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ES 2777778 T3

DESCRIPCION
Variantes de CTLA-4
Campo

Esta presente divulgacion se refiere a composiciones que comprenden variantes del antigeno 4 del linfocito T citotdxico
(CTLA-4, por sus siglas en inglés), fusionado opcionalmente con la region Fc de IgG, y su uso terapéutico para inhibir la
activacion de los linfocitos T, especialmente en el contexto de condiciones inflamatorias tales como la artritis reumatoide
(RA, por sus siglas en inglés).

Antecedentes

Se cree que la activacién de los linfocitos T virgenes procede por un mecanismo de dos sefiales. Tras encontrarse con
una célula presentadora de antigeno (APC, por sus siglas en inglés), el receptor de linfocitos T (TCR, por sus siglas en
inglés) interacciona con péptidos en el contexto de las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC, por
sus siglas en inglés) y, por lo tanto, proporciona la primera sefal de activacion a los linfocitos T. Esta sefal inicial es
insuficiente para conducir a la activacion de los linfocitos T y una segunda sefal procedente de los receptores
coestimuladores constituye un requisito absoluto. Uno de los receptores coestimuladores mas importantes y mejor
descritos es el CD28 que interacciona con CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2) en la superficie de los macréfagos, células
dendriticas asi como también linfocitos T activados y B.

El gen CD86 codifica una proteina de membrana de tipo | (N.° de ac. Swiss-Prot P33681). El corte y empalme alternativo
da como resultado dos variantes transcripcionales del gen CD86 que codifican diferentes isoformas. Se han descrito
variantes transcripcionales adicionales, pero no se han determinado sus secuencias completas.

La proteina relacionada CD80 (N.° ac. Swiss-Prot P42081) tiene una estructura secundaria similar a CD86. CD80
comparte un 26% y un 46% de residuos aminoacidicos idénticos y similares con CD86, respectivamente. CD80 se
expresa Unicamente con niveles bajos en APC en reposo pero pueden elevarse de manera regulada tras la activacion.
CD80 reconoce los mismos receptores en los linfocitos T, CD28 y CD152 (CTLA-4), pero se une a este Ultimo con una
afinidad de aproximadamente 2 a 4 veces mayor que la que tiene CD86.

No se ha identificado ningun epitopo peptidico lineal compartido que sea responsable de la unién a CD28 y/o CTLA-4
(Ellis et al., J Immunol., 156, 2700-2709) pero se han detectado residuos conservados en las estructuras secundarias
(laminas IgV de CD80 y CD86) en la interaccién con CTLA-4 (Swartz et al., Nature, 410, 604-608).

La transduccion de sefiales desde CD28 conduce a la activaciéon de linfocitos T y al aumento regulado del receptor
coinhibidor CTLA-4. EI CTLA-4 es un miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas. Se une a CD80 y CD86 con una
mayor afinidad y avidez en comparacion con CD28 y hace descender eficazmente de manera regulada las sefiales de
activacion.

Se han postulado varias teorias sobre las funciones relativas de CD80 y CD86 en la union con CTLA-4. Slavik et al.
(Immunol. Res. 19(1):1-24 1999) revisaron la sefializacién y funcién de las familias CD28/CTLA-4 y CD80/CD86. Sansom
(Immunology 101:169-177 2000) resumio algunos estudios donde se investigaron las diferencias entre CD80 y CD86.

Odobasic et al. (Immunology 124:503-513 2008) investigo las funciones de CD80 y CD86 en las respuestas de linfocitos
T efectores. Este estudio investigo los efectos de los anticuerpos anti-CD80 y anti-CD86 monoclonales en un modelo en
ratones inducido por el antigeno de la artritis. Se publicé que el bloqueo de CD80 y CD86 daba lugar a una tendencia
hacia una reduccion de la gravedad de la enfermedad en comparacion con los ratones tratados con anticuerpos de control.
Basandose en los resultados del tratamiento con los anticuerpos individuales, los autores concluyeron que CD80 exacerba
la artritis al hacer descender de manera regulada la IL-4 sistémica y al aumentar la acumulacion en las articulaciones de
linfocitos T, a la vez que CD86 acentua la gravedad de la enfermedad al aumentar de manera regulada la IL-17 y aumentar
la acumulacion de los linfocitos T efectores en las articulaciones sin afectar al desarrollo de Th1 o Th2. Sin embargo, el
estudio sefiala que no se observé una reduccion aditiva adicional en la gravedad de la artritis cuando se bloquearon CD80
y CD86, lo que sugiere que la inhibicién de cualquiera de las moléculas coestimuladoras era adecuada para obtener una
mejora de la enfermedad maxima. Este modelo se basé en una respuesta de recuerdo contra el antigeno (BSA en este
estudio) inyectado directamente en el espacio de la articulacion.

Otro estudio utilizé un modelo murino de artritis inducido por colageno, que conlleva suprimir la tolerancia a un antigeno
endogeno (colageno). En este estudio, se sefiald que se requeria el bloqueo de CD80 y CD86 para el maximo beneficio
(Webb et al. Eur J. Immunol 26(10):2320-2328 1996).

Se ha mostrado que una proteina de fusion recombinante que comprende el dominio extracelular de CTLA-4 unido a un
dominio Fc de IgG1 modificado (“CTLA-4 — Ig”) se une a CD80 y CD86 in vivo y suprime eficazmente la activacién de
linfocitos T mediada por CD28 (Kliwinski et al., J Autoimmun. 2005; 25(3):165-71).

Se han desarrollado proteinas de fusion de CTLA-4 como agentes terapéuticos para la artritis reumatoide (RA), por sus
siglas en inglés. La RA es una enfermedad degenerativa progresiva que conduce a la destruccion de cartilago y hueso.
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Se dispone de evidencia de que muchas ramas del sistema inmunitario estan implicadas en el proceso inflamatorio que
conduce a sinoviocitos de tipo fibroblasto y dafio articular y destruccién de cartilago y hueso mediados por osteoclastos.
Multiples estudios han mostrado un aumento en la activacion de linfocitos T en la capsula sinovial y hasta un 50% de las
células que se infiltran en el tejido sinovial inflamado son linfocitos T. Ademas, los linfocitos T de la capsula sinovial de
pacientes con RA exhiben un fenotipo efector activado y muestran un aumento de la expresion de marcadores asociados
a la activacion tales como CD44, CD69, CD45R0, VLA-1y CD27.

Se ha demostrado que los linfocitos T activados desempefian una funcién crucial en el establecimiento y mantenimiento
de la respuesta inflamatoria patolégica observada en la capsula sinovial de la RA. Los linfocitos T activados son una
fuente importante de citocinas proinflamatorias tales como IFNy, IL-17 y TNFa. Estos factores son activadores potentes
de los sinoviocitos de tipo fibroblasto (FLS, por sus siglas en inglés) y sinoviocitos de tipo macréfago (MLS, por sus siglas
en inglés) que conducen a la secrecion de metaloproteinasas de la matriz (MMP, por sus siglas en inglés) que son
mediadoras de la destruccion de cartilago asi como de la secrecion de mediadores inflamatorios tales como IL-6, IL-1y
TNFa. Las células CD4+ activadas también pueden proporcionar ayuda cognada a los linfocitos B que conduce a la
produccién de anticuerpos, tales como el factor reumatoide (RF, por sus siglas en inglés) que ademas contribuyen a la
evolucion de la enfermedad.

Abatacept (Orencia®) es una proteina de fusion CTLA-4 Ig que contiene el dominio extracelular de CTLA-4 fusionado con
la regién Fc de IgG1. La proteina soluble resultante es un dimero con un peso molecular de aproximadamente 92 kDa.
Se ha demostrado que tiene efectos beneficiosos en el tratamiento de pacientes con RA en el consultorio, lo que
demuestra que la inhibicion de la ruta de la coestimulacién en la que participan CD80 y CD86 es una estrategia terapéutica
viable para la RA. La terapia de la RA con Abatacept se administra ya sea como una inyeccion intravenosa mensual o
una inyeccién subcutanea semanal.

El Abatacept contiene en su bucle de tipo CDR3 el motivo hexapeptidico de aminoacido MYPPPY, el cual comparten
CD28 y CTLA-4 y del que se ha sefialado que es necesario para la union a los ligandos B7. La mutacién de la primera
tirosina (Y) de este motivo en alanina (A) anula la unién a CD80, pero también provoca una unién reducida a CD86,
mientras que una sustitucion con fenilalanina (F) permite retener la afinidad por CD80 al completo con una pérdida total
de la union a CD86 (Harris et al., J. Exp. Med. (1997) 185:177-182). También son importantes otros residuos en las
regiones de tipo CDR3 y CDR1 para la interaccion de Abatacept con sus ligandos. Por lo tanto, una molécula mutante
con acido glutamico (E) en lugar de leucina (L) en la posicidon 104 y tirosina (Y) en lugar de alanina (A) en la posicion 29
exhibe una avidez de union por CD80 (B7-1) aproximadamente 2 veces mayor y una avidez de unién por CD-86 (B7-2)
aproximadamente 4 veces mayor que Abatacept. Se ha sefalado que el compuesto LEA-29Y (Belatacept, Nulojix®) tiene
una afinidad similar para unirse a CD80 que para unirse a CD86 (3.66 nM y 3.21 nM respectivamente). Belatacept ha
sido desarrollado como un inmunosupresor para trasplantes (Larsen et al., Am. J. Transplantation (2005) 5:443-453; Gupta
y Womer, Drug Des Develop Ther 4:375-382 2010) y recientemente se ha aprobado para la profilaxis del rechazo de
6érganos en pacientes adultos que reciben un trasplante de rifién. El propio Abatacept ha mostrado una eficacia limitada
contra el rechazo del trasplante, un descubrimiento que se ha atribuido a su menor inhibicién de la coestimulacion
dependiente de CD86 a diferencia de la coestimulacion dependiente de CD80 (Gupta y Womer, supra).

Las formulaciones de Abatacept y Belatacept para la administracion subcutanea se describen en W0O2007/07654.

Se han realizado previamente selecciones para conseguir una afinidad y estabilidad mejoradas utilizando la presentacion
de ribosomas para aislar las variantes mejoradas de CTLA-4. Tanto la mutagénesis por PCR propensa a errores, para
mutar la secuencia genética al completo, como la mutagénesis dirigida, para conseguir mutaciones en regiones clave,
han tenido éxito en la evolucién de proteinas. Por ejemplo, en W0O2008/047150 se publicd que variantes proteicas de
CTLA-4 mostraban una mayor actividad y una mayor estabilidad en comparacion con el tipo natural.

Maxygen, Inc. publicé que una molécula terapéutica CTLA-4-Ig, denominada ASP2408, est4 siendo desarrollada por
Perseid Therapeutics LLC en colaboracién con Astellas Pharma Inc para el tratamiento de la RA. Se ha publicado que
CTLA-4-Ig muestra una potencia mejorada en comparacion con Orencia® (Abatacept) (W02009/058564).

En US 6.750.334 (Repligen Corporation) se describié CTLA-4-Cy4, una proteina de fusion soluble que comprende CTLA-
4 fusionado con una porcion de una inmunoglobulina. La regién constante de la inmunoglobulina, que comprende una
region bisagra y dominios CH2 y CH3, se modifica por sustitucién, adicion o eliminacién de al menos un residuo
aminoacidico para reducir la activacion del complemento o la interaccion con el receptor de la regién Fc.

Xencor, Inc. describid recientemente una molécula de CTLA4-lg que comprende una porcion de una variante de CTLA-4
y una regioén Fc de una inmunoglobulina (W0O2011/103584). Se describieron varias sustituciones aminoacidicas en la
secuencia de aminoacidos de la porcion CTLA-4 para generar variantes de CTLA4-Ig con una mayor actividad inhibidora
de los linfocitos T. WO2011/103584 también describe modificaciones de Fc, por ejemplo, para mejorar la unién a FcyR,
lo que mejora las funciones efectoras mediadas por la regién Fc y/o prolonga la semivida in vivo de la CTLA4-Ig.

WO 2011/113019 divulga polipéptidos de CTLA-4 variantes y sus proteinas de fusion y su uso en la terapia de seres
humanos.

Compendio de la presente divulgaciéon
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En un primer aspecto, la presente divulgacion proporciona polipéptidos de CTLA-4 que son variantes del CTLA-4 del tipo
natural. Los polipéptidos de CTLA-4 de la presente divulgacion pueden tener una o mas propiedades mejoradas, tales
como una mayor potencia, una mayor afinidad por CD80 y/o CD86, una selectividad potenciada por CD80 respecto CD86,
una buena reactividad cruzada y/o una estabilidad mayor que la del tipo natural.

