1985)
Science 229:932-940 y Bowie y col., (1990) Science 247:1306-1310. Los factores a considerar que afectan la
probabilidad de mantener la neutralidad conformacional y antigénica incluyen, pero sin limitacion: (a) la sustitucion
de aminoacidos hidréfobos es menos probable que afecte a la antigenicidad porque es mas probable que los restos
hidréfobos se ubiquen en el interior de una proteina; (b) la sustitucién de aminoacidos fisioquimicamente similares es
menos probable que afecte a la conformacién porque el aminoacido sustituido imita estructuralmente el aminoacido
nativo; y (c) la alteracién de secuencias conservadas evolutivamente es probable que afecte negativamente a la
conformacion, ya que dicha conservacion sugiere que las secuencias de aminoacidos pueden tener una importancia
funcional. Un experto en la técnica podra evaluar las alteraciones en la conformacién de proteina usando ensayos
bien conocidos, tales como, pero sin limitacién, métodos de fijacién de microcomplemento (véase, p. €j., Wasserman
y col., (1961) J. Immunol. 87:290-295; Levine y col., (1967) Meth. Enzymol. 11:928-936) y mediante estudios de
unién usando anticuerpos monoclonales dependientes de la conformaciéon (véase, p. ej., Lewis y col., (1983)
Biochem. 22:948-954).

Todas las técnicas descritas anteriormente se conocen como tales en la técnica y en si mismas no forman parte de
la presente invencién. El experto podra usar dichas técnicas para proporcionar moléculas de anticuerpo de la
invencion usando la metodologia habitual en la técnica.

Todos los subtitulos en el presente documento se incluyen solo por comodidad, y no deben interpretarse como que
limitan la divulgacion de ninguna manera.

La invencién se describira ahora adicionalmente con referencia a las siguientes Figuras y Ejemplos no limitantes.
Otras realizaciones de la invencion se les ocurrirdn a los expertos en la técnica a la luz de estas.

Secuencias
SEQ ID NO: 1 IMW-3B3 VL que codifica la secuencia de nucle6tidos
SEQ ID NO: 2 IMW-3B3 VL secuencia de aminoacidos

SEQ ID NO: 3 IMW-3B3 VP que codifica la secuencia de nucleétidos
SEQ ID NO: 4 JMW-3B3 VP secuencia de aminoacidos
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SEQ ID NO: 5 IMW-3B3 VP CDR1, dentro de la secuencia de aminoacidos VP (SEQ ID NO: 4)
SEQ ID NO: 6 IMW-3B3 VP CDR2, dentro de la secuencia de aminoacidos VP (SEQ ID NO: 4)
SEQ ID NO: 7 IMW-3B3 VP CDR3, dentro de la secuencia de aminoacidos VP (SEQ ID NO: 4)
SEQ ID NO: 8 IMW-3B3 VL CDR1, dentro de la secuencia de aminoacidos VL (SEQ ID NO: 2)
SEQ ID NO: 9 IMW-3B3 VL CDR2, dentro de la secuencia de aminoacidos VL (SEQ ID NO: 2)
SEQ ID NO: 10 IMW-3B3 VL CDR3, dentro de la secuencia de aminoéacidos VL (SEQ ID NO: 2)
SEQ ID NO: 11 secuencia de proteina C terminal SCTLA4 (A116-M137)

Todas las secuencias anteriores se muestran en las Figuras 1 y 2. Las regiones determinantes de la
complementariedad hipervariables (CDR), que constituyen el sitio de union al antigeno, se delinean con flechas.

Figuras

Figura 1. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos anotada del marco de cadena ligera variable y regiones
determinantes de la complementariedad del anticuerpo monoclonal anti-sCTLA-4 JMW-3B3.

Figura 2. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos anotada del marco de cadena pesada variable y regiones
determinantes de la complementariedad del anticuerpo monoclonal anti-sCTLA-4 JMW-3B3.

