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DESCRIPCION

Anticuerpos humanizados anti-CD28

La presente invencion se refiere a anticuerpos humanizados que se enlazan con CD28, y fragmentos
monovalentes de los mismos, y sus usos terapéuticos, en particular en el contexto de regulaciéon de activacion de
célulaT.

La activacion anormal de células T esta implicada en la patogénesis de muchas enfermedades
autoinmunes, y también en el fendmeno de rechazo de trasplante, donde provocan una respuesta inmune dirigida
contra el érgano trasplantado que se desarrollara.

Una de los sistemas mas importantes para regular la activacion de linfocito T es el sistema molecular
B7/CD28/CTLA4. Este sistema juega, por ejemplo, un papel esencial en los mecanismos de rechazo de trasplante
(WOODWARD et al., Transaplante, 55, 14-20, 1998). Las moléculas B7.1 (CDE80) y B7.22 (CD86) cargadas por
APCs pueden activar el receptor CD28 y también el receptor CTLA4 de linfocitos T. La activacion de CD28 envia al
linfocito T una sefal positiva que estimula a la célula; por otro lado, la activacion de CTLA4 envia una sefial negativa
que lleva a una no respuesta (anergia) (FALLARINO et al., J. Exp. Med., 188, 205-210, 1998).

Los linfocitos T en reposo expresan una gran cantidad de CD28 y muy poco CTLA4. Cuando hay un primer
contacto cognitivo entre un APC y un linfocito T, la interaccién CD28/B7 se favorece, lo que activa la célula. Es
solamente varias horas después del inicio de la activacién que, debido al aumento en la expresion de membrana de
CTLA4, cuya afinidad para B7 es de 5 a 10 veces mayor que la de CD28, la interaccion B7/CD28 se desplaza en
favor de una interaccion B7/CTLA4.

Los linfocitos T reguladores expresan una gran cantidad de CD28 y de CTLA4 que previenen o permiten,
respectivamente, la actividad supresora de linfocitos T reguladores. En presencia de un APC que expresa un alto
nivel de B7, la interaccion CD28/B7 previene la actividad supresora de linfocitos T reguladores (Sansom, et al,
Immunol. 24, 314-319, 2003).

La inhibicién selectiva de la sefial agonista dada para la célula T por CD28, que deja el sistema antagonista
consistente en el par CTLA4/B7 intacto, por medio de bloqueo especifico de la interacciéon CD28/B7, hara posible
prevenir la activacion de linfocito T y promover la supresion inmune mediante linfocitos T reguladores. Tal bloqueo
especifico de la interaccion CD28/B7 puede obtenerse usando algunos anticuerpos dirigidos contra CD28.

Estos anticuerpos se usaran en una forma monovalente (por ejemplo, como fragmentos Fab o scFV), ya
que cuando se usan en su forma nativa divalente, su enlace con CD28 provoca la dimerizacioén y la activacion de su
receptor. Los fragmentos Fab contienen, cada uno, una cadena ligera y la primera mitad de una cadena pesada; los
fragmentos scFv consisten en porciones variables de las cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo matriz,
conectadas entre si por medio de un conector variables (CLACKSON, et al., Nature, 352, 624-628, 1991), formando
asi una proteina de cadena Unica. Un anticuerpo asi es el anticuerpo CD28.3, producido por la linea celular de
hibridoma CNCM [-2582, y desvelado en la solicitud PCT WO 02/051871. Este anticuerpo, cuando se usa en forma
monovalente como los fragmentos scFV, es capaz de bloquear in vitro al receptor CD28 sin activarlo (PCT WO
02/051871; VANHOVE et al., Blood, 102, 564-70, 2003), y también ha demostrado su eficacia in vivo en modelos de
trasplante de 6rganos en ratones y en primates (POIRIER et al., Congreso Mundial de Transplantes, Sidney,
Australia, Agosto 16-21, 2008; POIRIER et al., Sci Trans Med., 2:17, p17ra10, 2010).

Un inconveniente de todos los anticuerpos monoclonales derivados de fuentes murinas es su
inmunogenicidad cuando se administran a sujetos humanos. Provocan una respuesta inmune anti-raton que da
como resultado una menor eficacia del tratamiento, en particular cuando se requiere una administracion repetida.

Este inconveniente puede evitarse, en principio, mediante el uso de anticuerpos humanizados. El objetivo
de la humanizacion es obtener un anticuerpo recombinante que tenga propiedades de enlace con antigeno similares
a las del anticuerpo monoclonal de ratén del cual se derivaron las regiones determinantes de complementariedad
(RDC), y que es mucho menos inmunogénico en humanos.

Las RDC son las porciones de los dominios variables de un anticuerpo que contactan directamente con el
antigeno y determinan la especificidad de enlace con antigeno; las regiones del armazén (RA) que estan situadas
entre RDC en los dominios variables no contactan directamente con el antigeno, pero sirven como un andamio para
mantener la estructura global de los dominios variables.

Se han presentado varias técnicas para humanizacion de anticuerpos. Las mas usadas se basan en “injerto
RDC”, que implica el trasplante de las RDC de un anticuerpo murino a RA humanas apropiadas. Sin embrago, en
muchos anticuerpos, algunos residuos de RA son importantes para el enlace de antigeno, porque influyen en la
conformacion de RDC y por lo tanto en sus propiedades de enlace con antigeno, en particular la afinidad de enlace.
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Una pérdida en la afinidad de enlace es particularmente negativa en el caso de que se pretenda usar el anticuerpo
en una forma monovalente que generalmente muestra menos afinidad para el antigeno que el anticuerpo divalente
nativo. Asi, en la mayoria de los casos, es ademas necesario, con el fin de obtener una suficiente afinidad de enlace,
reintroducir uno o mas residuos de armazoén del anticuerpo humano en las RA humanas, con el riesgo de que vuelva
a aparecer de manera simultanea inmunogenicidad no deseada.

Otra técnica para humanizacion de anticuerpos, llamada “desinmunizacino” implica la identificacion dentro
de las regiones RA del anticuerpo, de célula B y epitopes de célula T reconocidos como “extrafios” y por lo tanto
potencialmente inmunogénicos en humanos, y retirarlos mediante sustituciones apropiadas de inmunoacidos. Esta
técnica, sin embargo, también conlleva el riesgo de que se eliminen residuos de MA importantes para el enlace de
antigeno. Ademas, algunos epitopes inmunogénicos pueden estar situados en las RDC e intentar retirarlos implica
un riesgo muy alto de destruir no solamente la afinidad enlace con antigeno sino también la especificidad de enlace
con antigeno del anticuerpo.

Por lo tanto, una principal preocupaciéon en la humanizacién de anticuerpos es determinar qué residuos de
aminoacidos son cruciales para retener las propiedades de enlace con antigeno. Se han propuesto varios métodos
para predecir los sitios mas apropiados para sustitucién en las regiones RA. Aunque proporcionan principios
generales que pueden ser de alguna ayuda en las primeras etapas de humanizacion, el resultado final varia en gran
medida de un anticuerpo a ofro. Asi, para un anticuerpo dado, el muy dificil predecir qué sustituciones
proporcionaran el resultado deseado. En el caso donde no sélo hay sustituciones en RA, sino también en RDC, sera
necesario disminuir satisfactoriamente la inmunogenicidad en humanos, el resultado final se vuelve totalmente
impredecible.

Tan et al., Blood 96:11, 312 2000 desvela un método para producir un anticuerpo funcional anti-CD28
humanizado;

Saldanha: “Capitulo 6: Ingenieria molecular |: Humanizacion” en: Stephan Duebel: “Manual de Anticuerpos
Terapeuticos”, Wiley-VCH, 119-144, 2007 desvela métodos de humanizacién de anticuerpos.

WO 2010/009391 desvela anticuerpos de dominio que consisten en o comprenden un unico dominio
variables de inmunoglobulina que se enlaza especificamente y antagoniza la actividad de CD28.

WO 2010/082136 desvela anticuerpos monovalentes recombinantes que son heterodimeros de una primera
cadena de proteinas que comprende un dominio variable de la cadena pesada de un anticuerpo de interés y los
dominios CH1 y CH3 de una inmunoglobulina IgG y una segunda cadena de proteinas que comprende el dominio
variable de la cadena ligera de dicha inmunoglobulina de interés y los dominios CH2 y CH3 de dicha
inmunoblobulina IgG.

WO 2010/070047 desvela polipéptidos solubles de enlace con CD47, para su uso como un medicamento,
en particular para la prevencién o tratamiento de trastornos autoinmunes e inflamatorios.

Los inventores han tenido éxito en la produccion de CD28.3 humanizado (a partir de ahora referidos como
hCD28.3), con una baja inmunogenididad, y que, aunque tiene varias sustituciones de aminoacidos que incluyen la
sustitucion no conservadora K—Q en CDR2 de la cadena pesada, conserva las propiedades de enlace con CD28
del ratén matriz CD28.3. Cuando se usa en una forma monovalente, el hCD28.3 de la invencién también retiene las
propiedades de enlace con CD28 del ratén matriz CD28.3.

La presente invencidon proporciona un anticuerpo anti-CD28 que tiene un sitio de enlace con CD28
consistente en:

- un primer dominio variable (también aqui definido como “dominio variable de cadena pesada”) definido por la
siguiente secuencia:

VOLOQSGAELKKPGASVKVESCKASGYTFTEY IHTHWIKLRSGOGLEWI
GWFYPGSNDIQYNAQFKGKATLTADKSSSTVYMELTGLTPEDSAVYFCARRDDFSG

YDALPYWGOQGTLVTVSA (SEQ 1D NO: 1),
donde dicho dominio variable puede ademas comprender opcionalmente un residuo Q en su extremo de terminal N;

- un segundo dominio variable (también aqui definido como “dominio variable de cadena ligera”) definido por la
siguiente secuencia:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKTNENIYSNLAWY QQKDGKSPQLL
IYAATHLVEGVPSRFSGSGSGTQYSLTISSLQPEDFGNYYCQHFWGTPXTFGGGTKLEI
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KR, donde X =C o A.
Aqui también se desvela un anticuerpo que tiene un sitio de enlace con CD28 consistente en:

- un primer dominio variable que tiene las RDC del dominio variable de la SEQ ID NO: 1;
- un segundo dominio variables que tiene las RDC del dominio variable de la SEQ ID NO: 2.

El término “anticuerpo anti-CD28” aqui se refiere a cualquier proteina de enlace con antigeno que tiene al
menos un sitio de enlace con antigeno (consistente en los dominios variables de la cadena ligera y de la cadena
pesada) capaces de enlazarse especificamente con CD28. Abarca anticuerpos en una forma divalente (como
moléculas nativas de inmunoglobulina o fragmentos F(ab)2) con dos sitios de enlace con CD28, asi como
anticuerpos en una forma monovalente que tienen un Unico sitio de enlace con CD28 (por ejemplo, fragmentos Fab,
Fab’, Fv y scFv). En la mayoria de los casos, se preferiran los anticuerpos en una forma monovalente.

Incluye anticuerpos recombinantes particulares que comprenden un sitio de enlace con CD28 asociado con
uno o mas polipéptidos heterdlogos.