Se pueden conseguir mejoras en CTLA-4 mutando la secuencia de aminoacidos del dominio extracelular de CTLA-4
humano de tipo natural humano, también conocido como CTLA-4 soluble. Se pueden introducir una o0 mas mutaciones
de aminoacidos, que pueden ser una sustitucion, insercion o eliminacién de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos
de CTLA-4 para producir un polipéptido de CTLA-4 mejorado tal como se describe en la presente. El polipéptido puede,
por ejemplo, exhibir una mayor potencia, afinidad y/o estabilidad respecto al CTLA-4 de tipo natural.

El dominio extracelular de CTLA-4 comprende la secuencia de aminoacidos de tipo natural SEQ ID NO: 35. La SEQ ID
NO: 35 no es el dominio extracelular completo, pero es la region empleada en Abatacept (Orencia®).

Los polipéptidos de CTLA-4 de la presente divulgacion pueden o no comprender residuos o secuencias de CTLA-4
adicionales mas alla de la region correspondiente a la SEQ ID NO: 35. Preferentemente, el polipéptido de CTLA-4 de la
presente divulgacion es soluble. Por lo tanto, generalmente no comprenderia la region transmembrana de CTLA-4.

En la presente se identifican varias mutaciones comprendidas en la secuencia de aminoacidos de CTLA-4, que se asocian
con una mejor potencia, afinidad y/o estabilidad o que se pueden introducir con otros propdsitos tales como para influenciar
la dimerizacién.

Algunos ejemplos de sustituciones de aminoacidos en el CTLA-4 de tipo natural son: R, S, Vo Ten I116; Ten A24;No P
en S25;Sen G27;1enV 32; GenD41;Gen S42;EenV44; KoVenM54; So GenN56; A, G,SoPenlL58;SoAen
T59; TenF60;QoPenl61;,GenD62;YenD63;PenS64;N,D,VoTenl65;A, T, MoHen S70; Ren Q80; Q, S,
V,R,KoLenM85;SenT87;Q,H, T,EoMenK93;R, QoEenL104;Venl106;DoSenN108;VoFenl115y Sen
C120. Un ejemplo de una eliminacién de aminoacidos es la eliminacién de T51. La numeracién de residuos se hace en
referencia a las secuencias CTLA-4 que se muestran en la Figura 1Ay en la Figura 2, donde el primer residuo se numera
como la posicién 1 de la "numeracién de la secuencia". La Figura 1 también muestra la numeracién Swiss Prot para
comparar.

Una variante de CTLA-4 puede tener, por ejemplo, hasta doce o hasta 20 mutaciones de aminoacidos en el CTLA-4
soluble de tipo natural humano. Las mutaciones pueden incluir cualquiera de las mutaciones de aminoacidos enumeradas
anteriormente o todas ellas y, opcionalmente, una o mas mutaciones diferentes, p. ej., sustituciones diferentes en estas
u otras posiciones de residuos. Una secuencia de aminoacidos variante puede comprender la secuencia de CTLA-4 de
tipo natural humana SEQ ID NO: 35 con una o mas, p. €j., al menos cinco, seis o siete de las mutaciones de aminoacidos
enumeradas.

Un polipéptido de CTLA-4 puede comprender o estar constituido por una secuencia de aminoacidos que tenga al menos
un 70%, al menos un 75%, al menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90% o al menos un 95%, 96%, 97%, 98%
0 99% de identidad secuencial con la SEQ ID NO: 35.

Algunos ejemplos de las secuencias de aminoacidos de la variante de CTLA-4 de acuerdo con la presente divulgacion
incluyen aquellas de las SEQ ID NOS: 36-55 que se muestran en la Figura 1A. Una variante de CTLA-4 puede comprender
la secuencia de aminoacidos de CTLA-4 "1299" codificada por el acido nucleico depositado con el n.° de acceso NCIMB
41948. El n.° de acceso NCIMB 41948 codifica el polipéptido de CTLA-4 1299 fusionado con una regiéon Fc de una
inmunoglobulina. El polipéptido de CTLA-4 1299 codificado, la regidon Fc codificada y el polipéptido codificado que
comprende el polipéptido de CTLA-4 1299 fusionado con la regién Fc, todos los cuales estan codificados por el acido
nucleico depositado con el n.° de acceso NCIMB 41948, son aspectos individuales de la presente divulgacion.

Las mutaciones preferidas con sustituciones de aminoacidos seleccionadas a partir de las siguientes: R, SoV en I116; T
en A24; N en S25; Sen G27; Ken M54; Sen N56; Ao GenL58;SenT59; TenF60; Qen L61;Y en D63; Pen S 64; N
o D en 165; A en S70; R en Q80; Qo S en M85; Q o H en K93; y S en C120. En consecuencia, una secuencia de
aminoacidos variante puede comprender la secuencia de CTLA-4 de tipo natural humana SEQ ID NO: 35 con uno o mas,
p. €j., al menos cinco o seis de estas posiciones de residuos de aminoacidos, o todas ellas, sustituidas por diferentes
residuos segun se especifique.

Una secuencia polipeptidica de CTLA-4 comprende preferentemente: R, I, S o V en la posicién 16; T o A en la posicién
24; N en la posicion 25; S o G en la posicion 27; M o K en la posicién 54; N o S en la posicion 56; A, L o G en la posicion
58; T o S en la posicion 59; F o T en la posicién 60; L o Q en la posicién 61; D o Y en la posicion 63; S o P en la posicion
64; 1, N o D en la posicion 65; A o S en la posicion 70; Q o R en la posicion 80; Q, M o S en la posicién 85, Qo Hen la
posicion 93; y/o C o S en la posicion 120. Otras posiciones de residuos pueden ser de tipo natural humano o pueden estar
sujetas a una o0 mas mutaciones adicionales.

Un polipéptido de CTLA-4 puede comprender N en la posicidn 25, lo que representa una sustitucion del S de tipo natural
en esta posicion. El polipéptido puede comprender Q o H en la posicion 93, lo que representa una sustitucion del K de
tipo natural en esta posicion. Tal como se ilustra en los Ejemplos descritos posteriormente, se cree que estas sustituciones
en los residuos 25 y 93 estan fuertemente asociadas a mejoras en la afinidad, potencia y/o estabilidad de CTLA-4.

4
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Un motivo de aminoécidos preferido, que se observé en multiples variantes con una elevada potencia, es STQDYPN
(SEQ ID NO: 69). Este motivo, ubicado en los residuos 59-65, estd en una region bucle que parece estar muy préxima a
CD80 y CD86 en la estructura unida. En consecuencia, en ciertos aspectos, un polipéptido de CTLA-4 comprende la SEQ
ID NO: 69 en los residuos 59-65. La numeracion de los residuos es tal y como se muestra en la Figura 1A (fila superior
de numeracion, que comienza en 1) y la Figura 2. Cuando estan presentes inserciones o eliminaciones, la numeracién de
residuos real del polipéptido puede variar respecto a la de la secuencia de referencia. La Figura 1A también muestra la
numeracion Swiss Prot para comparar.

Puede ser también deseable mutar C en la posicion 120, p. €j., sustituyéndolo por S, con el fin de evitar que se forme un
puente disulfuro entre las moléculas de CTLA-4 en esta ubicacion, y para inhibir la dimerizacién de CTLA-4. En otras
situaciones, es deseable retener o promover la dimerizaciéon de CTLA-4 o una multimerizacién superior (p. €j., la formacién
de un tetrdmero). Esto se puede lograr, por ejemplo, mediante la retencion de C120 y/o mediante la adicién de dominios
que dimerizan, tal como conjugando CTLA-4 con una region Fc de IgG. La adicion de este tipo de dominios y la formacion
de macromoléculas que comprenden CTLA-4 se discutira en mas detalle mas adelante.

Un polipéptido de CTLA-4 puede comprender la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 68, o puede comprender la SEQ
ID NO: 68 con una o mas mutaciones. Por ejemplo, un polipéptido de CTLA-4 puede comprender la SEQ ID NO: 68 con
hasta doce mutaciones, hasta diez mutaciones de aminoacidos o hasta cinco mutaciones, p. €j., una, dos o tres
mutaciones de aminodcidos. La SEQ ID NO: 68 se ilustra en la Figura 2, y es una secuencia consenso de residuos
hallada en un grupo de seis polipéptidos de CTLA-4 con una actividad funcional excepcionalmente buena, que se
produjeron tal y como se describe en los Ejemplos. Los seis polipéptidos tienen las secuencias de aminoacidos que se
muestran en la Figura 1A, con las siguientes SEQ ID NOS: SEQ ID NO: 43 (variante 1299), SEQ ID NO: 37 (variante
1322), SEQ ID NO: 38 (variante 1321), SEQ ID NO: 36 (variante 1315), SEQ ID NO: 42 (variante 1115) y SEQ ID NO: 47
(variante 1227). Estas seis secuencias, y variantes con una o mas mutaciones de aminoacidos, por ejemplo, hasta doce,
p. €j., hasta diez mutaciones de aminoacidos, p. €j., hasta cinco mutaciones, p. €j., una, dos o tres mutaciones de
aminoacidos en cualquiera de estas seis secuencias, representan ejemplos de la presente divulgaciéon. Un polipéptido
CTLA-4 puede comprender la secuencia polipeptidica de CTLA-4 "1299" depositada con el n.° de acceso NCIMB 41948
con una o mas mutaciones de aminoacidos, por ejemplo, hasta doce, p. €j., hasta diez mutaciones de aminoacidos, p. €j.,
hasta cinco mutaciones, p. €j., una, dos o tres mutaciones de aminoéacidos.

Los polipéptidos de CTLA-4 de acuerdo con la presente divulgacion pueden comprender o estar constituidos por una
secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 80%, al menos un 85%, al menos
un 90% o al menos un 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad secuencial con la SEQ ID NO: 68, con cualquiera de las
SEQ ID NOS: 36-55, o con la secuencia polipeptidica de CTLA-4 "1299" depositada con el n.° de acceso NCIMB 41948.

La mutacién o mutaciones pueden comprender o estar constituidas por sustituciones de aminoacidos y pueden
seleccionarse opcionalmente entre las siguientes:

T en el residuo 16; P en el residuo 25; | en el residuo 32; G en el residuo 41; G en el residuo 42; E en el residuo 44; V en
el residuo 54; G en el residuo 56; S o P en el residuo 58; A en el residuo 59; P en el residuo 61; G en el residuo 62; Vo T
en el residuo 65; T, Mo H en el residuo 70; V, R, Ko L en el residuo 85; S en el residuo 87; T, E o M en el residuo 93; R,
Q o E en el residuo 104; V en el residuo 106; D o S en el residuo 108; V o F en el residuo 115; S en el residuo 120;
eliminacion en el residuo 51.

Preferentemente, un polipéptido comprende N en la posicion 25 y/o comprende Q o H en la posicion 93. Un polipéptido
puede comprender opcionalmente S en la posicién 120.

Tal como se ha mencionado anteriormente, un polipéptido comprende preferentemente R, |, S o V en la posicién 16; T o
A en la posicion 24; N en la posicion 25; S o G en la posicion 27; M o K en la posicién 54; N o S en la posicion 56; A, L o
G en la posicién 58; T o S en la posicién 59; F o T en la posicion 60; L o Q en la posicién 61; D o Y en la posicién 63; S o
P en la posicion 64; |, N o D en la posicién 65; A o S en la posicion 70; Q o R en la posicion 80; Q, M o S en la posicién
85; Q o H en la posicion 93; y/o C o S en la posicion 120. Por lo tanto, el polipéptido comprende uno o mas, p. €j., al
menos cinco o seis de las siguientes sustituciones de aminoacidos, o todas ellas, respecto a la SEQ ID NO: 35 de CTLA-
4 de tipo natural: R, SoVenl16; T en A24; N en S25; S en G27; Ken M54; Sen N56; Ao Gen L58; Sen T59; Ten F
60; QenlL61;YenD63;PenS64;NoDenl65; Aen S70; Ren Q80; Qo S en M85; Qo H en K93.

Las mutaciones en las SEQ ID NOS: 36-55 comparadas con el tipo natural se ilustran en la Figura 1A. Un polipéptido de
acuerdo con la presente divulgacion puede comprender la SEQ ID NO: 35 de CTLA-4 de tipo natural con una o mas
mutaciones ejemplificadas en estas variantes, por ejemplo, con las combinaciones de las mutaciones presentes en
cualquiera de las SEQ ID NOS: 36-55. Un polipéptido puede comprender opcionalmente mutaciones adicionales tal y
como se ha discutido anteriormente, p. €j., opcionalmente una o dos mutaciones adicionales.