Figura 3. Los anticuerpos existentes se unen a todas las formas principales de CTLA-4, tanto CTLA-4 en las
superficies de los linfocitos, p. ej., células T CD4" como CTLA-4 soluble natural. IMW-3B3 solo se une a la forma
soluble natural de CTLA-4 humano que se dirige a una secuencia de proteina transportada solo por la forma
soluble. Tenga en cuenta que a veces una forma recombinante artificial de CTLA-4 (CTLA4-lg) a veces se
denomina en la literatura como CTLA-4 soluble. JIMW-3B3 tampoco se une a esa forma.

Figura 4.

(a) El anticuerpo monoclonal, JMW-3B3, especifico para CTLA-4 soluble humano potencia las respuestas
inmunes especificas de antigeno. Se incubaron células mononucleares de sangre periférica (1 millén por
pocillo, 1 ml de medio de cultivo) con cantidades crecientes de derivado proteico purificado de Mycobacterium
tuberculosis (PPD) durante 5 dias a 37 °C, 5 % de CO2, en presencia 0 ausencia de JMW-3B3. Los graficos
muestran que la adicién del anticuerpo, potencié la proliferacién de las células inmunitarias (panel superior) y
aumentd la produccién de la citoquina efectora, interferén-y.

(b) Potenciacion de respuestas inmunes especificas de antigeno por el anticuerpo monoclonal anti-sCTLA-4
JMW-3B3. Datos de seis experimentos separados que demuestran diferencias en la IFN-y y la proliferacion
celular cuando se estimularon PBMC con 0 o 5 pgml'de PPD antigeno de recuperacién en presencia de anti-
SCTLA-4 mAb, JMW-3B3 o un control de isotipo IgG1.

Figura 5. ELISA para comparar la deteccion de CTLA-4 por un anticuerpo anti-CTLA-4 pan-especifico con
anticuerpo selectivo CTLA-4 soluble JMW-3B3. Se us6 un anticuerpo anti-CTLA-4 comUn pan-especifico para
capturar CTLA-4 presente en 11 sueros de donadores voluntarios sanos. Las placas se bloquearon con un 2 %
de producto de leche desnatada en solucién salina tamponada con fosfato. La presencia de CTLA-4 se detecto
con un anticuerpo biotinilado anti-CTLA-4 pan-especifico o un anticuerpo selectivo sCTLA-4 JMW-3B3
biotinilado. La fosfatasa alcalina conjugada con estreptavidina se us6 a continuacion para detectar la presencia
de anticuerpo biotinilado unido en cada caso. Las placas se desarrollaron usando un sustrato de fosfatasa comun
y un espectrofotdmetro con un filtro de 405 nm usado para detectar el cambio de color.

Figura 6. Potenciacion de las respuestas inmunes especificas del antigeno carcinoembrionario asociado a
tumores (CEA) mediante el anticuerpo monoclonal anti-sCTLA-4 JMW-3B3. Las PBMC se estimularon con 0 0 10
Mg ml™* de antigeno CEA en presencia de anti-sCTLA-4 mAb, JMW-3B3 o un control de isotipo IgG1 (ninguno).

Figura 7. Anti-sCTLA-4 JMW-3B3 distingue, en suero y sobrenadante de cultivo, CTLA-4 soluble natural
verdadero de CTLA-4 unida a la membrana extracelular (nCTLA-4). La parte extracelular de mCTLA-4 esta
codificada por el exén 2 y es idéntica en sCTLA-4, mCTLA-4 y la forma soluble recombinante de CTLA-4,
CTLA4-lg. Como JMW-3B3 se generé contra la region particular C-terminal de sCTLA-4, no reacciona de forma
cruzada con el dominio CTLA-4 extracelular. Se compararon dos mAbs de deteccién anti-CTLA-4 pan-
especificos biotinilados (clones AS-33 y 14D3), especificos para el dominio extracelular de CTLA-4, por su
capacidad de unirse a CTLA4 con el JMW-3B3 en un ELISA sandwich tipico. Se usé mAb anti-CTLA-4 pan-
especifico (clon BNI3) como el anticuerpo de captura.