A modo de ejemplo, un anticuerpo de la presente divulgacion puede ser un fragmento Fab o Fab’
recombinantes que contiene el dominio constante CH1 de una inmunoglobulina humana fusionado en el extremo de
la terminal C del domino variable de la SEQ ID NO: 1, y el dominio constante CL de una inmunoglobulina humana
fusionado en el extremo de la terminal C del dominio variable de la SEQ ID NO: 2. Un ejemplo de tal fragmento Fab
recombinante es un fragmento Fab con una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos 21-251 de la
SEQ ID NO: 4 y una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos 21-234 e la SEQ ID NO: 6.

También, un anticuerpo hCD28.3 puede comprender, ademas de los dominios variables de SEQ ID NO: 1y
SEQ ID NO: 2, definidas anteriormente, uno o mas de los siguientes componentes:

-una regiéon constante humana (Fc). Esta region constante puede seleccionarse entre dominios constantes de
cualquier clase de inmunoglobulinas, incluyendo IgM, IgG, IgD, IgA e IgE, y un isotipo, que incluyen, 1gG1, 1gG2,
IgG3 e IgG4. Las regiones constantes preferentes se seleccionan entre dominios constantes de IgG, en particular
IgG4.
- una proteina que hace posible prolongar la vida media del plasma cuando se administra in vivo bajo formas
monovalentes como se desvela, por ejemplo, en PCT WO 02/051871; en una realizacion preferente, dicha proteina
es los dominios CH2-CH3 de una molécula 1gG, como se desvela en PCT/IB/2010/000196; de acuerdo con esta
realizacién, un anticuerpo monovalente hCD28.3 es un heterodimero de:
- una primera cadena de proteinas consistente esencialmente, desde su terminal N a su terminal C, en:

*una region A que tienen la SEQ ID NO: 1;

*una region B consistente en un conector peptidico y los dominios CH2 y CH3 de una inmunoglobulina IgG;
- una segunda cadena de proteinas consistente, esencialmente, desde su terminal N a su terminal C, en:

*una region A’ que tienen la SEQ ID NO: 2;

*una region B idéntica a la region B del primer polipéptido.

Preferentemente, el conector peptidico es la region bisagra de inmunoglobulina IgG1 humana que tiene la
secuencia EPKSCDKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 7), y los dominios CH2 y CH3 son aquellos de una inmunoglobulina
de la subclase IgG4.También se puede usar una version acortada de dicha regidon bisagra, que tiene la secuencia
DKTHTCPPCP (SEQ ID No: 8):

De acuerdo con una realizacion preferente, la secuencia de polipéptido de la primera cadena de proteinas
es la secuencia de aminoacidos 21-368 de SEQ ID NO: 10, y la secuencia de polipéptido de la segunda cadena de
proteinas es la secuencia de aminoacidos 21-355 de SEQ ID NO: 12. De acuerdo con otra realizacion preferente, la
secuencia de polipéptido de la primera cadena de proteinas es la secuencia de aminoacidos 21-373 de SEQ ID NO:
14, y la secuencia de polipéptido de la segunda cadena de proteinas es la secuencia de aminoacidos 21-360 de
SEQ ID NO: 16.

Opcionalmente, un anticuerpo h CD28.3 de la invencién puede ademas comprender uno o mas de los
siguientes componentes

- una proteina que tiene actividad farmacolégica (por ejemplo, una toxina);
- uno o mas polipéptidos de etiqueta.

Alternativamente, para prolongar la vida media del plasma, en particular cuando estan bajo la forma de
fragmentos Fab, los anticuerpos de la invencion pueden conjugarse con polimeros solubles en agua como glicol de
polietileno (PEGilacién). La pegilacion es una manera clasica para mejorar las propiedades farmacocinéticas de
polipéptidos terapéuticos, y puede conseguirse mediante técnicas conocidas.
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En este aspecto, los inventores descubrieron que la sustitucion del residuo de cisteina original en la
posicion 96 del dominio variables del CD 28.3 nativo por un residuo de alanina o asparraguina (dando como
resultado un anticuerpo que tiene una cadena ligera que contiene un dominio variables de SEQ ID NO: 2 donde X =
A o N) permitié una mejor eficacia en la pegilacion del anticuerpo usando glicol de polietileno activado con maleimida
(residuo de cisteina reactiva objetivo), sin modificar sustancialmente su actividad de enlace, aunque la cisteina-96
esta comprendido en el CDR3 de la cadena ligera del anticuerpos. El beneficio de la sustitucion del residuo original
de cisteina en la posicion 96 del dominio variables consiste en una ramificacion especifica del glicol de polietileno en
el residuo de cisteina C-terminal de la cadena pesada. Sin sustitucion del residuo de cisteina original en la posicion
96 del dominio variables del CD28.3 nativo, el glicol de polietileno activado con maleimida puede enlazarse con el
residuo de cisteina y alterar la actividad de enlace de la molécula Faba. Los inventores también descubrieron que la
adicion de una extension de di-alanina después de la cisteina en terminal C de la cadena pesada también dio como
resultado una mejor eficacia de pegilacion.

La invencion proporciona un polinucleotido que codifica el anticuerpo de la invencion.
También se desvela un polinucleétido seleccionado entre:

a) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene las RDC de SEQ ID NO: 1, en particular un
polinucleétido que codifica un polipéptido de SEQ ID NO: 1;
b) un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene las RDC de SEQ ID NO: 2, en particular un
polinucleétido que codifica un polipéptido de SEQ ID NO: 2;
c) un polinucleétido que codifica un anticuerpo hCD28.3 de la invencién, como se ha definido anteriormente.

Los polinucledtidos de la invencién también comprenden generalmente secuencias adicionales: por
ejemplo, pueden comprender ventajosamente una secuencia que codifica una secuencia lider o péptido sefial que
permite la secrecion de dicha cadena de proteinas.

La presente divulgacion también abarca vectores recombinantes, en particular vectores de expresion, que
comprenden un polinucléotido de la invencion, asociados con elementos que controlan la transcripcion y traslacion
que estan activos en la célula huésped elegida. Los vectores que pueden usarse para construir vectores de
expresion de acuerdo con la divulgacion son conocidos por si mismos, y se elegiran en particular como una funcién
de la célula huésped que se pretenda usar.

La presente divulgacion también abarca células huéspedes transformadas con un polinucleétido de la
invencion. Preferentemente, dicha células huésped se transforma con un polinucledtido que comprende una
secuencia codificadora de la cadena pesada de un anticuerpo hCD28.3 de la invencion y un polinucleétido que
comprende una secuencia codificadora de la cadena ligera de un anticuerpo hCD28.3 de la invencion, y expresa
dicho anticuerpo. Dichos polinucleétidos pueden insertarse en el mismo vector de expresion, o en dos vectores
separados de expresion.

Las células huéspedes que pueden usares en el contexto de la presente invencion pueden ser células
procaridticas o eucariéticas. Entre las células eucariéticas que pueden usarse, se hara mencion particular a las
células de plantas, células de levadura, como Saccharomyces, células de insectos, como células de Drosophila o
Spodoptera, y células de mamifero como células HeLa, CHO, 3T3, C127, BHK, COS, etc.

La construccidon de vectores de expresion de la divulgacion y la transformacion de las células huéspedes
puede realizarse mediante técnicas convencionales de biologia molecular.

Otro objeto de la divulgacién es un método para preparar un anticuerpo hCD28.3 de la invencién. Dicho
método comprende cultivar una célula huésped transformada con un polinucleétido que comprende una secuencia
codificadora de la cadena pesada de un anticuerpo hCD28.3 de la invencion y un polinucleétido que comprende una
secuencia codificadora de la cadena ligera de un anticuerpo hCD28.3 de la invencion y recuperar dicho anticuerpo
de dicho cultivo.

Si el anticuerpo se secreta por la célula huésped, puede recuperarse directamente del medio de cultivo; si
no es asi, se realizar una lisis celular de antemano. El anticuerpo puede después purificarse el medio de cultivo o del
lisado celular mediante procedimientos convencionales conocidos por si mismos por aquellos expertos en la técnica,
por ejemplo, precipitacion fraccionada, en precipitacion particular con sulfato de amoniaco, electroforesis, filtracion
con gel, cromatografia por afinidad, etc.

Los anticuerpos hCD28.3 de la invencion pueden usarse para obtener productos medicinales. Estos
productos medicinales también son parte del objeto de la invencion.

La presente invencién también comprende una composicién terapéutica que comprende un anticuerpo
hCD28.3 de la invencion, junto con un excipiente farmacéuticamente aceptable.
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Preferentemente, dicha composicién es una composicién para administracion parenteral, formulada para
permitir la administracion de una dosis de desde 0,5 a 20 mg/Kg, ventajosamente de desde 5 a 10 mg/Kg de un
anticuerpo hCD28.3 de la invencion. La ruta de inyeccion de la composicion puede ser preferentemente subcutanea
o intravenosa.

Por ejemplo, anticuerpos hCD28.3 de la invencion pueden usarse para obtener productos medicinales
inmunosupresores que selectivamente bloquean el fenédmeno de activacién de célula T que implica el receptor
CD28. Tales productos medicinales inmunosupresores que actian mediante bloqueo selectivo de CD28 tienen
aplicaciones en todas las condiciones patolégicas dependientes de linfocito T, incluyendo en particular rechazo de
trasplante, enfermedad injerto contra huésped, enfermedades autoinmunes mediadas por linfocito T, como diabetes
de tipo |, artritis reumatoide o esclerosis multiples, e hipersensibilidad de tipo IV, que esta incluida en fendmenos
alérgicos y también en la patogénesis de enfermedades inflamatorias crénicas, en particular después de una
infeccion con un agente patogénico (en particular, lepra, tuberculosis, leishmaniasis, listeriosis, etc.).

La presente invencion se entendera de manera mas clara a partir de la siguiente descripcion a
continuacion, que se refiere a ejemplos no limitativos de la preparacion y propiedades de un anticuerpo hCD28.3 de
acuerdo con la invencion.

La construccién de vectores de expresion de la divulgacion y la transformacion de células huéspedes puede
hacerse mediante técnicas estandares de biologia molecular.

Un anticuerpo hCD28.3 de la invencion puede obtenerse cultivando una célula huésped que contiene un
vector de expresion que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica dicho anticuerpo, bajo condiciones
adecuadas para la expresion de los mismos, y recuperar dicho anticuerpo del cultivo de células huéspedes.

La presente invencion se ilustrara ademas por la siguiente descripcion adicional, que se refiere a ejemplos
que ilustran las propiedades de anticuerpos hCD28.3 de la invencion. Deberia entenderse, sin embargo, que estos
ejemplos se dan unicamente a modo de ilustracion de la invencién y no constituyen de ninguna manera una
limitacion de los mismos.

Leyendas de los dibujos

Figura 1: secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la construccion Sefial-VH-hCH1. Negrita: secuencia
lider; Subrayado: posiciones de RDC de anticuerpo CD28.3 matriz. Cursiva: region CHI humana; Marcado y con
doble subrayado: sustituciones hechas en la regién VH de anticuerpo CD28.3.