Por ejemplo, un polipéptido puede comprender una combinaciéon de mutaciones seleccionadas entre:
- las mutaciones de 1315, es decir, S en 116; N en S25; G en L58; A en S70; R en Q80; S en M85; y Q en K93;

- las mutaciones de 1322, es decir, N en S25; S en G27; Ken M54; S en N56; Sen T59; Ten F 60; Qen L61;Y
en D63; P en S64; N en 165; y Q en K93;
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- las mutaciones de 1321, es decir, S en [16; N en S25; Ken M54; G en L58; A en S70; R en Q80; S en M85; y
Q en K93;

- las mutaciones de 1115, es decir, V en 116; N en S25; G en L58; A en S70; Q en M85; y Q en K93;

- las mutaciones de 1299, es decir, Ren 116; T en A24; N en S25; S en G27; A en L58; A en S70; Q en M85; y
Qen K93;y

- las mutaciones de 1227, es decir, S en 116; N en S25; S en G27; A en L58; A en S70; Q en M85; y H en K93.

En consecuencia, el polipéptido de CTLA-4 puede ser uno que comprenda la combinacion de residuos sustituidos en
cualquiera de las DEQ ID NOS: 36-55 respecto al tipo natural, por ejemplo, puede comprender:

- S en el residuo 16; N en el residuo 25; G en el residuo 58; A en el residuo 70; R en el residuo 80; S en
el residuo 85; y Q en el residuo 93;

- N en el residuo 25; S en el residuo 27; K en el residuo 54; S en el residuo 56; S en el residuo 59; T en
el residuo 60; Q en el residuo 61; Y en el residuo 63; P en el residuo 64; N en el residuo 65; y Q en el residuo 93;

- S en el residuo 16; N en el residuo 25; K en el residuo 54; G en el residuo 58; A en el residuo 70; R en
el residuo 80; S en el residuo 85; y Q en el residuo 93;

- V en el residuo 16; N en el residuo 25; G en el residuo 58; A en el residuo 70; Q en el residuo 85;y Q
en el residuo 93;

- R en el residuo 16; T en el residuo 24; N en el residuo 25; S en el residuo 27; A en el residuo 58; A en
el residuo 70; Q en el residuo 85; y Q en el residuo 93; o

- S en el residuo 16; N en el residuo 25; S en el residuo 27; A en el residuo 58; A en el residuo 70; Q en
el residuo 85; y H en el residuo 93.

Preferentemente, una mutacién es una sustitucion y puede ser una sustitucion conservadora. Con la expresion "sustitucion
conservadora" se quiere dar a entender la sustitucién de un primer residuo aminoacidico con un segundo residuo
aminoacidico diferente, donde el primer y segundo residuos aminoacidicos tienen cadenas laterales que tienen
caracteristicas biofisicas similares. Las caracteristicas biofisicas similares incluyen la hidrofobicidad, carga, polaridad o
capacidad de proporcionar o aceptar enlaces de hidrégeno. Los ejemplos de sustituciones conservadoras incluyen el
cambio de serina por treonina o triptéfano, glutamina por asparagina, lisina por arginina, alanina por valina, aspartato por
glutamato, valina por isoleucina, asparagina por serina.

Los polipéptidos de acuerdo con la presente divulgacion pueden incluir una o mas de las mutaciones de secuencias de
aminoacidos (sustitucion, eliminacion y/o inserciéon de un residuo aminoacidico) y menos de aproximadamente 15, 14, 13,
12,11,10,9,8,7,6,5,4,302.

Las mutaciones normalmente no provocan una pérdida de funcién, de modo que un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos alterada de esta manera puede retener la capacidad de unirse al CD86 y/o CD80 humanos.
Puede retener la misma funcién o afinidad de unién que un polipéptido en el cual no se hace ninguna alteracion, p. ej.,
segun se mide en un ensayo descrito en la presente.

La mutacién puede comprender reemplazar uno o mas residuos aminoacidicos con un aminoacido que no esté presente
de manera natural o no estandar, modificar uno o mas residuos aminoacidicos para obtener una forma que no esté
presente de manera natural o no estandar, o insertar uno o0 mas aminoacidos que no estén presentes de manera natural
0 no estandar en la secuencia. En otra parte de la presente se describen ejemplos de numeros y ubicaciones de
alteraciones en secuencias de la presente divulgacion. Los aminodacidos que estan presentes de manera natural incluyen
los 20 L-aminoacidos "estandar" identificados como G, A, V, L, I, M, P,F, W, S, T, N, Q, Y, C, K, R, H, D, E mediante sus
codigos estandar de una sola letra. Los aminoacidos no estandar incluyen cualquier otro residuo que pueda incorporarse
en un esqueleto polipeptidico o que sea el resultado de la modificacion de un residuo aminoacidico existente. Los
aminoacidos no estandar pueden estar presentes de manera natural o no estar presentes de manera natural. En la técnica
se conocen varios aminoacidos no estandar que estan presentes de manera natural, tales como 4-hidroxiprolina, 5-
hidroxilisina, 3-metilhistidina, N-acetilserina, etc. [Voet y Voet, Biochemistry, 2.2 edicion, (Wiley) 1995]. Aquellos residuos
aminoacidicos que se derivatizan en su posiciéon N-alfa Unicamente se ubicaran en el extremo N de una secuencia de
aminoacidos. Normalmente en la presente divulgacién un aminoacido es un L-aminoacido, pero puede ser un D-
aminoacido. La alteracion puede comprender, por tanto, modificar un L-aminoacido para obtener un D-aminoacido, o
reemplazarlo con este. También se conocen las formas metiladas, acetiladas y/o fosforiladas de los aminoacidos y, en la
presente divulgacion, los aminoacidos pueden estar sujetos a una modificacion de este tipo.

Las secuencias de aminoacidos en los polipéptidos de la presente divulgacién pueden comprender los aminoacidos no
naturales o no estandar descritos anteriormente. Los aminoacidos no estandar (p. ej., D-aminoacidos) pueden
incorporarse en una secuencia de aminoacidos durante la sintesis, o mediante modificacion o reemplazo de los
aminoacidos estandar "originales" después de la sintesis de la secuencia de aminoacidos.

6
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El uso de aminoacidos no estandar y/o no presentes de manera natural aumenta la diversidad estructural y funcional, y
de esta forma puede aumentar el potencial de lograr las propiedades de neutralizacion y uniéon deseadas. Adicionalmente,
se ha demostrado que los D-aminoacidos y analogos tienen perfiles farmacocinéticos diferentes en comparacion con L-
aminoacidos estandar, debido a la degradacién in vivo de polipéptidos que tienen L-aminoacidos después de la
administraciéon a un animal, p. €j., un ser humano, lo que significa que los D-aminoacidos suponen una ventaja para
algunas aplicaciones in vivo.

Las variantes se pueden generar utilizando mutagénesis aleatoria de uno o mas genes de VH y/o VL seleccionados para
generar mutaciones dentro de todo el dominio variable. Una técnica de este tipo la describen Gram et al. [Gram et al,,
1992, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 89:3576-3580], que utilizaron PCR propensa a errores. Otro método que puede
utilizarse es dirigir la mutagénesis a regiones o ubicaciones en el polipéptido particulares. Este tipo de técnicas las han
publicado Barbas et al. [Barbas et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 91:3809-3813] y Schier et al. [Schier et al., 1996,
J. Mol. Biol. 263:551-567].

Todas las técnicas descritas anteriormente se conocen como tales en la técnica y el experto sera capaz de utilizar tales
técnicas para proporcionar polipéptidos de la presente divulgacion utilizando metodologia habitual en la técnica.

Se pueden utilizar algoritmos para calcular el % de identidad de dos secuencias de aminoacidos incluidos, p. ej., BLAST
[Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 405-410], FASTA [Pearson y Lipman (1988) PNAS USA 85: 2444-2448], o el
algoritmo de Smith-Waterman [Smith y Waterman (1981) J. Mol Biol. 147: 195-197] p. €j., empleando los parametros por
defecto.

De acuerdo con la presente divulgacién, se pueden proporcionar composiciones que contienen polipéptidos de CTLA-4
que tienen una actividad biolégica mejorada tal como una selectividad potenciada por CD80 respecto a CD86, una mayor
afinidad y/o una mayor potencia, y/o pueden presentar una buena reactividad cruzada, una estabilidad mejorada y/o una
semivida prolongada en comparacién con el CTLA-4 de tipo natural. Tal como se ha discutido detalladamente en la
presente, tales propiedades pueden contribuir a una eficacia terapéutica mayor y pueden permitir que se logren beneficios
terapéuticos con una dosis menos frecuente o reducida. La estabilidad mejorada puede facilitar la fabricacion y
formulacién en composiciones farmacéuticas.

Un polipéptido de CTLA-4 de acuerdo con la presente divulgacion se conjuga opcionalmente con una regién Fc de 1gG,
p. €j., como una proteina de fusion. La regiéon Fc se puede modificar para aumentar la semivida in vivo de la molécula y
para contribuir a la estabilidad global de la composicién a la vez que se evitan funciones efectoras de la region Fc no
deseadas. La estabilidad mejorada facilita la formulacion del producto con concentraciones elevadas, p. €j., para la
administracion subcutanea.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. (A) Alineacion de secuencias variantes de CTLA-4 (SEQ ID NOS: 36-55) con CTLA-4 humano de tipo natural
(SEQ ID NO: 35). Las mutaciones respecto al tipo natural se muestran en las celdas sombreadas. La fila superior de la
numeracion, que comienza en 1, es la numeracion a la que se hace referencia en esta memoria descriptiva a menos que
se especifique lo contrario. Debajo se muestra la numeracion Swiss Prot para comparar. (B) Alineacion de las secuencias
de laregion Fc de IgG1 SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59y SEQ ID NO: 60. La fila superior
de la numeracién, que comienza en 1, es la numeracion a la que se hace referencia en esta memoria descriptiva a menos
que se especifique lo contrario. Debajo se muestra la numeraciéon Swiss Prot para comparar.

Figura 2. Secuencia polipeptidica de CTLA-4 SEQ ID NO: 68. Con la numeracion secuencial que comienza en Met como
la posicion 1, la SEQ ID NO: 68 tiene 124 residuos, con variabilidad en los residuos 16, 24, 27, 54, 56, 58, 59, 60, 61, 63,
64, 65, 70, 80, 85y 93. Los residuos aminoacidicos en cada una de estas posiciones variables se seleccionan a partir del
grupo de residuos indicado en cada ejemplo.

Figura 3. Los perfiles de Clso de las variantes de CTLA-4 y del CTLA-4 de tipo natural en un formato de fusién con la
region Fc en: (A) el ensayo celular dual Raji-Jurkat; (B) el ensayo de linfocitos T CD4+ humanos primarios; (C) en ensayo
de reaccion mixto de linfocitos de mono cinomolgo.

Figura 4. Especificidad de variantes de CTLA-4 por CD80 y CD86 en comparacion con otros ligandos proteicos
relacionados. (A) variante 1299. (B) variante 1322.

Figura 5. Demostracion de la funcion efectora nula (ADCC y CDC) para variantes de CTLA-4 con una modificacion TM y
YTE. (A) ADCC. (B) CDC.

Figura 6. Mejoras en la afinidad monovalente por CD80 y CD86 de las variantes de CTLA-4, en comparacion con el CTLA-
4 de tipo natural en formato de fusién con la regién Fc.

Figura 7. (A) Constructo disefiado para la proteina CTLA-4 tetramérica. (B) Comparacién de la potencia en el ensayo Raji
Jurkat para el CTLA-4 de tipo natural en el formato de fusion con la region Fc versus el CTLA-4 tetramérico.

Descripcion detallada
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La numeracion de los residuos de CTLA-4 que se utiliza a lo largo de esta memoria descriptiva es tal y como se muestra
en la Figura 1A (fila superior, numeracion de la secuencia) y la Figura 2, a menos que se afirme lo contrario. CTLA-4 tiene
una secuencia lider que se escinde y se separa y son posibles al menos dos sistemas de numeracion diferentes de la
proteina madura. La secuencia de CTLA-4 puede comenzar con, entre otros, Ala en la posicion 1 (US 5.434.131) o con
Met en la posicidn 1 (Larsen et al., Am. J. Transplantation (2005) 5:443-453). A menos que el contexto dicte claramente
lo contrario, el sistema de numeracion utilizado en la presente es aquel en el que la posicién 1 es Met. Esto también
corresponde a la numeracion que se utiliza generalmente para referirse a los residuos del producto Abatacept.