Ejemplos

Parte experimental

JMW-3B3 es un mAb de IgGIA de ratdn especifico para sCTLA-4 humano (véase las Figuras 1y 2).
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La Figura 3 proporciona una ilustracién no técnica de como el mAb JMW-3B3 difiere de los anticuerpos anti-CTLA-4
pan-especificos actuales.

El mAb JMW-3B3 se gener6 contra y reconoce un epitope existente dentro de la region C terminal de sCTLA-4.

Se inmunizaron ratones Balb/c con un péptido que representa el extremo ¢ de sCTLA-4 humana conjugado con una
proteina portadora, hemocianina de lapa californiana (KLH). Los ratones se inmunizaron por via subcutanea dos
veces con un intervalo de tres semanas. La primera inmunizacion comprendia péptido-KLH (1 mg/ml) suspendido en
una emulsion de adyuvante completo de Freund. La inmunizacion posterior fue de la misma concentracién de
péptido-KLH pero se aplicé en una suspensién de adyuvante incompleto de Freund. Una semana antes del sacrificio,
a los ratones se les inyect6 por via intraperitoneal péptido-KLH en una solucién salina estéril. La preparacion,
seleccién y mantenimiento de hibridomas de células B esplénicas se realizé usando protocolos convencionales que
estan ampliamente disponibles. La pareja de fusién de linea celular inmortal fue SP2/0-Ag14 de la Coleccion de
Cultura de la Agencia de Proteccién de Salud, Salisbury, Reino Unido (ECACC). La deteccién de supuestos
hibridomas productores de anticuerpo anti-sCTLA-4 se realizd6 usando un ELISA de péptido desarrollado en el
laboratorio. El péptido que representa la secuencia C terminal del CTLA-4 humano soluble se recubrié sobre placas
de ELISA flexibles de 96 pocillos Greiner 3912 a 50 pyg/ml en agua durante una noche a 37 °C. La solucion de
péptido se evaporé completamente durante este periodo y las placas se lavaron luego con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) dos veces y se bloquearon con Marvel al 2 % en PBS durante una hora a 36 °C. Los
sobrenadantes muestreados de cultivos de células de hibridoma (aproximadamente 100 hibridomas que crecen
activamente) se incubaron en las placas antes de la deteccion con un reactivo especifico anti Fc de 1gG de ratdn
conjugado con fosfatasa alcalina. Las placas se desarrollaron con un sustrato de fosfatasa y se detectaron pocillos
positivos mediante un aumento en la absorbancia a 405 nm. Los hibridomas positivos para el péptido sCTLA-4 se
almacenaron bajo nitrégeno liquido. El hibridoma JMW-3B3 se cloné dos veces usando protocolos de dilucion
limitante tipicos y se ensay6 su capacidad para unirse a la molécula de sCTLA-4 nativa usando sCTLA-4 purificado a
partir de suero.

La adicion del anticuerpo a cultivos celulares de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de donadores
normales potencia las respuestas inmunes especificas de antigeno. En particular, los efectos estimulantes del
anticuerpo en ausencia de un estimulo antigénico son de leves a ausentes. La Figura 4 (a) muestra un ejemplo de la
actividad estimulatoria de JMW-3B3. Las PBMC de un donador sano se incubaron in vitro en presencia de
cantidades crecientes de derivado protéico purificado de antigeno de recuperacién de Mycobacterium tuberculosis
(PPD), en presencia o ausencia de 10 pg/ml de JMW-3B3. En presencia de JMW-3B3, la respuesta inmune
especifica de PPD se poencia tanto en términos de aumento de la proliferacion celular como de la produccion de la
citocina efectora, interferon-y. La Figura 4 (b) muestra los resultados de investigaciones adicionales usando PPD.