Figura 2: secuencias de nucledtidos y aminoacidos de la construccion Sefal-VL-hCK. Negrita: secuencia
lider; Subrayado: posiciones de RDC de anticuerpo CD28.3 matriz. Cursiva: region kappa ¢ humana; Marcado y con
doble subrayado: sustituciones hechas en la regiéon VL de anticuerpo CD28.

Figura 3: A) densidad 6ptica a 405 nm para mayores concentraciones de FR104, hCD28.3 Fab o CD28.3
Fab en el Enlace ELISA; B) calculo de las curvas de regresion, lo que permite la determinacion de valores
comparativos AC50.

Figura 4: secuencias de nucledtidos y aminoacidos de la construccion hVHCD28.3-bisagra corta y1-
hy4CH2CH3. Negrita: secuencia lider; Subrayado: RDC. Doble subrayado: regiéon bisagra. Subrayado con puntos:
dominios CH2-CH3 de IgG4 humano.

Figura 5: secuencias de nucledtidos y aminoacidos de la construccion hVLCD28.3-bisagra corta y1-
hy4CH2CH3. Negrita: secuencia lider; Subrayado: RDC. Doble subrayado: regiéon bisagra. Subrayado con puntos:
dominios CH2-CH3 de IgG4 humano.

Figura 6: secuencias de nucledtidos y aminoacidos de la construccion hVHCD28.3-bisagra completa y1-
hy4CH2CH3. Negrita: secuencia lider; Subrayado: RDC. Doble subrayado: regiéon bisagra. Subrayado con puntos:
dominios CH2-CH3 de IgG1 humano.

Figura 7: secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la construccion hVLCD28.3-bisagra completa y1-
hy4CH2CH3. Negrita: secuencia lider; Subrayado: RDC. Doble subrayado: regiéon bisagra. Subrayado con puntos:
dominios CH2-CH3 de IgG1 humano.

Figura 8: propiedades de enlace Anti-CD28 de anticuerpos monovalentes hVH/VL CD28.3. Células COS se
con-transfectaron con 2 ug (cada una) de pSefal-hVH- bisagra corta y1-hy4CH2CH3 y  pSefal-hVL- bisagra corta
y1-hy4CH2CH3, o co-tranfectadas con 2 ug (cada una) de pSefal-hVH- bisagra compoleta y1-hy4CH2CH3 y
pSefal-hVL- bisagra completa y1-hy4CH2CH3. Después de 6 dias, los sobrenadantes se recogieron y los
anticuerpos monovalentes se dosificaron usando un primer ELISA sandwich. Los sobrenadantes también se
analizaron con un ELISA de enlace en moléculas diana CD28 inmovilizadas y unidas a anticuerpos monovalentes
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anti-CD28 se revelaron con anticuerpos Fc humanos etiquetados con peroxidasa. A: densidad o6ptica obtenida con
moléculas indicadas de acuerdo con su concentracion. B: tabla con curvas de regresion y el calculo de ED50 (dosis
efectiva 50), la concentracion necesaria para alcanzar 50% de actividad de enlace en este ensayo.

Figura 9: anticuerpos monovalentes hVH/VL CD28.3 inhiben la secrecion IL-2 por células T activadas. Las
células T Jurkat se estimularon con superantigeno SEE y células que presentan antigeno Raiji durante 48 horas, en
presencia de concentraciones indicadas de anticuerpos monovalentes purificados hVH/VL bisagra corta y1-
hy4CH2CHS3. Los sobrenadantes se recogieron e IL-2 se midié con ELISA.

Figura 10: Cromatografia HP Sepharose SP (izquierda) y SDS-PAGE (derecha) bajo condiciones no
reducidas después de pegilacion de C96-Fabs de anticuerpo humanizado CD28.3. Ruta 1: marcador; ruta 2: carga;
ruta 3: pico 1; ruta 4: pico 2; ruta 5: pico 3.

Figura 11: Propiedades de enlace para CD28 de hCD28.3 Fabs recombinantes con o sin mutaciones C96.
El grafico muestra la actividad de enlace (eje Y) de acuerdo con la concentracion de Fab (eje X).

Figura 12: Cromatografia HP Sepharose SP (izquierda) y SDS-PAGE (derecha) bajo condiciones no
reducidas después de pegilacion de C96A-Fabs de anticuerpo humanizado CD28.3. Ruta 1: marcadores MW; ruta 2:
pre-cromatografia de proteinas pegiladas; ruta 3: pico 1 que contiene el Fab monopegilado, que representa el 41%
del material de inicio.

Figura 13: Cromatografia HP Sepharose SP (izquierda) y SDS-PAGE (derecha) bajo condiciones no
reducidas después de pegilacion de C96A-Fabs de anticuerpo humanizado CD28.3 con una ecuencia de termina C
CAA en la cadena pesada. Ruta 1: marcadores MW; ruta 2: pre-cromatografia de proteinas pegiladas; ruta 3: pico.

EJEMPLO 1: CONSTRUCCION Y EXPRESION EUCARIOTICA DE UN ANTICUERPO MONOVALENTE hCD28.3
(FRAGMENTO FAB).

Cadena pesada:

La secuencia que codifica la region VH de hCD28.3 (SEQ ID NO: 1) en fusién con la secuencia que codifica
la region CH1 humana (Numero de Acceso NCBI AAF03881) y con una secuencia que codifica el péptido lider de la
cadena pesada del anticuerpo nativo murino hCD28.3, se sintetizd quimicamente e introdujo en el vector clonador
pGA18 (Geneart) para amplificacion. La secuencia después se extirpé mediante digestion con enzimas de restriccion
Kpnl/BamHI y se subclonaron en los sitios Kpnl/BamHI del plasmido pcDNA3.1-hygro (Invitrogen). Los clones
positivos se amplificaron y purificaron Midiprep libre de endotoxinas (Macherey-Nagel) para la etapa de transfeccion.

El plasmido resultante se designa pSefal-VH-hCH1. Comprende una construccion que contiene la
secuencia que codifica la region VH de hCD28.3 entre la secuencia que codifica el péptido lider de la cadena pesada
de CD28.3 y la secuencia que codifica la region CH1 humana (Numero de Acceso NCBI AAF03881). Las secuencias
de nucledtidos y aminoacidos de esta construccion se muestran en la Figura 1. También se representan como SEQ
ID NO: 3y SEQ ID NO: 4 en el listado secuencia adjunto.

Cadena ligera:

La secuencia que codifica la regiéon VL de hCD28.3 (SEQ ID NO: 2) en fusion con la secuencia que codifica
la region kappa ¢ humana (Numero de Acceso NCBI BAC01725) y con una secuencia que codifica el péptido lider de
la cadena ligera del anticuerpo nativo murino hCD28.3, se sintetizd quimicamente e introdujo en el vector clonador
pGA18 (Geneart) para amplificacion. La secuencia después se extirpé mediante digestion con enzimas de restriccion
Kpnl/BamHI y se subclonaron en los sitios Kpnl/BamHI del plasmido pcDNA3.1-hygro (Invitrogen). Los clones
positivos se amplificaron y purificaron Midiprep libre de endotoxinas (Macherey-Nagel) para la etapa de transfeccion.

El plasmido resultante se designa pSefial-VL-hCk. Comprende una construccion que contiene la secuencia
que codifica la region VL de hCD28.3 entre la secuencia que codifica el péptido lider de la cadena ligera de CD28.3 y
la secuencia que codifica la regién kappa ¢ humana (Numero de Acceso NCBI BAC01725). Las secuencias de
nucleétidos y aminoacidos de esta construccion se muestran en la Figura 2. También se representan como SEQ ID
NO: 5y SEQ ID NO: 6 en el listado secuencia adjunto.

Expresion eucariotica

Las células COS se transfectaron con 2 ug (cada una) pSefal-VL-hCH1 y pSefal-VH-hCH1 usando el kit
de lipofeccion Fugene (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los
cultivos se mantuvieron durante 3 dias a 37°C, dividieron en un tercio y se colocaron de vuelta en cultivo durante 3
dias adicionales, después de lo cual los sobrenadantes celulares se recogieron.
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La actividad del anticuerpo monovalente hCD28.3 se evallia directamente en el sobrenadante mediante
ELISA, como se describe en el ejemplo 2 mas abajo.

EJEMPLO 2: DETECCION DE ACTIVIDAD DE ENLACE CON FRAGMENTO hCD28.3 FAB MEDIANTE ELISA

Las propiedades de enlace del fragmento hCD28.3 Fab se han comparado con aquellas obtenidas después
de transfeccion de células Cos con plasmidos que codifican CD28.3 Fab (no humanizados) usando dos ensayos
ELISA

*Primero (ELISA sandwich), las concentraciones de los fragmentos hCD28.3 y CD28.3 Fab en los
sobrenadantes del cultivo de células COS transfectadas se han determinado usando un ELISA sandwich.
En resumen, los anti-CD28 Fab contenidos en los sobrenadantes primero se capturan mediante un
anticuerpo policlonal de conejo, especifico para dominios variables pesados y ligeros de CD28.3 (obtenidos
después de inmunizacion de conejos con una Fv de cadena sencilla que contiene los dominios variables
pesados y ligeros del CD28.3 nativo, y purificaron mediante inmunoadsorcion en CD28.3 Fab-Sepharose).
Las proteinas capturadas después se revelan con un anticuerpo monoclonal murino dirigido a la cadena
kappa de IgG humano, seguido por un anticuerop anti-raton de cabra policlonal etiquetado. El anticuerpo
unido se reveld mediante colorimetria usando el sustrato TMB, y se ley6 en 405 m.

La DO correspondiente a diferentes diluciones del sobrenadante se compara después con una curva
estandar obtenida con cantidades conocidas de un CD28.3 Fab, llamado FR104, purificado del
sobrenadante del cultivo de células CHO transformadas con técnicas estandares de cromatografia, y
dosificadas con un ensayo BAC (acido bisincronico). FR104 contiene regiones VH y VL nativas (no
humanizadas) del anticuerpo CD28.3. Por lo tanto, se puede evaluar la cantidad de proteinas Fab
presentes en sobrenadantes celulares.

"Segundo (ELISA de enlace), para analizar la actividad de enlace de fragmentos hCD28.3 Fab comparado
con CD28.3 Faba, CD28/Fc humano quimérico (R&D Systems, Abingdon, Reino Unido) se us6 en 2 ug/mi
en amortiguador de carbonato 0,05M pH 9.2 para cubrir los pocillos (50 pl/pocillo) de placas con microtitulo
(Nunc Immunoplates) durante la noche a 4°C. Estas moléculas CD28 diana inmovilizadas se enlazaran
solamente con moléculas inmunorreactivas con actividad anti-CD28.

Los pocillos después se lavaron 3 veces sucesivamente con 200 uL PBS-0,05% Tween, y saturaron con
100 yL PBS Tween 0,1% BSA 1% durante 2 horas a 37°C.