La numeracion de los residuos de la regién Fc que se utiliza a lo largo de esta memoria descriptiva es tal y como se
muestra en la Figura 1B (fila superior, que comienza en 1), a menos que se afirme lo contrario.

Potencia biologica

El CTLA-4 soluble compite con el CD28 expresado en la superficie de los linfocitos T, inhibe la unién de los ligandos CD80
(B7.1) y CD86 (B7.2) al CD28 que de otro modo provocaria la coestimulacion y activacion del linfocito T. Por lo tanto, el
CTLA-4 soluble inhibe la activacion de los linfocitos T. La potencia de esta inhibicion por parte del CTLA-4 soluble exégeno
se puede determinar por ensayos in vitro. El CTLA-4 se puede conjugar opcionalmente con otra molécula, p. €j., como
una proteina de fusion. Por ejemplo, la region Fc de IgG puede estar presente, tal como se describe en otra parte de la
presente. El ensayo se puede utilizar para determinar cualitativamente si un polipéptido de CTLA-4 es mas o menos
potente que el de tipo natural, utilizando CTLA-4 de tipo natural (opcionalmente conjugado con la regién Fc, como puede
ser el caso) como un control, y también puede proporcionar informacion cuantitativa en lo que respecta a la magnitud de
la diferencia de potencia. En la técnica hay constancia de métodos para llevar a cabo tales ensayos y para analizar la
importancia estadistica de los datos para producir de manera fiable informacién cualitativa o cuantitativa.

La unién de un polipéptido de CTLA-4 se puede medir mediante la produccion de IL-2, ya que la unién de CTLA-4 a CD80
y CD86 atenua la produccion de IL-2. Los ensayos adecuados pueden comprender detectar la cantidad de IL-2 producida,
por ejemplo, por ELISA.

La reduccién en la cantidad de la produccion de IL-2 puede ser parcial o total. Un polipéptido de CTLA-4 puede reducir
la produccién de IL-2 en al menos un 50%, 75% o 80%, mas preferentemente al menos un 85%, 90% o 95%, con las
concentraciones estudiadas.

Se puede utilizar un ensayo celular dual para identificar los polipéptidos de CTLA-4 con una potencia mayor que la del
tipo natural. Los polipéptidos de CTLA-4 se someten a ensayo para medir la inhibicion de la sefalizacion. El cultivo
conjunto de los linfocitos T que expresan CD28 (p. €j., células Jurkat) y los linfocitos B que expresan CD80 y CD86 (p. €j.,
células Raiji) da como resultado la produccién de IL-2, debido a la interaccion entre CD28 y los ligandos CD80 y CD86 en
presencia de fitohemaglutinina (PHA, por sus siglas en inglés). El IL-2 se detecta posteriormente mediante ELISA.
Remitase al Ejemplo 3 para un ejemplo practico detallado de este ensayo.

Los ensayos de activacion de linfocitos T humanos primarios se pueden utilizar para evaluar adicionalmente la potencia
de los polipéptidos seleccionados. Los polipéptidos de CTLA-4 se pueden clasificar segun su capacidad para inhibir la
secrecion de IL-2 mediada por CD80/86 de los linfocitos T CD4+ humanos primarios. Los polipéptidos de CTLA-4 también
se pueden clasificar segun su capacidad para inhibir la proliferacion estimulada por anti-CD3 de los linfocitos CD4+
humanos en presencia de células Raji que expresan CD80 y CD86. La proliferacién también se puede someter a ensayo
utilizando un ensayo luminiscente homogéneo (ATP lite). Una ventaja de este ensayo es que mide la potencia de los
polipéptidos de CTLA-4 para bloquear la activacion de los linfocitos CD4+ humanos primarios. Remitase al Ejemplo 4
para un ejemplo practico detallado de este ensayo.

Se ha demostrado que ciertos polipéptidos de CTLA-4 de acuerdo con la presente divulgacion se unen a CD80 y CD86
con una potencia elevada en un ensayo que mide la activacion de linfocitos T. Los polipéptidos de CTLA-4 bloquean los
ligandos CD80 y CD86 y de este modo previenen la activacion de sefiales adicional procedente de estas moléculas y
conducen a una produccién de IL-2 reducida.

La potencia de los polipéptidos de CTLA-4 se puede determinar o medir utilizando uno o mas ensayos conocidos por el
experto en la técnica y/o segun se describe o se hace referencia en la presente. La potencia es una medida de la actividad
expresada segun la cantidad requerida para producir un efecto. Normalmente, se compara una titulacion de un polipéptido
en un ensayo celular y se presentan los valores de Clso. En ensayos funcionales, la Clso es la concentraciéon de un
producto que reduce una respuesta bioldgica a un 50% de su maximo. La Clso puede calcularse trazando el gréafico del %
de la respuesta biolégica maxima en funcion del log de la concentracién del producto, y utilizando un programa de
software, tal como Prism (GraphPad) para ajustar una funcién sigmoidea a los datos para generar los valores de Clso.
Cuanto mas bajo sea el valor de Clso, méas potente seréa el producto.

Los polipéptidos de CTLA-4 se pueden describir como polipéptidos que tienen una mayor potencia ya que se necesita
menos cantidad en comparacion con un polipéptido de CTLA-4 de referencia (p. €j., tipo natural), para producir la inhibicion
de la produccion de IL-2. Esto también se refleja en los valores de Clso presentados. Los polipéptidos de CTLA-4
preferidos tienen una potencia mayor en comparacion con el CTLA-4 de tipo natural humano (SEQ ID NO: 35).
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Un polipéptido de CTLA-4 de acuerdo con la presente divulgacion puede tener una mayor potencia que el CTLA-4 de tipo
natural que comprende la SEQ ID NO: 35, donde la potencia es una reduccion en la Clso en un ensayo de la produccion
de IL-2 utilizando linfocitos T activados por linfocitos B. La potencia puede ser al menos 10 veces, al menos 15 veces, al
menos 20 veces, al menos 30 veces, al menos 40 veces o0 al menos 50 veces superior a la del tipo natural. Tal como se
describe en los Ejemplos en la presente, se mostré que un polipéptido de SEQ ID NO: 36 (variante 1315) tenia una
potencia aproximadamente 120 veces superior a la del CTLA-4 de tipo natural. La potencia puede ser, por ejemplo, de
hasta 150 veces, de hasta 130 veces, de hasta 120 veces, de hasta 100 veces, de hasta 80 veces, de hasta 70 veces o
de hasta 60 veces superior a la del tipo natural. La mejora de la potencia puede estar, por ejemplo, en el intervalo de 10
veces a 100 veces superior a la del tipo natural.

La potencia de un polipéptido de CTLA-4 se puede determinar haciendo referencia a las secuencias polipeptidicas de
CTLA-4 ejemplificadas en la presente, en vez de (0 asi como) haciendo referencia al tipo natural, p. €j., la potencia se
puede comparar con cualquiera de las siguientes: SEQ ID NO: 37 (variante 1322), SEQ ID NO: 38 (variante 1321), SEQ
ID NO: 43 (variante 1299), SEQ ID NO: 36 (variante 1315), SEQ ID NO: 42 (variante 1115), SEQ ID NO: 47 (variante
1227) o la variante 1299 segun la codifica el acido nucleico depositado con el n.° de acceso NCIMB 41948. Por lo tanto,
una de estas variantes de CTLA-4 se puede utilizar como un control en el ensayo. Un polipéptido de CTLA-4 puede ser
al menos tan potente como una o mas de estas variantes, p. ej., al menos tan potente como la SEQ ID NO: 43 (variante
1299) o la SEQ ID NO: 47 (variante 1227). Un polipéptido de CTLA-4 puede tener una potencia que es aproximadamente
igual o inferior a la potencia de la SEQ ID NO: 36 (variante 1315).

Afinidad

La afinidad de un polipéptido de CTLA-4 para unirse a CD80 o CD86 se puede determinar como afinidad monovalente,
utilizando la resonancia de plasmones superficiales para determinar la Kd. Remitase al Ejemplo 8 para un ejemplo
practico de la utilizacion de la resonancia de plasmones superficiales para medir la afinidad de unién y para determinar la
Kd. La Kd resultante se puede comparar con la SEQ ID NO: 35 del CTLA-4 de tipo natural o comparar con la de una de
las siguientes secuencias de los polipéptidos de CTLA-4: SEQ ID NO: 37 (variante 1322), SEQ ID NO: 38 (variante 1321),
SEQ ID NO: 43 (variante 1299), SEQ ID NO: 36 (variante 1315), SEQ ID NO: 42 (variante 1115), SEQ ID NO: 47 (variante
1227) o la variante 1299 segun la codifica el acido nucleico depositado con el n.° de acceso NCIMB 41948 para determinar
la afinidad relativa. Un polipéptido de CTLA-4 puede tener una afinidad superior para unirse al CD86 humano y/o al CD80
humano, en comparacion con la afinidad del CTLA-4 de tipo natural.

Un polipéptido de CTLA-4 puede tener una afinidad para unirse al CD80 humano que es superior a la del CTLA-4 de tipo
natural, p. ej., al menos 10 veces, al menos 15 veces, al menos 20 veces, al menos 30 veces, al menos 40 veces, al
menos 50 veces, al menos 100 veces o al menos 140 veces superior a la del tipo natural. El polipéptido de CTLA-4 puede
tener al menos la afinidad para unirse al CD80 humano de una o mas de las siguientes secuencias: la SEQ ID NO: 43, la
SEQ ID NO: 37, la SEQ ID NO: 38, la SEQ ID NO: 36, la SEQ ID NO: 42 y la SEQ ID NO: 47 o al menos la afinidad de la
variante de CTLA-4 1299 tal como la codifica el acido nucleico depositado con el n.° de acceso NCIMB 41948. Un
polipéptido de CTLA-4 puede tener una afinidad para unirse al CD80 humano que es aproximadamente igual o inferior a
la afinidad de la SEQ ID NO: 37. La Kd para unirse al CD80 humano puede ser 50 nM o inferior, p. ej., 25 nM o inferior,
20 nM o inferior o 10 nM o inferior. Por ejemplo, la Kd puede estar comprendida en el intervalo entre 5 y 50 nM.

Un polipéptido de CTLA-4 puede tener una afinidad para unirse al CD86 humano que es superior a la del CTLA-4 de tipo
natural, p. €j., al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces o al menos 10 veces superior a
la del tipo natural. El polipéptido de CTLA-4 puede tener al menos la afinidad para unirse al CD86 humano de una o mas
de las siguientes secuencias: la SEQ ID NO: 43, la SEQ ID NO: 37, la SEQ ID NO: 38, la SEQ ID NO: 36, la SEQ ID NO:
42 y la SEQ ID NO: 47 o al menos la afinidad de la variante de CTLA-4 1299 tal como la codifica el acido nucleico
depositado con el n.° de acceso NCIMB 41948. Un polipéptido de CTLA-4 puede tener una afinidad para unirse al CD86
humano que es aproximadamente igual o inferior a la afinidad de la SEQ ID NO: 37. La Kd para unirse al CD86 humano
puede ser 2 uM o inferior, p. ej., 1.5 uM o inferior o 1 uM o inferior. Por ejemplo, la Kd puede estar comprendida en el
intervalo entre 0.5y 2 uM.

Selectividad por CD80 respecto a CD86

Los polipéptidos de CTLA-4 descritos en la presente se pueden unir tanto a CD80 como a CD86, pero se pueden unir
selectivamente a CD80, con preferencia respecto a CD86. Hay constancia de que el CTLA-4 de tipo natural tiene una
afinidad superior para unirse a CD80 en comparacion con CD86, y un polipéptido de CTLA-4 de acuerdo con la presente
divulgacion también puede tener una afinidad superior para unirse a CD80 que para unirse a CD86. Sin embargo, un
polipéptido de CTLA-4 puede tener una selectividad superior para unirse a CD80 con preferencia respecto a CD86, en
comparacion con el CTLA-4 de tipo natural. Por ejemplo, en los ensayos de resonancia de plasmones superficiales, tal
como se describe en la presente, el CTLA-4 de tipo natural exhibié una afinidad aproximadamente 4 veces superior para
unirse a CD80 que para unirse a CD86. Por el contrario, los polipéptidos de CTLA-4 pueden exhibir una afinidad méas de
10 veces, mas de 20 veces, mas de 30 veces, mas de 40 veces o mas de 50 veces superior para unirse a CD80 que para
unirse a CD86. Por ejemplo, un polipéptido de CTLA-4 puede exhibir una afinidad hasta 120 veces o 130 veces superior
para unirse a CD80 que para unirse a CD86. Por lo tanto, cuando se compara con la afinidad del CTLA-4 de tipo natural,
un polipéptido de CTLA-4 puede exhibir un aumento superior en la afinidad de unién a CD80 que a CD86. La preferencia
selectiva por CD80 respecto a CD86 se puede observar con el CD80 humano y el CD86 humano.
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Ademas, la misma preferencia selectiva se puede retener con CD80 y CD86 procedentes de mono cinomolgo. La
diferencia en numero de veces de la afinidad para unirse a CD80 respecto a CD86 puede ser aproximadamente igual
para CD80 y CD86 humano y cinomolgo.