Curiosamente, la potenciacion de la respuesta inmune se baso en la presencia de antigeno. En efecto, el bloqueo de
anticuerpos de sCTLA-4 tuvo efectos positivos altamente selectivos sobre el sistema inmune. Los experimentos que
demostraron esta potenciacion se repitieron al menos cuatro veces con la misma conclusién.

La Figura 6 muestra la potenciacion de la respuesta inmune contra CEA en presencia de JMW-3B3 y un control.

En otro experimento, se ensayaron sueros de 11 donadores normales para detectar la presencia de sCTLA-4. Se
uso una técnica de ELISA de captura en la que se compardé JMW-3B3 con un anticuerpo CTLA-4 anti-humano pan-
especifico de uso comun (Figura 5). En este caso, cada anticuerpo identific6 dos muestras positivas, pero el
anticuerpo anti-CTLA-4 pan-especifico identifico otras tres muestras positivas. Estos no portan el epitopo sSCTLA-4 y,
por lo tanto, es probable que sean sCTLA-4 degradados o CTLA-4 escindidos de la membrana de la superficie. Esto
demuestra la naturaleza selectiva del anticuerpo JMW-3B3 en la identificacion de sCTLA-4 funcional; esto también
se demuestra en la Figura 7.
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de anticuerpo que es un anticuerpo monoclonal o una parte funcional del mismo, que se une
especificamente a SCTLA-4 que esencialmente no muestra uniéon a CTLA-4 en las superficies de los linfocitos y que
se une con un epitopo de sCTLA-4 dentro de la secuencia de aminoacidos AKEKKPSYNRGLCENAPNRARM (SEQ
ID NO: 11), molécula de anticuerpo que puede potenciar las respuestas de las células linfociticas T especificas de
antigeno.

2. Una molécula de anticuerpo como se reivindica en la reivindicacion 1, que comprende:

(i) un dominio VP que comprende una secuencia de aminoacidos que es un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90
%, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 4 o0 a una parte funcional
del mismo que comprende 3 CDR de cadena pesada que tienen las secuencias polipeptidicas respectivas de
SEQID NO.5,SEQIDNO.6y SEQIDNO. 7y

(i) un dominio VL que comprende una secuencia de aminoacidos que es un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90
%, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 2 0 a una parte funcional
del mismo que comprende 3 CDR de cadena ligera que tienen las secuencias polipeptidicas respectivas de SEQ
ID NO. 8, SEQ ID NO. 9y SEQ ID NO. 10;

0 que es una molécula de anticuerpo que comprende:

(i) un dominio VP de anticuerpo variante que comprende una variante del dominio JMW-3B3 VP con la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO. 4 o una variante que comprende 3 VP CDR con las secuencias de aminoacidos
respectivas de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 5y SEQ ID NO. 6;y
(i) un dominio VL de anticuerpo variante que comprende una variante del dominio JIMW-3B3 VL con la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO. 2 o una variante que comprende 3 VL CDR con las secuencias de aminoacidos
respectivas de SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9y SEQ ID NO. 10,

en la que en cada caso la secuencia variante comprende menos de 20 alteraciones, menos de 15 alteraciones,
menos de 10 alteraciones en comparacion con los dominios VP o VL; o menos de 5, 4, 3, 2 o 1 alteraciones de la
secuencia de aminoacidos en comparacion con la CDR;

0 que es una molécula de anticuerpo que comprende:

(i) un dominio VP de anticuerpo seleccionado de entre el grupo que consiste en el dominio JMW-3B3 VP con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 4 y un dominio VP que comprende una VP CDR3 con las secuencias
de aminoéacidos de SEQ ID NO. 7 y dos VP CDR con las secuencias de aminoacidos respectivas de SEQ ID NO.
5y SEQID NO. 6; y

(ii) un dominio VL de anticuerpo seleccionado de entre el grupo que consiste en el dominio JMW-3B3 VL con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 2 y un dominio VL que comprende tres VL CDR con las secuencias
de aminoacidos respectivas de SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9y SEQ ID NO. 10.