A continuacién, después de 3 lavados con 200 uL PBS-0,05% Tween, se afadieron los sobrenadantes que
contenian las concentraciones conocidas de fragmentos de CD28.3 o hCD28.3 Fab ((50 pl/pocillo) en diferentes
diluciones en PBS-0,1% Tween y se incubaron durante 2 horas a 37°C. Después de 3 lavados con 200 yL PBS-
0,05% Tween, se afiadié un anticuerpo monoclonal dirigido a la cadena kappa de IgG humano (1/10000 diluciones)
(1 horas, 37°C), seguido de anticuerpos anti-raton de cabra conjugados con peroxidasa (1/2000 diluciones), seugido
de revelacion colorimétrica usando el sustrato TMB y lectura a 405 nm.

Después, los resultados se muestran como la absorbancia (eje Y) medido con el ELISA de enlace, de
acuerdo con la concentracion de Fab (eje X), medido con el ELISA sandwich. Se determina un CA50 (Concentracion
de Anticuerpo 50) después de calcular la pendiente de cuerva en su rango lineal como la concentracion de anti-
CD28 Fab necesaria para alcanzar el 50% de la densidad 6ptica necesaria (DO) en el ensayo de enlace.

Los resultados se muestran en la Figura 3y la Tabla I.

La Figura 3A muestra la densidad 6ptica en 405 nm para mayores concentraciones de FR104, hCD28.3
Faba o CD28.3 Fab en el ELISA de enlace.

La Figura 3B muestra el calculo de curvas de regresion, lo que permite la determinacion de valores
comparativos CA50.

La Tabla | mas abajo resume la DO50, la ecuacion y la CA50 para FR104 estandar, y los fragmentos Fab
VH-tipo salvaje + VL-tipo salvaje y Fab hCD28.3.

Tabla 1
DO50 Ecuacion CA50
Std FR104 1.792 y = 1.1424Ln(x) — 3.6351 115
CD28.3 Fab 1.82 y =0.9776Ln (x) — 3.2483 162
hCD28.3 Fab 1.804 y = 1.0217Ln(x) — 3.2859 151
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Estos resultados muestran que el 50% de la actividad de enlace con CD28 podria alcanzarse a una
concentracion similar para fragmentos Fab VH-tipo salvaje + VL-tipo salvaje (CD28.3 Fab) y hCD28.3 Fab. La
concentracion es ligeramente inferior para el estandar, probablemente porque se purifica antes del ensayo. Asi,
hCD28.3 retiene las propiedades enlace con CD28 de las secuencias de CD28 VH y VL de tipo salvaje.

EJEMPLO 3: CONSTRUCCION Y EXPRESION EUCARIOTICA DE UN ANTICUERPO MONOVALENTE hCD28.3
(FRAGMENTO FV-FC) CON UNA BISAGRA CORTA y1Y UN DOMINIO y4 CH2-CH3

Cadena pesada:

La secuencia que codifica la regiéon VH de hCD28.3 (SEQ ID NO: 1) en fusién de terminal C con la
secuencia que codifica una parte de la region bisagra de IgG1 humano (SEQ ID NO: 8), con dominios CH2-CH3 de
IgG4 humano (nucledtidos 787 a 1440 de la secuencia Numero de Acceso NCBI BC025985) y en la posicion
terminal N con una secuencia que codifica el péptido lider de la cadena pesada del anticuerpo nativo murino
hCD28.3, se sintetizd quimicamente e introdujo en el vector clonador pMa (Geneart) para amplificacion. La
secuencia después se extirpd mediante digestion con enzimas de restriccion Nhel/EcoRl
y se subclonaron en los sitios Nhel/EcoRI del plasmido pClneo (Promega). Después de transformacion de células E.
coli, los clones positivos se amplificaron y los plasmidos extraidos se purificaron mediante columnas Midiprep libres
de endotoxinas (Macherey-Nagel).

El plasmido resultante se designa pSefal-hVVH-bisagra corta y1-hy4CH2-CH3. Comprende una construccion
que contiene la secuencia que codifica la region VH de hCD28.3 entre la secuencia que codifica el péptido lider de la
cadena pesada de CD28.3 y la secuencia que codifica una parte de la region bisagra humana y1 y de los dominios
humanos y4 CH2CH3. Las secuencias de nuclettidos y aminoacidos de esta construccion se muestran en la Figura
4. También se representan como SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10 en el listado secuencia adjunto.

Cadena ligera:

La secuencia que codifica la region VL de hCD28.3 (SEQ ID NO: 2) en fusion con la secuencia que codifica
una parte de la regiéon bisagra de IgG1 humano (SEQ ID NO: 8), con dominios CH2-CH3 de IgG4 humano
(nucleodtidos 787 a 1440 de la secuencia Numero de Acceso NCBI BC025985) y en la posicion terminal N con una
secuencia que codifica el péptido lider de la cadena pesada del anticuerpo nativo murino hCD28.3, se sintetizd
quimicamente e introdujo en el vector clonador pMa (Geneart) para amplificacion. La secuencia después se extirpd
mediante digestién con enzimas de restriccion Nhel/EcoRI y se subclonaron en los sitios Nhel/EcoRI del plasmido
pClneo (Promega). Después de transformacion de células E. coli, los clones positivos se amplificaron y los
plasmidos extraidos se purificaron mediante columnas Midiprep libres de endotoxinas (Macherey-Nagel).

El plasmido resultante se designa pSefal-hVL-bisagra corta y1-hy4CH2-CH3. Comprende una construccion
que contiene la secuencia que codifica la region VL de hCD28.3 entre la secuencia que codifica el péptido lider de la
cadena ligera de CD28.3 y la secuencia que codifica una parte de la regidon bisagra humana y1 y de los dominios
humanos y4 CH2CH3. Las secuencias de nuclettidos y aminoacidos de esta construccion se muestran en la Figura
5. También se representan como SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12 en el listado secuencia adjunto.

Expresion eucarioética

Las células COS se transfectaron con 1 pg (cada una) pSefal-hVL- bisagra corta y1-hy4CH2-CH3 vy
pSefial-hVH- bisagra corta y1-hy4CH2-CH3, usando el kit de lipofeccion Lipofectamine (Invitrongen) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Los cultivos se mantuvieron durante 3 dias a 37°C, tiempo después del cual los
sobrenadantes celulares se recogieron. La actividad del anticuerpo monovalente se evalta directamente en el
sobrenadante mediante ELISA, como se describe en el ejemplo 5 mas abajo.

EJEMPLO 4: CONSTRUCCION Y EXPRESION EUCARIOTICA DE UN ANTICUERPO MONOVALENTE hCD28.3
(FRAGMENTO FV-FC) CON UNA BISAGRA CORTA y1 DE LONGITUD COMPLETA Y UN DOMINIO y4 CH2-CH3

Cadena pesada:

La secuencia que codifica la regiéon VH de hCD28.3 (SEQ ID NO: 1) en fusién de terminal C con la
secuencia que codifica una parte de la region bisagra de IgG1 humano (SEQ ID NO: 7), con dominios CH2-CH3 de
IgG4 humano (nucledtidos 787 a 1440 de la secuencia Numero de Acceso NCBI BC025985) y en la posicion
terminal N con una secuencia que codifica el péptido lider de la cadena pesada del anticuerpo nativo murino
hCD28.3, se sintetizd quimicamente e introdujo en el vector clonador pMa (Geneart) para amplificacion. La
secuencia después se extirpd mediante digestion con enzimas de restriccion Nhel/EcoRl
y se subclonaron en los sitios Nhel/EcoRI del plasmido pClneo (Promega). Después de transformacion de células E.
coli, los clones positivos se amplificaron y los plasmidos extraidos se purificaron mediante columnas Midiprep libres
de endotoxinas (Macherey-Nagel).
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El plasmido resultante se designa pSefal-hVH-bisagra completa y1-hy4CH2-CH3. Comprende una
construccion que contiene la secuencia que codifica la region VH de hCD28.3 entre la secuencia que codifica el
péptido lider de la cadena pesada de CD28.3 y la secuencia que codifica una parte de la regién bisagra humana y1y
de los dominios humanos y4 CH2CHS3. Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de esta construccion se
muestran en la Figura 6. También se representan como SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 14 en el listado secuencia
adjunto.

Cadena ligera:

La secuencia que codifica la region VL de hCD28.3 (SEQ ID NO: 2) en fusidn con la secuencia que codifica
una parte de la region bisagra de longitud completa de IgG1 humano (SEQ ID NO: 7), con dominios CH2-CH3 de
IgG4 humano (nucledtidos 787 a 1440 de la secuencia Numero de Acceso NCBI BC025985) y en la posicion
terminal N con una secuencia que codifica el péptido lider de la cadena pesada del anticuerpo nativo murino
hCD28.3, se sintetizd6 quimicamente e introdujo en el vector clonador pMa (Geneart) para amplificacion. La
secuencia después se extirpd mediante digestion con enzimas de restriccion Nhel/EcoRI y se subclonaron en los
sitios Nhel/EcoRI del plasmido pClneo (Promega). Después de transformacion de células E. coli, los clones positivos
se amplificaron y los plasmidos extraidos se purificaron mediante columnas Midiprep libres de endotoxinas
(Macherey-Nagel).

El plasmido resultante se designa pSefal-hVL-bisagra completa y1-hy4CH2-CH3. Comprende una
construccién que contiene la secuencia que codifica la regién VL de hCD28.3 entre la secuencia que codifica el
péptido lider de la cadena ligera de CD28.3 y la secuencia que codifica la regidon bisagra de longitud completa
humana y1 y de los dominios humanos y4 CH2CH3. Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de esta
construccion se muestran en la Figura 7. También se representan como SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 16 en el
listado secuencia adjunto.

Expresion eucarioética

Las células COS se transfectaron con 1 yg (cada una) pSefal-hVL- bisagra completa y1-hy4CH2-CH3 vy
pSefial-hVH- bisagra completa y1-hy4CH2-CH3, usando el kit de lipofeccion Lipofectamine (Invitrongen) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Los cultivos se mantuvieron durante 3 dias a 37°C, tiempo después del cual los
sobrenadantes celulares se recogieron. La actividad del anticuerpo monovalente se evalia directamente en el
sobrenadante mediante ELISA, como se describe en el ejemplo 5 mas abajo.

EJEMPLO 5: EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE ENLACE DE ANTICUERPOS MONOVALENTES DE
DOMINIOS HCD28.3-BISAGRA LONGITUD COMPLETA y1 y4CH2-CH3 Y DOMINIOS HCD28.3-BISAGRA
CORTA y1 y 4CH2-CH3 MEDIANTE ELISA

Las propiedades de enlace de los anticuerpos monovalentes hCD28.3 de dominios hCD28.3-bisagra
completa y1 y4 CH2-CH3 y hCD28.3-bisagra corta y1 y4 CH2-CH3 producidos mediante células COS transfectadas
se han analizado usando dos ensayos ELISA.

*Primero (ELISA sandwich), las concentraciones de los anticuerpos monovalentes hCD28.3 en los
sobrenadantes del cultivo de células COS transfectadas se han determinado usando un ELISA sandwich.
En resumen, los anticuerpos monovalentes contenidos en los sobrenadantes primero se capturan mediante
un anticuerpo policlonal de cabra dirigido a IgG humano. Las proteinas capturadas después se revelan con
un anticuerpo especifico Fc, IgG anti-humano policlonal de cabra biotinilado, y después una estreptavidina
conjugada con peroxidasa. El anticuerpo unido se reveld mediante colorimetria usando el sustrato TMB, y
se ley6 en 405 m.