Las mejoras en la afinidad para unirse a CD80 deberian conferir un perfil biolégico mejor para un uso médico. Uniéndose
a CD80, que ha experimentado un aumento regulado en las células presentadoras de antigeno en el contexto de una
respuesta inmunitaria activa, CTLA-4 inhibe la unién de CD80 al CD28 de los linfocitos T, y bloquea de esta manera la
sefal de activacion al linfocito T. Por lo tanto, el polipéptido de CTLA-4 se puede utilizar para atenuar la respuesta de
linfocitos T in vivo y para tratar afecciones en las que esto es beneficioso, tal como se describe en otra parte de la presente.

Modificando un polipéptido de CTLA-4 que se dirige a CD80 selectivamente respecto a CD86, se pueden obtener
ganancias en la afinidad muy grandes para la unién a CD80. Aunque la bibliografia no resulta concluyente respecto a las
funciones relativas de CD80 y CD86, los polipéptidos de la presente divulgacion se unen selectivamente a CD80 respecto
a CD86 y exhiben excelentes perfiles biolégicos adecuados para su uso terapéutico, tal como se muestra en los diversos
ensayos. Sin cefirse a ninguna teoria, los atributos de los polipéptidos de CTLA-4 de la presente pueden ser atribuibles
al menos en parte a la afinidad elevada para unirse a CD80 y/o a la unién preferencial de CD80 respecto a CD86.

Diversos datos sefialan hacia una funcién de CD80 en el suministro de una sefial de activacion mayor a los linfocitos T.
Por ejemplo:

las células CHO transducidas con CD80 inducen un incremento en la produccién de IL-2 de linfocitos T humanos primarios
en comparacion con las células CHO transducidas con CD86 (Slavik et al. JBC 274(5):3116-3124 1999);

CD80 induce un incremento en la actividad del factor de transcripciéon AP-1 y NFkB en comparacion con CD86 en los
linfocitos T Jurkat (factores importantes para la producciéon de citocinas tales como IL-2) (Olsson et al. Int. Immunol.
10(4):499-506 1998);

CD80 induce un incremento en la expresion de CD25 en los linfocitos T CD8+ que interaccionan con las células dendriticas
infectadas por virus en comparacion con CD86 (importante para la supervivencia y proliferacion de los linfocitos T)
(Pejawar-Gaddy y Alexander-Miller J. Immunol. 177:4495-4502 2006); y

en un modelo murino de asma alérgica, que utiliza una molécula de CTLA-4 Ig mutada, se observé que CD80, pero no
CD86, era un controlador principal de la eosinofilia pulmonar (Harris et al. J. Exp. Med. 185(1) 1997).

Incrementando preferentemente la afinidad de CTLA-4 por CD80 se puede conseguir de este modo una mejor inhibicion
de la activacién de los linfocitos T actuando sobre la ruta mas eficiente de activacion de los linfocitos T por CD80.

Ademas, existe cierta evidencia de que la sefalizacién de CD86 puede tener un efecto antiinflamatorio beneficioso en
algunos modelos de enfermedades. Por ejemplo, en un modelo de septicemia en ratones, se observé que la gravedad y
mortalidad estaban asociadas con el aumento regulado de CD80 y el descenso regulado concomitante de CD86 (Nolan
et al. PLoS ONE 4(8):6600 2009). Por lo tanto, una union selectiva de CD80 respecto a CD86 puede proporcionar una
ventaja debido a que puede inhibir la unién de CD80 a CD28, a la vez que reduce la interacciéon de CD28 en menor grado.

En las articulaciones de pacientes con artritis reumatoide se pueden encontrar tanto células con CD80 como células con
CD86, y la unién de estas dos moléculas B7 puede contribuir a la eficacia terapéutica, a la vez que la selectividad por
CD80 respecto a CD86 puede contribuir adicionalmente a efectos cuantitativos y cualitativos deseables en la inhibicion
de la activacion de linfocitos T. En consecuencia, los polipéptidos de CTLA-4 de la presente divulgacion se pueden unir
tanto a CD80 como a CD86, y pueden tener una afinidad superior por CD80 que la del CTLA-4 de tipo natural, y también
pueden tener una afinidad superior por CD86 que la del CTLA-4 de tipo natural.

Reactividad cruzada

Preferentemente, los polipéptidos de CTLA-4 de acuerdo con la presente divulgacion retienen el perfil de reactividad
cruzada del CTLA-4 de tipo natural.

Un polipéptido de CTLA-4 puede mostrar una reactividad cruzada para unirse a CD80 y CD86 murinos y/o cinomolgos,
asi como a CD80 y CD86 de humanos. La diferencia en la afinidad por CD80 cinomolgo en comparacién con CD80
humano puede estar comprendida en 10 veces, comprendida en 5 veces, comprendida en 2 veces, comprendida en 1.5
veces o comprendida en 1.2 veces. La diferencia en la afinidad por CD86 cinomolgo en comparacion con CD86 humano
puede estar comprendida en 10 veces, comprendida en 5 veces, comprendida en 2 veces, comprendida en 1.5 veces o
comprendida en 1.2 veces. La diferencia en la afinidad por CD80 murino en comparaciéon con CD80 humano puede estar
comprendida en 10 veces, comprendida en 5 veces, comprendida en 2 veces, comprendida en 1.5 veces o comprendida
en 1.2 veces. La diferencia en la afinidad por CD86 murino en comparaciéon con CD86 humano puede estar comprendida
en 10 veces, comprendida en 5 veces, comprendida en 2 veces, comprendida en 1.5 veces o comprendida en 1.2 veces.

Un polipéptido de CTLA-4 puede inhibir la activacién de linfocitos T cinomolgos, p. €j., medida como inhibicion de la
produccion de IL-2 en una reacciéon mixta de linfocitos utilizando células mononucleares sanguineas periféricas
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procedentes de monos cinomolgos. El polipéptido puede mostrar una potencia mayor que la del CTLA-4 de tipo natural
en un ensayo para inhibir la activacion de linfocitos T cinomolgos.

En el Ejemplo 8 se muestran datos sobre la reactividad cruzada entre especies, por ejemplo, para los polipéptidos de
CTLA-4 de la presente divulgacion.

Un polipéptido de CTLA-4 puede mostrar una union especifica a CD80 y CD86 con preferencia respecto a otras proteinas
relacionadas de la familia B7. Por lo tanto, puede haber una ausencia de reactividad cruzada con PD-L2, B7-H1, B7-H2,
B7-H3 y B7-H3B.

En la técnica hay constancia de ensayos para determinar la especificidad. Por ejemplo, se puede utilizar un
enzimoinmunoensayo. Remitase al Ejemplo 6 para un ejemplo practico de un ensayo adecuado.

Estabilidad

Un polipéptido de CTLA-4 retiene preferentemente al menos la estabilidad del CTLA-4 de tipo natural y es preferentemente
mas estable que el tipo natural, p. €j., segun se mide para el CTLA-4 solo o CTLA-4 conjugado (p. €j., fusionado) con una
region Fc tal como se describe posteriormente.

Se cree que los conjugados CTLA-4 Fc mas estables ("CTLA-4 Ig") seran mas capaces de tolerar la formulacién con las
concentraciones elevadas (p. ej., 2100 mg/mL) requeridas para el suministro subcutaneo.

La estabilidad se puede estudiar en un ensayo de degradacion. Normalmente, esto comprende incubar el producto a una
temperatura fijada (p. €j., 5 °C o 25 °C) durante un periodo de tiempo, p. €j., durante un mes, y determinar el grado de
pérdida de pureza (grado de degradacién) a lo largo de ese mes. La agregacion y/o fragmentacion puede contribuir a la
pérdida de pureza, y cada una se puede medir por separado para determinar un porcentaje, de dos valores que
contribuyen al % de la pérdida de pureza. En el Ejemplo 9y el Ejemplo 10 se exponen ejemplos practicos de ensayos de
degradacion.

Un polipéptido de CTLA-4 con una estabilidad mejorada puede ser mas manejable para las vias de administracion tales
como la administracion subcutanea debido a la agregacion reducida, que no solo aumenta la eficacia sino que también
reduce el riesgo de inducir anticuerpos de unién o neutralizacién.

Conjugacion con Fc

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona una molécula de CTLA-4 Ig con una afinidad optimizada,
opcionalmente con una semivida prolongada (p. ej., que incluye una mutacion YTE, descrita adicionalmente en la
presente), para la formulacion subcutanea o intravenosa, y para una dosificacion mensual, con un intervalo de 28 dias o
menos frecuente para el tratamiento de RA de moderada a grave u otras afecciones segun se describen.

La presente divulgacion proporciona un polipéptido que consiste en una secuencia polipeptidica de CTLA-4 o que
comprende una secuencia peptidica o polipeptidica o que esta conjugado con ella, p. €j., a una molécula que es un
anticuerpo o una parte de una molécula que es un anticuerpo. Por ejemplo, un polipéptido de CTLA-4 puede conjugarse
con una secuencia de aminoacidos de la regiéon Fc de un anticuerpo, p. €j., la region Fc de IgG. Una region Fc comprende
una bisagra y una region CH2 y CH3. Preferentemente, la IgG es IgG humana, p. €j., IgG1, 1IgG2 o IgG4.

Hay constancia de variantes alotipicas de |gG1. Preferentemente, una region Fc de IgG1 comprende E en el residuo 142
y M en el residuo 144 (numeracion correspondiente a la SEQ ID NO: 56, que comienza en 1 tal y como se muestra en la
Figura 1). Este alotipo esta bien representado en la poblacién general. Una region Fc de IgG1 alternativa, que representa
un alotipo diferente, comprende D en el residuo 142 y L en el residuo 144. Este alotipo se emplea en Abatacept.

La secuencia de aminoacidos de la region Fc de IgG puede comprender la secuencia de aminoacidos de la regién Fc de
IgG humana (p. €j., IgG1 o IgG4) con ciertas mutaciones. Por ejemplo, cuando la IgG humana es IgG1, la secuencia de
aminoacidos puede estar mutada para reducir o anular las funciones efectoras de la region Fc, p. €j., la citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC, por sus siglas en inglés) y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC, por sus siglas eninglés). La eliminacion de las funciones efectoras de la region Fc se puede confirmar en ensayos
habituales conocidos. Remitase al Ejemplo 7 para ensayos ilustrativos para determinar ADCC y CDC.

Hay constancia de que la funcién efectora de la IgG1 se puede reducir por la mutacion de la region bisagra de Fc de IgG1.
Un ejemplo de esto se encuentra en el constructo CTLA-4 - region Fc de IgG1 de Abatacept, que incorpora una secuencia
bisagra mutada en la regién Fc de IgG1, en la cual el C de tipo natural esta mutado en S. La regién de IgG1 de Abatacept
incluye una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 71, que corresponde a una secuencia de aminoacidos de la region
Fc de 1I9G1 humana de tipo natural SEQ ID NO: 70 con el C de tipo natural que esta sustituido por S. Las sustituciones
estan en los residuos 6, 12 y 15 de la region Fc.

SEQIDNO: 70 VEPKSCDKTHTCPPCPAPE
SEQIDNO: 71 QEPKSSDKTHTSPPSPAPE
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En el contexto de la presente divulgacion se ha descubierto sorprendentemente que esta mutacion reduce la estabilidad
del dominio Fc, de modo que la molécula de fusion CTLA4 - regién Fc de IgG1 de Abatacept tiene una estabilidad global
menor que una molécula de fusion CTLA-4 - region Fc de IgG1 en la cual se utiliza la secuencia de la region Fc de IgG1
de tipo natural. Esta pérdida de estabilidad es indeseable, pero sin embargo es importante para reducir o evitar la funcion
efectora de la region Fc de IgG1.