3. Una molécula de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 que comprende el
dominio JIMW-3B3 VP con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 4 y que comprende el dominio JIMW-3B3 VL
con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 2.

4. Una molécula de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que compite por la union
a un epitopo de sCTLA-4 dentro de la secuencia de aminoacidos AKEKKPSYNRGLCENAPNRARM (SEQ ID NO:
11) con un dominio de unién a sCTLA-4 de un anticuerpo que comprende el dominio JIMW-3B3 VP con la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO. 4 y el dominio JMW-3B3 VL con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 2.

5. Una molécula de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 que selecciona de entre
el grupo que consiste en:

(i) una molécula de anticuerpo que comprende o que consiste en un fragmento de anticuerpo o un dominio de
unién a antigeno y se selecciona de entre: Fab, scFv, Fv, F(ab')z; y

(ii) una molécula de anticuerpo que comprende una regién constante de anticuerpo, que opcionalmente es una
anticuerpo completo, que opcionalmente es una anticuerpo completo humanizado.

6. Una molécula de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 que es el anticuerpo
monoclonal JIMW-3B3 que tiene un dominio VP con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 4 y un dominio VL
con la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO. 2 o una parte funcional del mismo.

7. Un éacido nucleico aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una molécula de anticuerpo
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Una célula huésped transformada con acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 7.
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9. Un proceso para producir una molécula de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6,
comprendiendo el proceso cultivar células huésped de acuerdo con la reivindicacion 8 en condiciones para la
produccion de dicha molécula de anticuerpo y opcionalmente comprendiendo ademas, aislar y/o purificar dicha
molécula de anticuerpo y opcionalmente comprendiendo ademas formular la molécula de anticuerpo en una
composicion que incluye al menos un componente adicional.

10. Un proceso para obtener una molécula de anticuerpo que se une especificamente a un epitopo de sCTLA-4
dentro de la secuencia de aminoacidos AKEKKPSYNRGLCENAPNRARM (SEQ ID NO: 11) que esencialmente no
muestra union a CTLA-4 en las superficies de los linfocitos, comprendiendo el proceso:

(i) proporcionar mediante adicion, delecion, sustitucion o insercién de uno o mas aminoacidos en la secuencia
de aminoéacidos del dominio JIMW-3B3 VP con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 4 uno o mas
dominios VP cada uno de los cuales es una variante de la secuencia de aminoacidos del dominio JIMW-3B3
VP,y

(ii) combinar uno o mas variantes de la secuencia de aminoacidos del dominio VP asi provistas con uno o
mas dominios VL para proporcionar una o0 mas combinaciones VP/VL;

ylo

(iii) proporcionar mediante adicién, delecién, sustitucion o insercién de uno o mas aminoéacidos en la
secuencia de aminoacidos del dominio JMW-3B3 VL con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 2, un
dominio VL que es una variante de la secuencia de aminoacidos del dominio JIMW-3B3 VL, y

(iv) combinar uno o mas variantes de la secuencia de aminoacidos del dominio VL asi provistas con uno o
mas dominios VP para proporcionar una o0 mas combinaciones VP/VL;

(v) ensayar las variantes de la secuencia de aminoacidos del dominio VP o la combinacién o combinaciones
VP/VL para identificar una molécula de anticuerpo que se une especificamente a SCTLA-4 que esencialmente
no muestra unién a CTLA-4 en las superficies de los linfocitos,

o comprendiendo el proceso:

(i) proporcionar acidos nucleicos de partida que codifican uno o mas dominios VP que comprenden una
CDR3 a sustituir o carecen de una regién codificante CDR3, y combinar dicho acido nucleico de partida con
un &cido nucleico donador que codifica la secuencia de aminoacidos VP CDR3 de SEQ ID NO. 7 de manera
gue dicho acido nucleico donador se inserta en la region CDR3 en el acido nucleico de partida, para
proporcionar acidos nucleicos producto que codifican dominios VP; o