La DO correspondiente a diferentes diluciones del sobrenadante se compara después con una curva
estandar obtenida con cantidades conocidas de anticuerpos monovalentes hCD28.3, purificados del
sobrenadante del cultivo de células CHO transformadas con técnicas estandares de cromatografia, y
dosificadas con un ensayo BAC (acido bisincronico).

"Segundo (ELISA de enlace), para analizar la actividad de enlace de anticuerpos monovalentes hCD28.3,
CD28/Fc humano quimérico (R&D Systems, Abingdon, Reino Unido) se us6 en 2 ug/ml en amortiguador de
carbonato 0,05M pH 9.2 para cubrir los pocillos (50 pl/pocillo) de placas con microtitulo (Nunc
Immunoplates) durante la noche a 4°C. Estas moléculas CD28 diana inmovilizadas se enlazaran solamente
con moléculas inmunorreactivas con actividad anti-CD28.

Los pocillos después se lavaron 3 veces sucesivamente con 200 uL PBS-0,05% Tween, y saturaron con
100 yL PBS Tween 0,1% BSA 1% durante 2 horas a 37°C.
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A continuacién, después de 3 lavados con 200 uL PBS-0,05% Tween, se afadieron los sobrenadantes que
contenian las concentraciones conocidas de los anticuerpos monoclonales que se analizaran (50 ul/pocillo) en
diferentes diluciones en PBS-0,1% Tween y se incubaron durante 2 horas a 37°C. Después de 3 lavados con 200 pL
PBS-0,05% Tween, se afiadio (1/500 diluciones; 1 hora, 37°C) un antisuero policlonal de conejo, especifico para los
dominios variables pesados y ligeros de CD28.3 (obtenido después de inmunizacién de conejos con una cadena Fv
sencilla que contenia los dominios variables pesados y ligeros de CD28.3 nativo, y purificado mediante
inmunoadsorcion en CD28.3 Fab-Sepharose). Esto fue seguido de anticuerpos anti-conejo burro conjugados con
peroxidasa (1/2000 diluciones) seguido de revelacion colorimétrica usando el sustrato TMB y lectura a 405 nm.

Después, los resultados se muestran como la absorbancia (eje Y) medido con el ELISA de enlace, de
acuerdo con la concentracién del anticuerpo monovalente (eje X), medido con el ELISA sandwich. Se determina una
CA50 (Concentracion de Anticuerpo 50) después de calcular la pendiente de la curva en su rango lineal como la
concentracion de anticuerpo monoclonal necesaria para alcanzar el 50% de la densidad 6ptica necesaria (DO) en el
ensayo de enlace.

La Figura 8 compara las actividades de enlace de anticuerpos monovalentes de dominios hCD28.3 bisagra
completa IgG1 1gG4CH2-CH3 con dominios hCD28.3 bisagra corta IgG1 IgG4CH2-CH3 en el ELISA de enlace
(Figura 8A).

La Figura 8B resume la ecuacion, el factor de regresion y la CA50 para anticuerpos monovalentes.

Estos resultados muestran que el 50% de la actividad de enlace con CD28 podria alcanzarse a una
concentracion similar para anticuerpos monovalentes de dominios hCD28.3-bisagra completa y1 y4 CH2-CH3 o
dominios hCD28.3-bisagra corta y1 y4 CH2-CH3.

EJEMPLO 6: ANTICUERPOS MONOVALENTES hCD28.3 PREVIENEN LA ACTIVACION DE CELULA T

Para verificar que el anticuerpo monovalente hCD28.3 bloquea la activacion de célula T dependiente de
CD28, se estimularon células T humanas (células Jurkat) con superantigeno SEE presentado por la linea celular B
Raji. La endotoxina SEE, cuando se presente a la linea RJI de linfoblastoide cleular B positivo clase Il, activa la linea
Jurkat de célula T que expresa V(38 para secretar IL-2 (Herman et al., 1990, J. Exp. Med. 172:709). Ya que las
células Jurkat expresan un alto nivel de CD28 y las células Raji expresan CD80/86, esta reaccion es parcialmente
dependietne de CD28. Cuando se mide la sintesis de interleuquina-2 en este ensayo mediante ELISA (kit ELISA
MaxTM Set Deluxe Human IL-2; Biolegend #431805) después de 48 horas, en presencia de mayores
concentraciones de dominios hVH/VL CD28.3-bisagra corta y1 y4CH2-CH3.

Los resultados se muestran en la Figra 9. Revelan que los anticuerpos monovalentes hCD28.3 reducen la
sintesis de IL-2 por células T de una manera dependiente de dosis.

EJEMPLO 7: PREPARACION DE UN ANTICUERPO MONOVALENTE hCD28.3 PEGILADO

Un fragmento hCD28.3 Fab preparado como se ha descrito en el Ejemplo 1 se pegilé6 con PEG 40 KDa
activado con maleimida usando condiciones estandares para reduccion y PEGilacion.

En resumen, los fragmentos de anticuerpo Fab se concentracion en 1 mg/mL y después se diafiliré contra
20 mM fosfato de sodio, 2 mM EDTA y pH 7,0. Los fragmentos de anticuerpo Fab’ se redujeron después por la
adicion de cloruro de cisteamina en una proporcién equivalente molar = 30:1 a temperatura ambientes. Después de
5 horas, la solucién se aplicé a una columna para desalar. Se disolvio glicol de polietileno (PEG) (Sunbright GL2
400MA, NOF Corporation) en 20 mM Fosfato, 2 mM EDTA, pH 7,0 para dar 9% (p/p) solucion. La solucion Fab
desalada y PEG se mezclaron en una proporcion equivalente molar = 1:1,5 y se incubaron a temperatura ambiente
durante 3 horas. Después de la PEGilacion, el Fab-peg se purific6 mediante cromatografia usando medio HP SP
Sepharose. La proteina diana se eluyé con un gradiente de sal de 0 a 1 M NaCl. Los picos eluidos se analizaron
mediante SDS-PAGE. El pico 2 representé material monopegilado, pico 2 material no pegilado y pico 3 material
polipegilado.

Los resultados se muestran en la Figura 10.

Estos resultados muestran que una parte significativa de las proteinas Fab de CD28.3 mAb presenta un
perfil de pegilacion perturbado que da como resultado una produccion de Fabs monopegilados de aproximadamente
5% solamente (pico 1).

ElI CD28.3 mAb contiene un residuo de cisteina (C96) que no esta acoplado en puentes de disulfuro intra o

inter-cadena, en la posicion 96 de la cadena ligera de dominio variables. La cisteina libre poseera una mayor
reactividad que los residuos de cisteina acoplados en los puentes de disulfuro y por lo tanto seran preferentemente
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objetivos de pegs activados con maleimida. Por lo tanto, es posible que una segunda pegilacion no deseada ocurra
en este residuo.

Para resolver este problema se realizé un estudio de mutacién de VL-C96 para determinar si era posible
sustituir el residuo C96 por otro aminoacido sin modificar las propiedades de enlace del anticuerpo.

Se construyeron codigos de plasmido para Fabs anti-CD28.3 humanizado con C96 no modificado en la
cadena ligera, o con C96 para mutaciones A, G, S, V, T o Ry se transfectaron a células COS mediante lipofeccion,
como se desvela en el Ejemplo 1. Los sobrenadantes celulares primero se analizaron mediante ELISA sandwich
para determinar la concentracion total de Fab, como se desvela en el Ejemplo 2. Después, los sobrenadantes se
analizaron mediante ELISA para determinar la actividad de enlace en CD28 recombinante inmovilizado, como se
desvela en el Ejemplo 2.

Los resultados se muestran en la Figura 11. Estos resultados muestran que, a diferencia de otras
sustituciones analizadas, las sustituciones con C96A dieron como resultado un anticuerpo completamente activo y
que la sustitucion por C96N dio como resultado solamente una reduccién moderada de actividad.

La variante del fragmento Fab C96A se pegild y purific6 mediante cromatografia como se ha descrito
anteriormente. La pre-cromatografia de proteinas pegiladas y los picos de elucién se analizaron mediante SDS-
Page. Los resultados se muestran en la Figura 12. El pico 1 representa material monopegilado.

Estos resultados muestran que el fragmento Fab C96A puede pegilarse con una eficacia que alcanza el
41% (Figura 12).

Ventaja del extremo CAA en terminal C de la cadena pesada. El medio molecular inmediato de una cisteina libre
podria modificar su accesiblidad para pegilacion de maleimida y por lo tanto modificar la produccién de la reaccion
de pegilacion. Una posible opcidn para la cisteina de terminal C es ser el Ultimo aminoacido de la cadena pesada.
Otra opciodn es la adicion de “aminoacidos sustancia” en la posicion de terminal C, después de la ultima cisteina. Por
lo tanto, se compard la eficacia de pegilacion de una molécula Fab’ de la variante C96A de CD28.3 humanizado Mab
con la cisteina de terminal C que es el ultimo aminoacido de la cadena pesada (variante C; datos mostrados en la
Figura 12) con una molécula similar con la uUltima cisteina de terminal C seguida por dos alaninas (variante CAA).
Los datos demostraron claramente y reproduciblemente que la variante CAA podia pegilarse con un 20% mas de
eficacia (Figura 13). De hecho, la produccion de pegilacion que fue del 41% para la variante C96A alcanzoé el 52%
para la variante C96A-CAA.
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<220
CFP 3>

<400
Yal Gln
1

val Lys

Ile His

Trp FPhe
50

Gly Lys
65

Glu Leu

Gly Thr

1

Leu

Wal

Trp
35

Tyr

Ala

Asp

Leun
115

=210= 2

211>

i08

<Z212> PRT

Eln

Sar

Ile

Pro

Thz

Gly

Azgp

100

Val

<213> Secuencia Artificial

hCD28 .3 VH

Eln

Cys

L}r.l-

Gly

Leu

Lau

85

Phe

Thr

Ser

Lys

Lzu

Ser

Thx

70

Bar

Val
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Gly

Ala

AsST

55

Ala

Fro

Gly

Ser

Ala

Sar

Ser

40

Asp

GFlu

Tyr

Ala
120

Glu

Gly

Gly

Ile

Lys

Asp

Aap
108

Leau

10

Tyr

Gln

Gln

Sar

Sar

30

Ala

13

Lys=

The

Gl?