Una region Fc conjugada con un polipéptido de CTLA-4 de la presente divulgacion preferentemente no comprende la SEQ
ID NO: 71. Preferentemente, se retienen las cisteinas en los residuos 6, 12 y/o 15 de la regidon Fc. Preferentemente, un
conjugado CTLA-4 - Fc de acuerdo con la presente divulgacién comprende una region bisagra de Fc de IgG1 humana de
tipo natural. Preferentemente, la region Fc comprende la SEQ ID NO: 70. La regién Fc puede ser la regién Fc del
polipéptido de CTLA4-Ig 1299 segun lo codifica el acido nucleico depositado con el n.° de acceso NCIMB 41948.

Aunque la vuelta de la region Fc de Abatacept al tipo natural elimina la inestabilidad provocada por la mutacién Fc, esta
también restaura las funciones efectoras de la region Fc de IgG1, que son indeseables en muchas aplicaciones
terapéuticas. En consecuencia, esta mutacion mejora la estabilidad del dominio Fc de Abatacept pero Unicamente a
expensas de reintroducir la indeseable funcién efectora.

Se pueden utilizar otras regiones Fc de IgG con una funcién efectora menor o nula, p. €j., de IgG2.

La presente divulgacion proporciona una manera de utilizar la regién Fc de IgG1 que carece de funciones efectoras, a la
vez que supera el problema de la estabilidad reducida inherente a la mutacion de Abatacept. Una regién Fc de acuerdo
con la presente divulgacion puede ser una region Fc de IgG1 que comprende una mutacion triple (TM, por sus siglas en
inglés) L20F, L21E, P117S (Oganesyan et al. 2008 Acta Crystallogr D Biol Crystallogr. 64:700-4). Esta mutacion reduce
la funcion efectora de la region Fc sin reducir la estabilidad. En consecuencia, un dominio Fc de este tipo facilita la
formulacion de los constructos de CTLA-4 - Fc con concentraciones elevadas, que son adecuadas para la produccién de
composiciones para la administraciéon subcutanea.

Todavia se pueden conseguir mas beneficios mediante la incorporacion de una mutacién "YTE" en la regién Fc
(Dall'Acqua et al., 2006 J Biol Chem. 281:23514-24). La mutacion YTE proporciona una semivida in vivo prolongada, que
puede mejorar la eficacia terapéutica y/o puede permitir que se consigan beneficios terapéuticos con una dosificacion
reducida o menos frecuente, tal como una dosificacion mensual. Un dominio Fc utilizado en los productos de la presente
divulgacion puede comprender Y en el residuo 38, T en el residuo 40 y E en el residuo 42. Esto representa una mutacion
M38Y, S40T, T42E de la region Fc de IgG1 humana.

Aparte de la mutacion triple y/o YTE mencionadas anteriormente, se prefiere que los otros residuos del dominio Fc sean
residuos de IgG humana de tipo natural. Hay constancia de algunas variaciones en la region Fc de IgG1 humana, y la
region Fc puede comprender cualquier IgG1 humana con la mutacion triple y/o YTE.

Preferentemente, un polipéptido de CTLA-4 se conjuga con una secuencia de aminoacidos de la region Fc de IgG1 SEQ
ID NO: 59. Esta incluye una regién bisagra de Fc de IgG1 humana, carece de la mutacién de Abatacept de C en S,
incorpora la mutacion triple para reducir la funcion efectora e incluye la prolongacién de la semivida de YTE.

Las regiones Fc mejoradas descritas en la presente se pueden utilizar junto con el CTLA-4 de tipo natural, pero
proporcionan aun mas beneficios cuando se conjugan con un polipéptido de CTLA-4 de acuerdo con la presente
divulgacion. Un polipéptido de CTLA-4 se puede conjugar en su extremo C con el extremo N de una regién Fc,
opcionalmente mediante uno o0 mas aminoacidos de conexién o mediante un péptido conector. Preferentemente, el
conjugado es una proteina de fusion CTLA-4 - Fc.

Por ejemplo, un polipéptido de CTLA-4 que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 43, la SEQ ID NO: 37,
la SEQ ID NO: 38, la SEQ ID NO: 36, la SEQ ID NO: 42 o la SEQ ID NO: 47 se puede conjugar con una secuencia de
aminoacidos de la regién Fc de IgG SEQ ID NO: 59 o con la secuencia de aminoacidos de la regién Fc de IgG SEQ ID
NO: 60.

Una proteina de fusién CTLA-4 - regién Fc de IgG de acuerdo con la presente divulgacion puede comprender la SEQ ID
NO: 13, 1a SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 12, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO: 15 0 la SEQ ID NO: 16.

El polipéptido 1299 de CTLA-4 - region Fc de IgG codificado por el acido nucleico depositado con el n.° de acceso NCIMB
41948 es un aspecto de la presente divulgacion. El polipéptido 1299 de CTLA-4 codificado por el acido nucleico depositado
con el n.° de acceso NCIMB 41948 puede conjugarse de manera alternativa con una region Fc diferente si se desea.

Productos del polipéptido de CTLA-4

Los polipéptidos de CTLA-4, incluido el CTLA-4 - Fc, pueden ser monoméricos o multiméricos, p. €j., diméricos, triméricos,
tetrameéricos o pentaméricos. Tal como se ha discutido en otra parte en la presente, CTLA-4 puede formar dimeros. Esta
dimerizacién natural puede promoverse conjugando el CTLA-4 a un dominio Fc o a otro dominio dimerizante.

Los multimeros polipeptidicos que comprenden una pluralidad de polipéptidos de CTLA-4 son un aspecto de la presente
divulgacion. La pluralidad de polipéptidos de CTLA-4 en el multimero pueden ser idénticos o diferentes entre si. Un
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multimero puede comprender algunos polipéptidos idénticos y/o algunos polipéptidos diferentes. Un multimero puede
comprender uno o mas polipéptidos de CTLA-4 de acuerdo con la presente divulgacion, y uno o mas polipéptidos
diferentes. El polipéptido o los polipéptidos diferentes pueden incluir, por ejemplo, un CTLA-4 de tipo natural y/o un
polipéptido que no es un polipéptido de CTLA-4.

El multimero puede ser un dimero que comprende dos polipéptidos de CTLA-4 de acuerdo con la presente divulgacion,
que pueden ser idénticos (un homodimero) o diferentes (un heterodimero).

El multimero puede ser un tetramero que comprende cuatro polipéptidos de CTLA-4 de acuerdo con la presente
divulgacion, que pueden ser todos ellos idénticos (un homotetramero) o pueden incluir uno o mas polipéptidos de CTLA-
4 diferentes de acuerdo con la presente divulgacion (un heterotetramero). El multimero puede ser un tetramero que
comprende dos polipéptidos de CTLA-4 de acuerdo con la presente divulgacion (idénticos o diferentes entre si) y otros
dos polipéptidos de CTLA-4, tales como el CTLA-4 de tipo natural.

Cuando el CTLA-4 esta en forma multimérica, el polipéptido de CTLA-4 esta conjugado opcionalmente con una regién Fc
de inmunoglobulina y/o una molécula que es un anticuerpo. El conjugado puede o no incluir un sitio de unién antigeno
anticuerpo, un domino VH o un dominio VL.

Un aspecto de la presente divulgacion es un conjugado que comprende uno o mas, p. €j., dos, tres, cuatro o cinco
polipéptidos de CTLA-4 y una molécula que es un anticuerpo o un dominio de anticuerpo, preferentemente humanos. Los
dominios de CTLA-4 dimerizados se pueden conjugar con pares de cadenas pesada-ligera de un anticuerpo. Una
molécula que es un anticuerpo puede comprender dos pares de cadenas pesada-ligera, comprendiendo cada cadena
pesada un dominio VH y uno o mas dominios de cadena pesada constantes (p. ej., CH1, CH2 y CH3), y comprendiendo
cada cadena ligera un dominio VL y una regién constante de la cadena ligera, donde los dos pares de cadenas pesada-
ligera estan unidos mediante dimerizacion de los dominios constantes de cadena pesada y donde los cuatro polipéptidos
de CTLA-4 estan conjugados con la molécula que es un anticuerpo, estando un CTLA-4 unido a cada uno de los cuatro
dominios variables. Una regidn constante de la cadena ligera puede ser una cadena ligera lambda o kappa. Se pueden
unir un par de moléculas CTLA-4 a cada par de dominios VH-VL, donde el polipéptido de CTLA-4 unido al dominio VH
forma un dimero con el polipéptido de CTLA-4 unido al dominio VL. Preferentemente, se fusiona el extremo C de CTLA-
4 con el extremo N del dominio VH o VL. Preferentemente, el apareamiento de VH y VL no conferiria ninguna union a
antigenos humanos conocidos.

Opcionalmente, parte o todo el dominio VH y/o VL del anticuerpo se elimina, de modo que un polipéptido de CTLA-4 se
incluye en lugar del dominio VH y/o VL, o en lugar de una parte de estos. En consecuencia un dimero puede comprender
un par de polipéptidos de CTLA-4, uno fusionado con una regién constante de la cadena ligera de un anticuerpo y uno
fusionado a una region constante de la cadena pesada de un anticuerpo. Un tetramero puede comprender, en
consecuencia, dos pares de polipéptidos de CTLA-4, donde cada par comprende un polipéptido de CTLA-4 fusionado con
una region constante de la cadena ligera de un anticuerpo y un polipéptido de CTLA-4 fusionado con una region constante
de la cadena pesada de un anticuerpo. Tal como se ha mencionado anteriormente, una regién constante de la cadena
pesada comprende uno o mas dominios constantes de la cadena pesada, p. ej., CH1, CH2 y CHS3, y una region constante
de la cadena ligera puede ser lambda o kappa.

La presente divulgacion también incluye pentameros de CTLA4. Se pueden ensamblar cinco polipéptidos de CTLA4 para
formar un pentamero, opcionalmente mediante pentamerizacion de las regiones Fc de un anticuerpo unidas. La formacion
del pentamero se facilita utilizando la region Fc de IgM, que es pentamérica de manera natural. Por lo tanto, los cinco
polipéptidos de CTLA4-Fc que incluyen la regiéon Fc de IgM, preferentemente IgM humana, se pueden disponer como un
pentamero. Se ha descrito el CTLA4 pentamérico (Yamada et al. Microbiol. Immunol. 40(7):513-518 1996).

Los polipéptidos comprendidos en un multimero se pueden unir covalentemente, p. ej., mediante enlaces disulfuro. Los
enlaces covalentes pueden estar presentes entre el polipéptido de CTLA4 y/o entre la region Fc unida al polipéptido de
CTLA-4. Cuando se emplean regiones Fc y/u otros dominios de anticuerpos, se pueden unir los polipéptidos del mismo
modo que ocurre de manera natural para tales dominios Fc y/u otros dominios de anticuerpos. La formacion de enlaces
disulfuro entre residuos de cisteina de polipéptidos de CTLA-4 se describe en otra parte en la presente.

Tales multimeros y conjugados se pueden utilizar en cualquier método o para cualquier uso tal como se describe en la
presente para polipéptidos de CTLA-4. La estructura multimérica puede promover la actividad biolégica de CTLA-4, p.
€j., inhibiendo la activacién de linfocitos T. Se muestra que la inhibicién de CTLA-4 de tipo natural esta potenciada en la
forma tetramérica (Ejemplo 11, Figura 7).

Un polipéptido de CTLA-4 puede estar marcado o sin marcar. Se puede afiadir una marca a la secuencia de CTLA-4 0 a
una region Fc conjugada con esta.

El CTLA-4 y/o la regidén Fc pueden estar glucosilados o no glucosilados. Preferentemente, el CTLA-4 y/o la region Fc
portan su glucosilacién humana normal.

Los polipéptidos de CTLA-4 tal como se describen en la presente pueden estar modificados y desarrollados
adicionalmente para proporcionar variantes adicionales mejoradas o alteradas. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos
de un polipéptido de CTLA-4 de acuerdo con la presente divulgacion descrita en la presente se puede modificar
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introduciendo una o mas mutaciones, p. ej., sustituciones, para proporcionar un polipéptido de CTLA-4 adicional, que se
puede entonces estudiar para determinar su potencia, afinidad (por CD80 y/o CD86) y/o estabilidad, p. €j., tal como se
describe en otra parte en la presente.