(ii) proporcionar acidos nucleicos de partida que codifican uno o mas dominios VL que comprenden una
CDR3 a sustituir o carecen de una regién codificante CDR3, y combinar dicho acido nucleico de partida con
un &cido nucleico donador que codifica la secuencia de aminoacidos VL CDR3 de SEQ ID NO. 10 de manera
que dicho acido nucleico donador se inserta en la regién CDR3 en el acido nucleico de partida, para
proporcionar acidos nucleicos producto que codifican dominios VL;

y en cualquier caso:

(iii) expresar los acidos nucleicos de dichos acidos nucleicos producto que codifican dominios VP y combinar
opcionalmente los dominios VP asi producidos con uno o mas dominios VL para proporcionar combinaciones
VP/IVL, ylo expresar los acidos nucleicos de dichos acidos nucleicos producto que codifican dominios VL y
que combinan los dominios VL asi producidos con uno o0 mas dominios VP para proporcionar combinaciones
VP/VL,;

(iv) seleccionar una molécula de anticuerpo que comprende un dominio VP o una combinaciéon VP/VL que se
une especificamente a un epitopo de sCTLA-4 dentro de la secuencia de aminoacidos
AKEKKPSYNRGLCENAPNRARM (SEQ ID NO: 11) que esencialmente no muestra unién a CTLA-4 en las
superficies de los linfocitos,

(v) recuperar dicha molécula de anticuerpo y/o dicho acido nucleico que codifica la molécula de anticuerpo
que se une a sCTLA-4.

11. Un método in vitro que comprende poner en contacto una molécula de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 6 u obtenible mediante un proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10 con
un sCTLA-4 que tiene la secuencia de aminoacidos AKEKKPSYNRGLCENAPNRARM (SEQ ID NO: 11).

12. Un método de acuerdo con la reivindicacion 11 para la deteccion de sCTLA-4 que tiene la secuencia de

aminoacidos AKEKKPSYNRGLCENAPNRARM (SEQ ID NO: 11) en una muestra obtenida de un individuo, o para el
diagnostico o una enfermedad asociada a niveles perturbados de sCTLA-4 en un individuo.
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13. Una molécula de anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 u obtenible mediante un
proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10, que se une especificamente a un epitopo de sCTLA-4
dentro de la secuencia de aminoacidos AKEKKPSYNRGLCENAPNRARM (SEQ ID NO: 11) que esencialmente no
muestra union a CTLA-4 en las superficies de los linfocitos, para su uso en un método in vivo para potenciar
selectivamente una respuesta inmune especifica de antigeno a un desafio inmunogénico o antigénico en presencia
de dicho anticuerpo.

14. Una molécula de anticuerpo para su uso como se reivindica en la reivindicacién 13 en donde el método
comprende:

(i) administrar al sujeto la molécula de anticuerpo, o
(i) exponer el plasma a la molécula de anticuerpo, y luego proporcionar el plasma al sujeto.

15. Una molécula de anticuerpo para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 o 14, en la
gue la respuesta inmune es una respuesta de células T al desafio inmunogénico o antigénico, y opcionalmente, en la
que la respuesta inmune es contra un tumor inmunogénico; una vacuna; un patégeno, o inmunégeno de proteina
derivada o antigenos de cualquiera de estos, y opcionalmente, en donde la molécula de anticuerpo se usa en una
vacuna posterior a la infeccién para reforzar las respuestas inmunes después de la infeccion.

16. Una composicion terapéutica, profilactica o de diagndstico que comprende una molécula de anticuerpo de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, u obtenible mediante un proceso de una cualquiera de las
reivindicaciones 9 o 10 en una cantidad terapéuticamente eficaz, y que opcionalmente comprende ademas un
vehiculo, un diluyente y/o un excipiente farmacéuticamente aceptables, en la que opcionalmente la molécula de
anticuerpo es un adyuvante y la composicion comprende un principio activo adicional que es opcionalmente un
antigeno o un inmundgeno.
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