Tyr

Ser

75

Ala

Leu

Ly=

Fhea

L

Agn

&0

Ser

Val

Pro

Pro

Tho

Glua

45

Ala

Thr

Tyr

Tyr

Gly

Glu

Trp

Gln

Val

Fha

Trp
110

Ala
15

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

85

Gly

Ber

Ila

E‘l:r

Lys

Mat

g0

Ala

Eln
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<220

=223> hCD23.3 VL

«220>
<221l
<223
=223>

MISC FEATURE
(96)..(96)
Xaa = Cys, Ala,
=400= 2

Regp Ile Gln Met Thr Gln
1 5

Sar

¥al Thr

20

BA=p Ile Cys

Leu Ala Trp Gln Gln

35

Tyr Lys

Ala The

50

Alm Hisg val

55

TyE

Thr Gln

0

Ser Ser

65

Ely Ely Tyr

Flu Phea Gly Asn

BS

Asp Tyr Tyr

Thr Phe Gly Gly Thr

100

Gly Lys

<210> 3

<211>750
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sefal- VH-hCH1

<400> 3

atggaatggt totottecte

gotgggtott

gtocaactgo
tgcaaggogt
ggacagggta
gogoaattea
gaacttactg
ttctctggtt

gotagoacca

agoagtotgg
otggttacac
ttgagtagat
agggocaaggo
gattgacacc
acgacgococct

agggacoate

agctgagobg
cttoackgaa
tgggtggttt
cacattgact
cgaggactct
tecttactgyg

gototteaca

or AsSn

Pro Ser

Ser

Leu Ser

ia

Thr
25

Lys

hsp Gly

40

Glu Gly

Liau

Sar

Cys Gln

Asn

Ly'

val

Thr

His

3lu Asn

Sar FPro

Fro Ear

Ile Ser

T5

Fhe Trp

0

Glu
105

ctgtocagtaa
aagaaacoog
tatattatac
tacocokggaa
goggacaaat
goggtotatt
ggccaaggga

ctggoacact

14

Ile

LF'

ctgcaggtgt
gggogtoggt
actggataaa
gtaatgatat
cctococageac
tttgtgcaag
ctotggtcoac

cotocaagag

Ala Ser

Ile Tyr

30

Gln
15

Fhea

Ser

Gly Thr

ccactocaag
gaaagtctoo
gotgaggtot
aoagtacaat
cgtotatatg
acgogacgat
tgtetctgea

cacototggy

val
15

Ser

Sar

Gln

Fro
a5

Gly

Asn

Ileg

GLy

Fro
-1

Xaa

&0
120
180
240
300
360
420

480
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ggcacagogy
tggaactcag
ggactctact
tacateotgea

apatottgby

<210> 4
<211> 251
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sefial- VH-hCH1

=400

4

Met Glu Trop

1

Wal

Fro

The

Glu

Ala

The

Ty

Tye

GEly

145

Gly

Hisg

Gly

GFlu
50

Trp

Eln

Val

Fha

Trp

130

Fro

Thzx

Sar

Ala
35

Tyr

Ile

FPhea

Tyx

Cys

115

Ely

Ser

Ala

ccotgggotg
gogooctgac
cockoagoag
acgtgaatoa

acaasactoa

Cym

Lys

20

Ser

Ila

Gly

Lys

Mat

100

Ala

Eln

VYal

Ala

Wal

Val

Ila

Trp

Ely

8BS

EFlu

hry

Sy

Fhe

Leu
1&5

Val

Eln

Lys

His

FPhae

Lys

L

Ary

Fro
150

GEly

ES 2 680 570 T3

cacatgotaa

Pha

L

Val

Trp
55

Tyr

Ala

Asp

Lty
135

Leu

Gln

Sar

40

Ile

Pro

Thr

GEly

Asp

120

Val

Ala

Pha

Gln

25

Cys=

Lys

Gl?

L1y

105

Fha

Thr

Fro

Val

15

Saer

Lys=

Ser

Thr

S0

Thr

Sar

Val

Sar

Lys
170

Gly

Axg

Fro

Gly

Sar

Sar
155

Sar

Ala

Sar

Sar

&0

Asp

Glua

Ty

Ala

140

Lys

Tyr

val

Glu

Gly

45

GLly

Ila

RAsp
125

Sar

Fhe

cotggtoaag gactacttoc cogaacoggt gacggtgtog
cagoggogty cacaccttoc cggotgtooct acaghtoctea

cgbggtgace ghgoocctoca geoagottggy cacccagace

caagcoocage aacaccaagg tggacaagaa agttgagoco

Thr

L

30

Tyr

Gln

Gln

Sar

Sar

110

Ala

Sar

Thr

Fro

Ala

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

Ser

o5

Ala

Thr

Ser

Glu
195

540
&00
660
T20

750

Gly

Ly &

Fhe

Laaa

Asn

Ser

Val

Fro

Lys

Gly

160

Fro
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wal Thr

Fhe Fro

Val Thr
210

Val Asn
225

Lys Ser

<210>5
<211> 705
<212> ADN

ES 2 680 570 T3

val Ser Trp Asn Ser

130

Ala Val Leu Gln Ser

195

Wal Pro Ser Ser Ser

215

His Lys Pro Ser Asn

230

Cys Asp Lys Thr His
245

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sefal- VI-hCka

=400> &
atgagtgtgco

gacatcocaga
atcacgtgta
ggaaaatcteo
aggttcagty
gaagattttg
gggaccaagao
totgatgago
cocagagagg
gagagtgtea
ctgagoaaag

cbgagttogo

<210> 6

<211> 234

<212> PRT

<213> Secuencia Artif

<220>
<223> Sefal- VI-hCka

<220>

ppa

ccactcaggt
tgactcagtc
aaacaaatga
cteagotoct
geagtggate
ggaattatta
tggaaataaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagoagga
cagactacga

coghoacasa

icial

ppa

cotggggttg
tecatottoe
gaatatttac
gatoctatget
aggoacacag
ctgtcaacac
acggacggtyg
tggaactgoo
gtggaaggtyg
cagoaaggac
gJaaacacaiaa

gagottoaac

Gly Ala Leu Thr Ser Sly val His

185

Sar Gly Leu Tyr Ser

200

Lew Gly Thr Gln Thr

220

150

Lau Ser Ser
205

Tyr Ile Cys

Thr Lyeg Val hAsp Lys Lys Val Glu

235

Thr Cys Ala Ala
250

ctgotgetgt
ctatctgoat
agtaatttag
goaacacact
tattocctca
ttttggggta
gotgoaccat
tctgttgtgt
gataacgooo
agoacctaca
gtetacgeot

aggggagagt

16

ggottacaga
ctgtgggaga
catggtatoa
tagtagaggg
caatocagoag
octocgtgoac
ctgtottcat
gootgotgaa
tocaatoggy
gootoageag
gogaagtoas

gttaa

tgocagatgt
cagggtcaco
goagasagac
tgtgocatea
cotgoagoca
gttoggaggy
cttoocogoca
taacttctat
taactococag
cacoctgacyg

coatcaggge

Thr

Val

Aan

Pro
240

60
120
180
240
300
360
420
480
540
00
660
705
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<221>

wA2Ew

<223

=400

MISC FEATURE

(116} .. (116}

6

Mat Sar Val

1

hsp

Ala

Ile

Gln

65

Ser

Gly

The

Leu

145

Fro

Gly

Tye

His

Val
225

Ala

Sar

Ty

50

Laxu

Fhe

Leu

The

Wal

130

Lys

hrg

Aen

Sar

Lys

210

Thz

Arg

Val

a5

Ser

Lamu

Ser

Gln

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Sar

Ll

155

Vval

Lys

Fro

Cya

20

Gly

Asn

Ila

Gly

Pro

100

Xaa

Rla

Ala

Gln

180

Sar

Sar

Xaa = Cys or

Asp

A=p

Leu

Tyr

Ser

a5

GElu

Thz

Pro

Lys

165

Glu

Sar

Ala

Fha

Ala

GEln

Ile

Arg

Ala

Ala

T0

Gly

Asp

Fhe

Sar

Ala

150

Val

Sar

Cys

Asn

230
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Val

Gln

val

55

Ala

Zer

Bhe

Gly

Val

135

Sar

GFln

Val

L1l

Glu

215

Arg

Thr

410

Tyr

Thr

Gly

Gly

Gly

120

Pl

wval

Trp

Thr

Thr

200

val

Gly

Gly

Thr

25

Ile

Eln

His

Thr

Aan

105

Gly

Ile

Wval

Lys

Elu

183

Loziy

Thr

GElu

Gln

Thr

Eln

GEln

50

Tyr

Thr

Bl

Cye

Val

170

Glm

Sar

His

Cys

17

Ser

Cya

Lys

val

75

Tyr

Tyr

Lys

Fro

Leex

158

AsSp

Asp

Lya

Gln

Lan

Pro

Ly=

Asp

&0

Glu

Ser

Cya

L

Pro

140

Len

Asn

Sar

Ala

Gly
220

Ser

Thr

45

Gly

Gly

TLeeia

Gln

Glua

125

Sar

Ala

Lys

hap
2058

Trp

Saer

30

Lys

val

Thr

His

110

Ila

hsp

Asp
150

Tyt

Ser

Leu

Glu

Ser

Prao

Ile

L

Fhe

Ly

Glu

Fhe

Gln

175

Sar

Glu

Ser

Thr

Ser

Agn

Fro

Ser

EQ

Ser

Trp

Arg

Gln

Tyr

1s0

Ber

Thr

Ly=

Fro
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2] o r

<211 15

=Z1lZ> FRT

=213> Homo sapians

=400= 7

GFlu Pro Lys Sar Cys

1 =

=27 O a8

w21 1o 10

] o FET

< F L F Homo sapisens

=00 g

Asp Lys Thr His Thr
5

<210>9

<211> 1107
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pr

10

Cys Fro Fro Cys Fro

10

<223> hVLCD28.3 — bisagra corta gamma1- hgamma4CH2CH3

=400> 3
atggaatggt

caggtgoage
tockgoaagg
tooggocagy
aaocgoooagt
atggaactga
gacttoctotg
googacaaaa
gtoettectgt
acgtgogtgg
gatggogtgy
tacogtgtgg
aagtgoaagg
aaagggoago
aagaaccagg
gagtgggaga

teogacggot

gotgggtgtt
tgoagoagte
occtooggota
geatggaatyg
tCcaagggoaa
coggoctgac
gotacgacgo
ctocacacatg
tooccoccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tocagogtoot
totocoaacaa
cocgagagoc
tocagoctgac
gcaatgggca

cotbobtoot

cotgkttooctg
tggoegoogag
caccttocaco
gateggotgy
ggooacootg
coctgaggac
cotgoottat
cocacoghgo
acCoaaggac
gagocaggaa
tgoocaagaca
cacogtoctg
aggoctoocog
acaggtgtac
ctgoctggto
googgagaac

ctacagoagyg

ctgtocogtga cogotggogh
ctgaagaage ctggogoste
gagtacatca tocactggat
ttetacoctg getccaacga
acogoogaca agtocotocto
toocgoogtgt acttotgogo
tggggocagg gocacoctggt
coagoacctg agtboctggg
actctecatga totcooggac
gacocoogagg tecagttoaa
aagoocgogoy aggagoagtt
cacoaggact ggobgamogg
toctooateg agaaaaccat
acectgoooc catcocagga
aaaggcttct accccagoga
aactacaaga ccacgococtcocc

ctoacogtgy acaagageoag

18

goactocaag
cgtcaaggty
caagetgaga
catocagtac
cacagtgtac
caggogggac
gacagtgtoo
gggaccatoca
coctgaggte
ctggtacgbg
Caacagoacyg
caaggagtac
ctooaaagoo
ggagatgaco
catogoocgtg
cgtgotggac
gtogoagoag