Los polipéptidos de CTLA-4 retienen preferentemente una o mas propiedades funcionales deseadas tal como se describe
en la presente. Tales propiedades incluyen la capacidad de unirse a CD80 y/o CD86, la capacidad de unirse a CD80 y/o
CD86 con una afinidad superior a la del CTLA-4 de tipo natural, y/o una potencia, afinidad y/o estabilidad tal como se
describe en la presente para los polipéptidos de CTLA-4 de la presente divulgacion, p. ej., una KD para unirse al CD80
humano de 50 nM o inferior segun se determina por resonancia de plasmones superficiales. Tal como se describe en la
presente, un polipéptido de CTLA-4 de acuerdo con la presente divulgacién tiene normalmente una mayor afinidad para
unirse al CD80 humano, mayor potencia y/o mayor estabilidad en comparacion con la SEQ ID NO: 35 de CTLA-4 de tipo
natural.

Un polipéptido de CTLA-4 puede comprender o estar constituido por una secuencia de aminoacidos que tenga al menos
un 70%, al menos un 80%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 98% o al menos un 99% con cualquiera de
las SEQ ID NOS: 36-55, por ejemplo, con la SEQ ID NO: 43, la SEQ ID NO: 37, la SEQ ID NO: 38, la SEQ ID NO: 36, la
SEQ ID NO: 42 o la SEQ ID NO: 47. Un polipéptido de CTLA-4 puede comprender o estar constituido por una secuencia
de aminoécidos que tenga al menos un 70%, al menos un 80%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 98% o
al menos un 99% con la SEQ ID NO: 68. Un polipéptido de CTLA-4 puede comprender o estar constituido por una
secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 70%, al menos un 80%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos
un 98% o al menos un 99% con la secuencia de aminoacidos de CTLA-4 codificada por el acido nucleico depositado con
el n.° de acceso NCIMB 41948.

Un polipéptido de CTLA-4 puede comprender o estar constituido por cualquiera de las SEQ ID NOS: 36-55, la SEQ ID
NO: 68 o la secuencia de aminoacidos de CTLA-4 codificada por el acido nucleico depositado con el n.° de acceso NCIMB
41948, con una o mas mutaciones de aminoacidos. Por ejemplo, puede comprender hasta doce, p. €j., hasta diez
mutaciones de aminoacidos, p. €j., hasta cinco mutaciones, p. €j., una, dos o tres mutaciones de aminoacidos. En otra
parte en la presente se describen ejemplos de mutaciones.

Tras la introduccidon de una o mas mutaciones, se puede estudiar un polipéptido de CTLA-4 para determinar las
propiedades funcionales deseadas tales como la capacidad de unirse a CD80 y/o CD86, la capacidad de unirse a CD80
y/o CD86 con una afinidad superior a la del CTLA-4 de tipo natural, y/o una potencia, afinidad y/o estabilidad tal como se
describe en la presente para los polipéptidos de CTLA-4 de la presente divulgacion, p. ej., una KD para unirse al CD80
humano de 50 nM o inferior segun se determina por resonancia de plasmones superficiales.

Un aspecto de la presente divulgacion es un método que comprende

proporcionar un polipéptido de CTLA-4 que comprende o esta constituido por una secuencia de aminoacidos de un
polipéptido de CTLA-4 segun se describe en la presente;

introducir una o0 mas mutaciones en la secuencia de aminoacidos para proporcionar un polipéptido de CTLA-4 adicional;
y

estudiar la estabilidad, afinidad y/o potencia del polipéptido de CTLA-4 adicional.

La secuencia de aminoacidos de un polipéptido de CTLA-4 puede comprender o estar constituida, por ejemplo, por
cualquiera de las SEQ ID NOS 36-55 o la SEQ ID NO: 68 o la secuencia de aminoacidos de CTLA-4 codificada por el
acido nucleico depositado con el n.° de acceso NCIMB 41948. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos puede ser la
SEQ ID NO: 43, 37, 36, 38, 42 0 47.

Se pueden introducir opcionalmente entre una y veinte mutaciones inclusive, y pueden comprender sustituciones,
eliminaciones, inserciones o una mezcla de cualquiera de estas. Por ejemplo, se pueden introducir una o mas
sustituciones, p. €j., entre una y veinte sustituciones inclusive.

En la presente se describen ejemplos de ensayos para estudiar la estabilidad, afinidad y/o potencia del polipéptido de
CTLA-4 adicional. El polipéptido adicional puede tener una estabilidad, afinidad y/o potencia que no es significativamente
inferior, o que es superior, a la del polipéptido de CTLA-4 del cual se deriva.

El método puede comprender determinar que el polipéptido de CTLA-4 adicional tiene una potencia, afinidad y/o
estabilidad como se describe en la presente para los polipéptidos de CTLA-4 de la presente divulgacion, p. €j., que tiene
una KD para unirse al CD80 humano de 50 nM o menos segun se determina por resonancia de plasmones superficiales.

Un polipéptido de CTLA-4 adicional identificado como que tiene una potencia, afinidad y/o estabilidad como se describe
en la presente para los polipéptidos de CTLA-4 de la presente divulgacion se puede formular entonces en una composicion
farmaceéutica o utilizarse en métodos que incluyen métodos terapéuticos como se describen en la presente.

El método puede comprender formular el polipéptido de CTLA-4 adicional en una composicién que comprende uno o mas
excipientes farmacéuticamente aceptables. Este tipo de composiciones, su uso y formulacion se describen mas
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detalladamente en otra parte de la presente. El polipéptido de CTLA-4 se puede proporcionar en cualquier formato
descrito en la presente, p. €j., se puede conjugar con una regién Fc segun se describe.

Se puede producir una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de CTLA-4, p. ej., un constructo CTLA-4 -
Fc. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico puede codificar cualquier secuencia de aminoacidos del polipéptido de
CTLA-4 o la secuencia de aminoacidos de CTLA-4 - Fc de acuerdo con la presente divulgacion. El acido nucleico puede
comprender la secuencia de acido nucleico depositada con el n.° de acceso NCIMB 41948 que codifica el polipéptido
1299 de CTLA-4-Ig o que codifica al menos la regién del polipéptido de CTLA-4 de este. La molécula de acido nucleico
se puede aislar y puede estar comprendida en un vector, p. €j., un vector recombinante para la expresion del acido nucleico
en una célula. Una célula in vitro puede comprender el vector, y se puede utilizar para la expresion del polipéptido de
CTLA-4 o el producto CTLA-4 de la region Fc. El polipéptido se puede expresar por parte de la linea celular de E. coli con
el numero de acceso al depdsito NCIMB 41948.

Un polipéptido de CTLA-4 como se describe en la presente se puede producir mediante un método que incluye expresar
el polipéptido a partir del acido nucleico codificante. Esto se puede lograr convenientemente cultivando una célula
hospedadora en un cultivo, que contiene un vector de este tipo, en condiciones apropiadas que provocan o permiten la
expresion del polipéptido de CTLA-4. Los polipéptidos de CTLA-4 también se pueden expresar en sistemas in vitro, tales
como el lisado de reticulocitos. Tras la produccion de un polipéptido de CTLA-4 por expresién, se puede estudiar de
manera rutinaria su actividad, por ejemplo, su capacidad para unirse a CD86 o CD80.

Son muy conocidos los sistemas para clonar y expresar un polipéptido en una variedad de diferentes células
hospedadoras y se pueden emplear para la expresion de los polipéptidos de CTLA-4 descritos en la presente, incluidos
los polipéptidos de CTLA-4 - Fc. Las células hospedadoras adecuadas incluyen bacterias, células eucariotas tales como
de mamiferos y levaduras y sistemas baculovirus. Las lineas celulares de mamiferos disponibles en la técnica para la
expresion de un polipéptido heterdlogo incluyen las células de ovario de hamster chino, células HelLa, células de rifién de
crias de hamster, células COS y muchas otras. Un hospedador bacteriano comun y preferido es E. coli. Se pueden
seleccionar o construir vectores adecuados que contengan secuencias reguladoras apropiadas, incluidas secuencias
promotoras, fragmentos de terminacién, secuencias de poliadenilacion, secuencias potenciadoras, genes marcadores y
otras secuencias seguin sea apropiado. Los vectores pueden ser plasmidos, viricos, p. €j., bacteriofagos o fagémidos,
segun sea apropiado. Hay constancia de muchas técnicas y protocolos conocidos para la manipulacién de acidos
nucleicos, por ejemplo, en la preparacién de constructos de acido nucleico, mutagénesis, secuenciacion, introduccion de
ADN en células y expresion génica y analisis de proteinas.

Generalmente, el acido nucleico que codifica un polipéptido de CTLA-4 de acuerdo con la presente divulgacion se
proporciona como un aislado, en forma aislada y/o purificada, o exento o sustancialmente exento de contaminantes. Los
acidos nucleicos puede ser total o parcialmente sintéticos y pueden incluir ARN, ADNc o ADN gendémico.

El 4cido nucleico se puede proporcionar como parte de un vector replicable y la presente divulgacion también proporciona
un vector que incluye un acido nucleico que codifica un polipéptido de CTLA-4 de la presente divulgacion, particularmente
cualquier vector de expresion a partir del cual se puede expresar el polipéptido codificado en condiciones apropiadas, y
una célula hospedadora que contiene cualquier vector o acido nucleico de este tipo. Un vector de expresion en este
contexto es una molécula de acido nucleico que incluye un acido nucleico que codifica un polipéptido de interés y
secuencias reguladoras apropiadas para la expresién del polipéptido, en un sistema de expresion in vitro, p. €j., un lisado
de reticulocitos, o in vivo, p. €j., en células eucariotas tales como células COS o CHO o en células procariotas tales como
E. coli.

Una célula hospedadora puede contener 4cidos nucleicos segun se describen en la presente. El &cido nucleico de la
presente divulgacion puede estar integrado en el genoma (p. ej., cromosoma) de la célula hospedadora. La integracion
puede promoverse mediante inclusion de secuencias que promueven la recombinacién con el genoma de acuerdo con
técnicas estandar. El &cido nucleico puede estar en un vector extracromosoémico dentro de la célula.

El acido nucleico se puede introducir en una célula hospedadora. La introduccién, a la que generalmente se puede
denominar (particularmente para la introduccion in vitro), sin caracter limitante, "transformacion” o "transfeccion”, puede
emplear cualquier técnica disponible. Para células eucariotas, las técnicas adecuadas pueden incluir transfecciéon con
fosfato de calcio, DEAE-Dextrano, electroporacién, transfeccion mediada por liposomas y transduccion utilizando
retrovirus u otros virus, p. €j., virus de la variolovacuna o, para células de insectos, baculovirus. Para células bacterianas,
las técnicas adecuadas pueden incluir transformacién con cloruro de calcio, electroporacion y transfeccion utilizando
bacteriéfagos.

Los genes marcadores tales como los de resistencia a antibiéticos o genes de sensibilidad se pueden utilizar en la
identificacion de clones que contienen el acido nucleico de interés, como es bien sabido en la técnica.

La introduccion se puede seguir provocando o permitiendo la expresion del acido nucleico, p. €j., cultivando células
hospedadoras (que pueden incluir células que de hecho han sido transformadas aunque, mas probablemente, las células
descenderan de las células transformadas) en condiciones para la expresion del gen, de modo que se produzca el
polipéptido codificado. Si se expresa el polipéptido acoplado con un péptido lider sefal apropiado se puede secretar
desde la célula en el medio de cultivo. Tras la produccion por expresion, un polipéptido se puede aislar y/o purificar a
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partir de la célula hospedadora y/o el medio de cultivo, segun sea el caso, y utilizar posteriormente segun se desee, p. €.,
en la formulacién de una composicion que pueda incluir uno o mas componentes adicionales, tales como una composicion
farmacéutica que incluya uno o mas excipientes, vehiculos o portadores farmacéuticamente aceptables (p. ej., consulte
mas adelante).

Un polipéptido de CTLA-4 de acuerdo con la presente divulgacion puede aislarse y/o purificarse (p. €j., utilizando un
anticuerpo), por ejemplo, tras la produccidn por expresién a partir de un acido nucleico codificante. Por lo tanto, se puede
proporcionar un polipéptido de CTLA-4 exento o sustancialmente exento de contaminantes. Se puede proporcionar un
polipéptido de CTLA-4 exento o sustancialmente exento de otros polipéptidos. El polipéptido de CTLA-4 aislado y/o
purificado se puede utilizar en la formulaciéon de una composicion, que puede incluir al menos un componente adicional,
por ejemplo, una composicidn farmacéutica que incluye un excipiente, vehiculo o portador farmacéuticamente aceptables.
Una composicién que incluye un polipéptido de CTLA-4 de acuerdo con la presente divulgacion se puede utilizar en un
tratamiento profilactico y/o terapéutico tal como se ha discutido en otra parte en la presente.