15

60
120
180
240
300
360
420
480
540
&00
&60
T20
TBO
340
200
260

1020
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gggaatgtot totecatgote cgtgatgoat gaggotctgo acaaccacta cacacagaag 1080
agocctotooce tgtetctggg taaatga 1107
<210> 10
=3ll> 368
=21Z> FRT
<213>» Artificial

<220>

<223> hVLCD 28.3 — bisagra corta gamma1- hgamma4CH2CH3

< 00>

ia

Maet Elu Trp

1

Val

Ly

Phe

Len

65

Asn

Ser

wal

Fro

His

145

Wal

Thr

Glu

Pro

Thx

50

Elu

Ala

Thr

Tyr

Ty

130

Thr

Phe

Fro

Wal

Sar

Gly

35

Elu

Trp

Gln

wal

Fhe
115

Trp

Cys

Lean

Glu

Gln

Cysa

Liys

20

Rla

Tyr

Ila

FPha

Tyr

100

Cya

GEly

Pro

Phe

WYal

180

Plue

Gln

Ser

Ile

Gly

Liys

BS

Ala

Gln

Pro

PEo

165

Thr

Asn

Yal

Val

Val

Ile

TJ0

Gly

Elu

Gly

Cys

150

BPES

Cys

Tep

Fhe

Gln

Lys

His

55

Fhe

Lys

L

Tho

135

Pro

Lys

val

Tyr

Leau

Liana

Val

40

Trp

Tyr

Thr

Rap

120

Lau

Ala

PED

Yal

val

Fhe

GEln

23

Egr

Ile

Fro

Thr

Sly

105

Val

Pro

Lye

Yal

1LES

Asp

Liau

10

Gln

Cys

Lys

Gly

Lz

20

Liay

Fhe

Thr

Glu

hap

170

Gly

19

Liaw

Sar

Lys

Lo

Sar

75

Thr

Thr

Sar

Val

Fhe

155

Thr

Val

Val

Sar

Gly

ARla

&0

Ala

Pro

Gly

Sar

140

Lew

Len

Sar

Glu

Val

Ala

Ear

45

Sar

Agp

Asp

Elu

Tyr

125

Ala

Gly

Met

Gln

val

Thr

Glua

30

Gly

Gly

Ile

Lys

Rap

110

Rap

Asp

Gly

Ile

Glu

190

His

Ala

15

Tyr

Gln

Gln

Sar

a5

Ser

Ala

Lys

FPro

Ser

175

AsE

Aan

GLly

Lys

Thre

GLly

TyrE

&0

Sar

Ala

Leau

Thze

Ser

160

Arg

Pro

Ala
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<210> 11

Lys

Ser

225

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

305

Ser

Leu

<211> 1068
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Thr

210

Val

Cys

Ser

Fro

Val

290

Gly

Asp

Trp

His

135

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

275

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
355

Pro

Thr

val

Ala

260

Gln

Gly

Pro

Ser

Glu

340

His

Arg

val

Ser

245

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

325

Gly

Tyr

Glu

Leu

230

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

310

Phe

Asn

Thr
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Glu

215

His

Lys

Gln

Met

Fro

295

Asn

Leu

Val

Gln

200

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

280

Ser

Tyr

Tyr

Fhe

Lys
360

Phe

Asp

Leu

Arg

265

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

345

Ser

Aszsn

Trp

Pro

250

Glu

Asn

Ile

Thr

330

Cys

<223> hVLCD28.3 — bisagra corta gamma1- hgamma4CH2CH3

<400> 11

20

Ser

Leu

235

Ser

Pro

Gln

Ala

Thr

315

Leu

Sar

Ser

Thr

220

Asn

Ser

Gln

Val

Val

300

Pro

Thr

Val

Leu

205

Tyr

Ile

Val

Ser

285

Glu

Fro

val

Ser
365

Arg

Lys

Glu

Tyr

270

Leu

Trp

Val

Asp

His

350

Leu

Val

Glu

Lys

255

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

335

Glu

Gly

Val

Tyr

240

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

320

Ser

Ala

Lys
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atgtcegtge ctacccaggt gectgggactg ctgctgetgt ggcotgaccga cgocagatge 60
gacatccaga tgacccagte cccctoctce ctgtetgect cogtgggoga cegggtgace 120
atcacctgta agaccaacga gaacatctac tccaacctgg cctggtatca geagaaggac 180
ggcaagtcce ctecageotget gatctacgee geocaceccate tggtggaggg cgtgoccctet 240
agattctcog gectecoggete tggecacccag tactcectga ccatcagete cetgeagect 300
gaggacttcg gcaactacta ctgccagecac ttetggggeca cceccttgtac cttecggegga 360
ggcaccaagc tggaaatcaa gogggacaaa actcacacat gococcaccgtg cccagcacct 420
gagttcectgg ggggaccate agtettecctg ttcoceccccaa aacccaagga cactcteatg 480
atctccegga cccctgaggt cacgtgegtg gtggtggacg tgagcoccagga agaccccogag 540
gtccagttca actggtacgt ggatggegtg gaggtgecata atgocaagac aaagccgogg 600
gaggagcagt tcaacagecac gtaccgtgtg gtcagegtcc tcaccgtect gecaccaggac 660
tggectgaacg gcaaggagta caagtgeaag gtcotocaaca aaggectcoce gtectocate 720
gagaaaacca tctccaaagec caaagggcag ccccgagage cacaggtgta caccctgece 780
ccatcccagg aggagatgac caagaaccag gtcagoctga cctgeoctggt caaaggette 840
tacecccageg acatcgeooegt ggagtgggag ageaatggge agocggagaa caactacaag 500
accacgecte cegtgetgga ctecegacgge tcoccttettee tetacagecag getcacegtg 960
gacaagagca ggtggcagga ggggaatgte ttecteatget ccgtgatgeca tgaggetcetg 1020
cacaaccact acacacagaa gagcctctece ctgtoctetgg gtaaatga 1068

<210>12

<211> 355

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> hVLCD28.3 — bisagra corta gamma1- hgamma4CH2CH3
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=400=> 1

2

Mat Sar Val

L

hsp Ala RArog

ABla

Ila

Gln

65

Arg

Ser

Gly

Asp

Gly

145

Ile

Glu

His

Lys
225

Tyx

50

Lau

Pl

Leu

Thz

Lys

130

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

210

Glu

Ser wWal

as

Sar

Leau

Sar

Eln

Fro
115

Thr

Ser

Arg

Fro

Ala

195

Val

Tyr

Fro

Cys

20

Ely

Asn

ILla

Ely

Fro

LoD

Cys

His

val

Thr

Glu

180

Lys

Ser

Lys

Thz

Asp

Asp

Tyr

Sar
BS

Elu

Thx

Thr

Phe

Pro

165

val

Thr

Val

Cys

GFlmn

Ile

Arg

Ala

Ala

70

Sl

Asp

Fhe

Cys

Leu

150

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys
230
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Val

Gln

wval

35

Ala

Sear

Fhe

Gly

Pro

135

Fhe

Val

Phe

Pro

Thr

215

Val

Thr

40

Tyr

Thr

Sly

Ely

Ely
120

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

200

Val

Ser

Gly

Thr

Ile

GEln

His

Thr

Asn

105

Gly

Cys

Pro

Cys

Trp

185

Glu

Leu

Asn

22

Gln

Thr

Gl

Sl
0

Tyr

Thr

Pro

Lys

val

170

Tyr

Glu

His

Lys

Sar

Cya

Lys

Val

T5

Tyr

Tyr

Lys

Ala

Pro

155

Val

val

Gln

Gln

Gly
235

Lau

Fro

Ly=

ABE

&0

EFlua

Sar

Cys

Lawu

Fro
140

Lys

Val

Asp

Fhe

Asp

220

Leu

Laaa

Sar

Thr

45

Gly

Gly

Teea

Gln

GElua
125

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
205

Trp

Pro

Tcp

Sarc
320

Lys

Val

Thre

His
110

Ila

FPhe

Thr

Val

Val

130

Ser

Leu

Ser

Laau
15

Elu

Sar

Fro

Ile
1

FPhe

Lys

Leu

Leu

Ser

175

Glu

Thr

Asn

Ser

Thr

Ser

Asgmn

Fro

Ser

&0

Ser

Trp

Arg

Gly

Met

160

Gln

val

Tyr

Gly

Ile
240



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

305

Asp

His

Leu

<210> 13

Lys

Thr

Thr

Glu

290

Leu

Lys

Glu

Gly

<211> 1122
<212> ADN
<213> Secuencia Artificia

<220>

Thr

Leu

Cys

275

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
355

Ile

Pro

260

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
340

Ser

245

Pro

val

Gly

Asp

325

His
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Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

310

Gln

Asn

Ala

Gln

Gly

Pro

295

Ser

Glu

His

Lys Gly

Glu Glu
265

Phe Tyr

280

Glu Asn

FPhe Phe

Gly Asn

Tyr Thr
345

Gln

250

Met

Pro

Asn

Leu

val

330

Gln

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

315

Phe

Lys

Arg

Lys

Asp

Lys

300

Ser

Ser

Ser

<223> hVLCD28.3 — bisagra completa gamma1- hgamma4CH2CH3
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Glu

Asn

Ile

285

Thr

Arg

Cys

Leu

Fro

Gln

270

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
350

Gln

255

val

val

Fro

Thr

val

335

Leu

Val

Ser

Glu

Pro

val

320

Met

Ser
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::g::;t;gt gotgogtgtt cotghtoctyg ctgtoogtga cogotggogt goactocaag &0
caggtgeage tgoagoagte tggogoogag ctgaagaage ctggogoste cgtcaagghtg 120
tectgoaagy octocoggota cacobtcace gagtacatca toocactggat caagotgaga 180
tooggocagy goobggaatyg gatoggobtgyg tbctaccobg gotccaacga catacagtac 240
asocgoccagt tocaagggoesa ggoccaccochkg acogoogacae agtoctocte cacoghtgtac 300
atggaactga coggoctgac coctgaggac toogocgtgt acttotgoge caggogggac 360
gacttototg gotacgacge coctgocttat tggggocagg geoacoccoctggt gacogtgtoo 420
goocgagooca aatcttgbga caaaactcac acatgococcac cgtgoccage acctgagtto 480
ctgoggggac catcagtott cotgbttocoe ccaassaccca aggacactot catgatcotoo S40
cggaceccty aggtoacgtg cgtggtgoty gacgtgagee aggaagacce cgaggtocag &00
ttcaactgot acghbggatgy cobtggagohyg CAtAALgOCA AJACARROD JOOOTRTHAD 660
cagttcaaca gcacgtaccg tgbtggtocago ghoctocacog toctgoacca ggactggeotg T20
aacggCaagy agtacaagtg caaggtoctooc aacaaaggoc toccogtoctcoc catecgagaaa TEO
accatoctoca aagocaaagg goagooooga gagocacagg tgtacacococt gocococatcoo 840
caggaggaga tgaccaagaa ccaggtoage ctgacctgee tggtcaaagg cttotacces 500
agogacatog coghggagty ggagagoaat gggoagoogg agaacaacta caagaccacyg 560
cotocogtge tggactooga cggotoctite ttoctotaca goaggetcac ogtggacaag 1020
agcaggtggo aggaggggaa tgtottoteoa tgoteoogtga tgoatgagge totgoacaaco 1080
cactacacac agaagagoot octococtgtot ctbgggtaaat ga 1122

<210> 14

<211> 373

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> hVLCD28.3 — bisagra completa gamma1- hgamma4CH2CH3

<400>14

Met Glu Trp Cys Trp Val Phe Leu Phe Leu Leu Ser Val Thr Ala Gly
1 5 10 15

Val His Ser Lys Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Lys
20 25 30

Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr
35 40 45

24
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Phe

Lau

65

Jer

wal

Peo

Sar

145

L=

Sar

Flu

Thr

225

Sar

Eln

¥al

The
50

Glua

Ala

IyT

Ty

130

Cya

GLly

Maft

Gln

WVal
210

Tyr

GLly

Il

Val

Sar
230

Glu

Trp

Eln

Val

Fha
118

Tep

Asp

Gly

Ila

Gluo

13%

Hia

Arg

Lys

Ely

Tyr

275

Leu

Tyr

Ila

Tye

100

Cys

Gly

Lys

Era

Sar

180

Asp

Bam

Val

Glu

Lys

260

The

Ila

Gly

Lyse

ES

Met

Ala

Gln

The

Lar

165

Frao

Ala

val

Ty

245

The

Cye

Ila

Trp
10

Gly

GFlu

Gly

His

150

Wal

Thr

Glu

Lye

Sar

&30

Lye

ILla

Fro
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Hism

55

Fha

Lys

Tz

The

135

Thr

Phe

FEQ

¥al

Thr

£13

wal

Cya

Sar

Pro

¥al
£53

Tep

YT

Ala

Cys

L

Glu

Gln
200

Lya

Sar
2B0

Lya

Ile Lys

Pro Gly

S0

EFly Lew
105

Asp Fhe

WVal The

Fro Fro

Fhe Ero

170

YVal Thr
165

Fhe hsn

Pro Arg

Thr val

Val ESar

250

Ala Lys
265

Gln Glu

Gly Phe

25

Lau

Sar

Ta

The

Eer

Val

Cys

155

Era

Cys

Trp

Glu

Limu

L

Aan

Gly

GElu

Tye

Arg
&0

ARnD

Fra

Gly

JeE

140

Fra

Lyse

Val

Tyr

Elu

220

Lyse

Gln

Fro
300

Ser

ASp

Asp

Glu

Tyr

125

Alm

Prao

Val

Wal

205

Gln

Gln

Gly

FrEQ

Thr

285

Sar

Gly

Ila

Lys

ASE

110

Flu

PED

Lys

Tal

150

Phe

Arg
270

Ly=s

Rap

Eln

Gln

Sar

35

Jer

Ala

Peo

Gla

&1y

AEn

Trp

Bro

255

Glu

Asn

Ile

Ely

TVE

a0

Ala

L

Fha
164

val

Wal

Laa

240

PED

Eln

Ala
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Val
305

Bra

Val

<210> 15
<211> 1083
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Elu

Pro

WVal

Ser
aTo

Irp

¥al

Rep

His
355

Glua

Lya
340

Glua

Gl

ES 2 680 570 T3

Eer Asn Gly Glm
N

Rap Ser Rep Gly
325

Ser Arg Trp Gln

Ala Leu His Asn
3ED

Lys

bPra

Sar

Glu

345

His

Glu han REn
315

Phe Phe Leu
330

Gly hsn Val

Tyr Thr Gln

<223> hVLCD28.3 — bisagra completa gamma1- hgamma4CH2CH3

<400> 15

26

Tyr

Tyr

Lys
385

Lys Thr Thr
320

Ser Arg Leu
335

Ser Cys Ser
350

fer Lau Jer
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atgtcegtge ctacccaggt getgggactg ctgetgetgt ggeotgaccga cgccagatge 60
gacateccaga tgacccagte ceoectectee ctgteotgect cogtgggega cogggtgace 120
atcacctgta agaccaacga gaacatctac tccaacctgg cctggtatca geocagaaggac 180
ggcaagtecece ctecagetget gatctacgee gecacccate tggtggaggg cgtgeocetet 240
agattcteocog gotceoggete tggeoacccag tacteoccctga ccatcagetc cotgocagect 300
gaggactteg gecaactacta ctgeocagecac tteotggggea cecccttgtac ctteggegga 360
ggcaccaage tggaaatcaa gogggagcece aaatettgtg acaaaactca cacatgecca 420
cegtgoccag cacctgagtt cctgggggga ccatcagtet tectgttececc ceccaaaaccc 480
aaggacactc tcatgatcte ccggaccccet gaggtcacgt gegtggtggt ggacgtgage 540
caggaagacc ccgaggtcca gttcaactgg tacgtggatg gegtggaggt gcataatgec 600
aagacaaagCc cgcgggagga gcagttcaac agcacgtace gtgtggtcag cgtecteace 660
gtecctgeace aggactgget gaacggcaag gagtacaagt gecaaggtcecte caacaaagge 720
ctcceogtect ccatcgagaa aaccatctcoe aaageocaaag ggcagocccg agagcocacag 780
gtgtacacce tgecccecatc ccaggaggag atgaccaaga accaggtcag cctgaccetge 840
ctggtcaaag gcttctacece cagogacate gocgtggagt gggagagcaa tgggoagecg 900
gagaacaact acaagaccac geocteocegtg ctggactceceg acggeteoctt cttectetac 960
agcaggcteca cocgtggacaa gagcaggtgg caggagggga atgtcttete atgectcegtg 1020
atgcatgagg ctctgcacaa ccactacaca cagaagagce tctcocectgte tetgggtaaa 1080
tga 1083

<210> 16

<211> 360

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> hVLCD28.3 — bisagra completa gamma1- hgamma4CH2CH3

<220> 16

50

55

60

65
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Asp

Ala

Ila

Gln

65

hrg

Ser

Gly

Glu

Pro

145

Lys

val

Asp

Sgr

Ala

Ser

Tyr

20

Leu

FPhe

Leu

Thre

Fro

130

Glu

Asp

Asp

Gly

val

Val

35

Sar

Leau

Ser

Gln

Pro

115

Lys

Fhe

Thr

Val

Val
135

PEQ

Cys

20

Ely

Asn

Ile

Gly

Pro

100

Cys

Ser

Lz

Leu

Ser

180

Glu

Thr

Asp

Asp

Lau

Tyr

Ser

a5

Glu

Thr

Cys

Gly

Mat

165

Gln

Val

Gln

I[la

Ala

Ala

70

Gly

Phe

Gly

150

Ile

Glu

His
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val

Gln

Val

Trp

25

Ala

Ser

Phe

Lys

135

Pro

Ser

Asp

Asn

Ligil

Thr

40

Tyr

Thr

Gly

GEly

Gly

120

Thr

Ser

Pro

Ala
200

Gly

Thr

25

Ile

Gln

His

Thr

A=n

105

Gly

His

Val

Thr

Glu

185

Lys

28

Ligu

10

Gln

Thr

Gln

Leu

Gln

90

Tyr

Thr

Thr

Phe

Fro

170

Val

Thr

Lazia

Sar

Cys

Lys

Val
15

Tyr

Tyr

Lys

Cys

Lau

155

Glu

Gl

Lys

Ligu

Fro

Lya

Asp

&0

Elu

Ser

Cya

Liau

Fro

140

Phe

Val

Fhe

Fro

Sar

Thr

45

Gly

Ely

Laz1a

Gln

Glu

125

Fro

Fro

Thr

Aen

Arg
205

Trp

Sar

20

Agn

Lys

val

Thr

His

1140

Ile

Cys

Fro

Cys

Trp

130

GElu

L

15

Leau

Zlu

Sar

Pro

Ile

a5

FPhe

Lys

Fro

Lys

Val
175

Tyr

Elu

Thr

Sar

Asn

Frao

Ser

B0

Sar

Trp

Arg

Ala

Fro

160

Val

Val

GEln
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FPhe

Asp

225

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

305

Ser

Ser

Ser

Asn
210

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

230

Thr

Arg

Cys

Leu

Ser

Leu

Ser

Fro

Gln

275

Thr

Leu

Ser

Ser
355

Thr

Asn

Ser

Gln

260

Val

Val

Pro

Thr

Val

340

Leu

Tyr

Gly

Ile

245

val

Ser

Glu

Pro

val

325

Ser

Arg

Lys

230

Glu

Tyr

Len

Trp

val

310

Asp

His

Len
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Val

215

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

285

Leu

Lyse

Glu

Gly

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

280

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
360

Ser

Lys

Ile

Pro

265

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
345

29

Val

Cys

Ser

250

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

330

His

Leu

Lys

235

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

315

Gln

Asn

Thr

220

Val

Ala

Gln

Gly

Fro

300

Ser

Glu

His

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

285

Glu

Phe

Gly

Tyr

Leu

Asn

Gly

Glu

270

Tyr

Aszsn

Phe

Aszsn

Thr
350

His

Lys

Gln

255

Met

Pro

Asn

Leu

Val

335

Gln

Gln

Gly

240

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

320

Phe

Lys=s
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo anti-CD28 que tiene un sitio de enlace consistente en:

- un primer dominio variable (también aqui definido como “dominio variable de cadena pesada”) definido por la
siguiente secuencia:

VQLQQSGAELKKPGASVKVSCKASGYTFTEYIIHWIKLRSGQGLEWIGWFYP
GSNDIQYNAQFKGKATLTADKSSSTVYMELTGLTPEDSAVYFCARRDDFSGY

DALPYWGQGTLVTVSA (SEQ ID NO:1),

donde dicho dominio variable puede ademas comprender opcionalmente un residuo Q en su extremo de terminal N;
- un segundo dominio variable (también aqui definido como “dominio variable de cadena ligera”) definido por la

siguiente secuencia:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKTNENIYSNLAWYQQKDGKSPQLLIYAATH
LVEGVPSRFSGSGSGTQYSLTISSLQPEDFGNYYCQHFWGTPXTFGGGTKLEI
KR, donde X=C o A.
2. Un anticuerpo de la reivindicacién 1, que es un anticuerpo monovalente.
3. Un anticuerpo monovalente de la reivindicacion 2, que es un heterodimero de:
- una primera cadena de proteinas que tiene la secuencia de aminoacidos 21-251 de SEQ ID NO: 4;

- una segunda cadena de proteinas que tiene la secuencia de aminoacidos 21-234 de SEQ ID NO: 6.

4. Un anticuerpo monovalente de la reivindicacién 3 donde la segunda cadena de proteinas comprende un dominio
variable de SEQ ID NO: 2 donde X representa un residuo de alanina.

5. Un anticuerpo monovalente de la reivindicacion 4 que esta pegilado.

6. Un polinucledtido que codifica un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

7. Una composicion terapéutica que comprende un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

8. Un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para uso en el tratamiento de una condicién
patoldgica seleccionad del grupo consistente en rechazo a trasplante, vasculopatia crénica de aloinjerto, enfermedad

injerto contra huésped, enfermedades autoinmunes mediadas por linfocito T, hipertension, fenémenos alérgicos y
enfermedades inflamatorias crénicas.
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