En consecuencia, un aspecto de la presente divulgacion es una composicion que comprende o esta constituida por un
polipéptido de CTLA-4 de la presente divulgacion, opcionalmente un polipéptido de CTLA-4 conjugado con la regién Fc
de IgG y uno o mas excipientes farmacéuticos. En otra parte en la presente se describen numerosos ejemplos de
polipéptidos de CTLA-4 de acuerdo con la presente divulgacién y cualquiera puede estar conjugado con una region Fc.

Por ejemplo, la composicion puede comprender o estar constituida por:

un polipéptido de CTLA-4 que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 43 (variante 1299), SEQ ID NO: 37
(variante 1322), SEQ ID NO: 38 (variante 1321), SEQ ID NO: 36 (variante 1315), SEQ ID NO: 42 (variante 1115) o la SEQ
ID NO: 47 (variante 1227), conjugada con la secuencia de aminoacidos de la region Fc de IgG SEQ ID NO: 59; y

uno o mas excipientes farmacéuticos.

La composicion puede comprender o estar constituida por el polipéptido 1229 de CTLA-4-lg codificado por el acido
nucleico depositado con el n.° de acceso NCIMB 41948 y uno o mas excipientes farmacéuticos.

Por ejemplo, el polipéptido de CTLA-4 puede comprender la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 13, la SEQ ID NO:
11, 1a SEQ ID NO: 12, la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO: 15 0 la SEQ ID NO: 16.

Una composicion de acuerdo con la presente divulgacion puede comprender un polipéptido de CTLA-4 con una
concentracion de al menos 70 mg/mL, p. ej., al menos 80 mg/mL, al menos 90 mg/mL o al menos 100 mg/mL. La
concentracion se calcula como la masa del polipéptido incluida la glucosilacién e incluye la regién Fc si esta presente. La
concentracion del polipéptido se puede determinar por métodos estandar de medicidon espectrofotométrica utilizando un
coeficiente de extincion basado en la masa calculada del polipéptido incluida la glucosilacién (si esta presente). Cuando
la glucosilacion esta presente se asume que esta es completa. En los Ejemplos se ilustran métodos adecuados. Por
ejemplo, se puede utilizar un coeficiente de extincion de 1.09 para determinar la concentracion, tal como se ejemplifica
para el 1299 de CTLA-4-Fc.

Formulacion y uso médico

Los polipéptidos de CTLA-4 de la presente divulgacién se pueden administrar mediante una administracion mensual o
menos frecuente. Generalmente, es deseable una frecuencia de administracion menor para reducir la carga en pacientes
y profesionales sanitarios, pero puede asociarse con un riesgo de menor eficacia terapéutica y/o una necesidad de
incrementar la dosis del producto. Las mejoras en la potencia, afinidad y/o semivida de acuerdo con la presente
divulgacion reducen estos riesgos y ofrecen la posibilidad de una dosificacion menor o menos frecuente en comparacion
con las pautas posologicas previas.

Para muchos pacientes, se requerira tratamiento a lo largo de periodos de tiempo prolongados, p. €j., durante muchos
afios, y posiblemente durante el resto de vida del paciente. Por lo tanto, se prevé que se administren multiples dosis. Los
intervalos entre dosis pueden ser del orden de dias, una semana o un mes. Preferentemente, la administracién se produce
a intervalos de al menos, o aproximadamente, 14, 21 o 28 dias. Preferentemente, la administracion a un paciente se
produce por suministro subcutaneo con un intervalo de dosificacion de 28 dias o superior, p. €j., dosificacion mensual.

La administracion puede ser intravenosa o por cualquier otra via de administraciéon adecuada. Por ejemplo, el polipéptido
de CTLA-4 se puede administrar por inyecciéon subcutanea, facilitando la autoadministracion por parte de los pacientes
en su casa y ofreciendo la ventaja potencial de reducir las visitas del paciente al consultorio en comparacién con las
pautas posolégicas intravenosas.

La formulacién de CTLA-4 en volumenes reducidos adecuados para la administracion subcutanea requiere normalmente
una concentracién superior del producto de CTLA-4 en comparacion con la formulacién para la administracién intravenosa.
Normalmente, se prefieren concentraciones de al menos 70 mg/mL para la administracion subcutanea, mas
preferentemente de al menos 100 mg/mL. La estabilidad mejorada de las composiciones de CTLA-4 de acuerdo con la
presente divulgacion facilitan la formulacidén con una concentracion mas elevada, p. €j., para la administraciéon subcutanea.
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Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente divulgacion, y para su uso de acuerdo con la presente
divulgacion, pueden incluir, ademas del principio activo, un excipiente, portador, tampdn, estabilizantes u otros materiales
farmacéuticamente aceptables muy conocidos por los expertos en la técnica. Tales materiales deben ser atdxicos y no
deben interferir con la eficacia del principio activo. La naturaleza precisa del portador o de otro material dependera de la
via de administracién, que puede ser cualquier via adecuada, pero mas probablemente la inyeccién (con o sin aguja),
especialmente la inyeccidn subcutanea. Otras vias de administracion preferidas incluyen la administracién por inhalacion
o la administracion intranasal.

Para la inyeccion intravenosa, subcutanea o intramuscular, el principio activo estara en forma de una solucién acuosa
parenteralmente aceptable que esta exenta de pirdgenos y tiene un pH, isotonicidad y estabilidad adecuados. Aquellos
expertos en la técnica son muy capaces de preparar soluciones adecuadas utilizando, por ejemplo, vehiculos isotonicos
tales como la inyeccién de cloruro de sodio, la solucion de Ringer o la solucién de lactato de Ringer. Se pueden incluir
conservantes, estabilizantes, tampones, antioxidantes y/u otros aditivos, seguin sea necesario.

Se puede utilizar un polipéptido de CTLA-4 de acuerdo con la presente divulgaciéon en un método de diagnédstico o
tratamiento del cuerpo humano o animal, preferentemente humano.

Los métodos de tratamiento pueden comprender la administracién de un polipéptido de CTLA-4 de acuerdo con la
presente divulgacion, p. €j., la administracion de una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido de CTLA-
4. Se puede utilizar una composicion o polipéptido de CTLA-4 que comprende un polipéptido de CTLA-4 tal como se
describe en la presente para su uso en un método de tratamiento de un paciente por administracion subcutanea o
intravenosa.

Se puede administrar a un individuo un polipéptido de CTLA-4, preferentemente por administracion en una “cantidad
profilacticamente eficaz” o una “cantidad terapéuticamente eficaz” (segin sea el caso, aunque la profilaxis se puede
considerar terapia), siendo esta suficiente para mostrar un beneficio en el individuo. La cantidad real administrada, y la
tasa y evolucién temporal de la administracion, dependeran de la naturaleza y gravedad de lo que se esté tratando. La
prescripcion del tratamiento, p. €j., decisiones sobre la dosificacion, etc., es parte de la responsabilidad de los facultativos
generales y otros médicos.

Se puede administrar una composicién sola o combinada con otros tratamientos, ya sea simultanea o secuencialmente
dependiendo de la afeccion que se esté tratando.

Los polipéptidos de CTLA-4 son utiles para atenuar la respuesta de linfocitos T y, por lo tanto, se puede utilizar para tratar
afecciones en las que la atenuacién de la respuesta de linfocitos T sea beneficiosa. Las indicaciones clinicas en las que
se puede utilizar un polipéptido de CTLA-4 para proporcionar un beneficio terapéutico incluyen las enfermedades
autoinmunitarias y/o las enfermedades inflamatorias. Los ejemplos de indicaciones terapéuticas son la artritis reumatoide
(RA), artritis juvenil, artritis psoriatica, psoriasis, esclerosis multiple, asma, enfermedad de Crohn, nefritis lupica, lupus
eritematoso sistémico, espondolitis anquilosante, rechazo del transplante, diabetes de tipo |, sindrome de Sjoégren y colitis
ulcerosa, asi como otras afecciones autoinmunitarias tales como la alopecia. Se considera que los polipéptidos de CTLA-
4 de acuerdo con la presente divulgacion son particularmente adecuados para los pacientes con una RA de moderada a
grave.

Los pacientes tratados con polipéptidos de CTLA-4 o composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente
divulgacion pueden ser aquellos con RA de moderada a gravemente activa a pesar de un tratamiento previo o en curso
con farmacos antirreumaticos modificantes de la enfermedad sintéticos (DMARD, por sus siglas en inglés) o con
compuestos biolégicos que no son CTLA-4, p. €j., que no son Abatacept. Se puede utilizar un polipéptido de CTLA-4 de
acuerdo con la presente divulgacion para tratar pacientes por monoterapia, de manera combinada con DMARD
convencionales en pacientes con respuestas inadecuadas a los DMARD convencionales, o en pacientes con insuficiencia
biolégica.

Se puede monitorizar la eficacia del tratamiento y se pueden obtener datos sobre la evolucion del dafio articular y/o la
funcion del paciente.

Ejemplos
Se ha depositado la siguiente secuencia de CTLA4-lg con NCIMB:

Escherichia coli DH5a Variante 1299 = NCIMB 41948
Fecha del depésito = 13 de marzo de 2012

La estrategia utilizada para optimizar la potencia bioldgica de la molécula de fusion CTLA-4 region Fc consistié en dos
actividades principales. Una actividad fue utilizar la presentacién de ribosomas para realizar la evolucion dirigida del
dominio CTLA-4 para seleccionar una afinidad mejorada hacia los ligandos CD80 y CD86, asi como también una
estabilidad mejorada de ese dominio. Los resultados de las selecciones de presentacion de ribosomas, que consistian
en poblaciones diversas de variantes de CTLA-4, se secuenciaron y aquellas que codificaban secuencias Unicas se
expresaron con una pareja para la fusion con la region Fc para el estudio directamente en ensayos de estimulacion de
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linfocitos T in vitro. La ventaja de esta estrategia fue clasificar muchas variantes diferentes de CTLA-4 (se estudiaron >
1000) en un formato similar al farmaco, es decir, en el contexto de un dominio Fc que promueve la dimerizacién, en un
ensayo biolégicamente relevante. Una caracteristica adicional de esta estrategia fue realizar combinaciones de aquellas
mutaciones de CTLA-4 que estuvieron asociadas con una funcién biolégica mejorada, con el fin de lograr ganancias
adicionales en la potencia, a través de la sinergia.

Esta estrategia fue capaz de seleccionar simultaneamente variantes de CTLA-4 con una afinidad superior y la estabilidad
proteica. Las selecciones de la afinidad emplean concentraciones decrecientes del ligando diana, en este caso CD80/86,
para enriquecer de manera selectiva variantes de CTLA-4 con una afinidad superior. Las selecciones de la estabilidad
mejorada utilizan ya sea un agente desestabilizante tal como DTT, o microesferas de cromatografia de interaccion
hidréfoba (HIC) para eliminar del grupo de seleccion aquellas variantes que son menos capaces de plegarse o tienen
menor tendencia a ello. Por lo tanto, se podria aplicar la presion de afinidad y estabilidad dentro de una unica seleccion,
mas que llevar a cabo estrategias paralelas.

La segunda actividad fue la modificacion racional del dominio Fc para introducir mutaciones de las que hay constancia
que eliminan las funciones efectoras mediadas por la region Fc y para incrementar la semivida circulante de la molécula
in vivo. Se prepararon diferentes variantes de las regiones Fc como compuestos de fusién con CTLA-4 y se estudiaron
en estudios acelerados in vitro de estabilidad para seleccionar la regién Fc con el perfil de estabilidad 6ptimo.

Tras estas dos actividades paralelas y el cribado posterior, los dominios de CTLA-4 mas potentes, segun se midid
mediante la inhibicién en los ensayos multiples de estimulacion de linfocito T in vitro, se combinaron con el dominio Fc
modificado mas estable, segun se midi6 por los estudios acelerados in vitro de estabilidad. Un estudio adicional in vitro
para determinar la potencia bioldgica y la estabilidad proteica permitié la clasificacion relativa de las moléculas en el
formato farmacoldgico final.

Ejemplo 1. Construccion de una coleccién de variantes de CTLA-4 y seleccion por presentacién de ribosomas de una
estabilidad y potencia mejoradas

Se realizd la presentacion de ribosomas en un dominio de CTLA-4 humano monomeérico, que correspondia a la entrada
Swiss-Prot P16410, residuos 38-161 del dominio extracelular, sin afiadir una region Fc. Esta secuencia (SEQ ID NO: 35)
también se denomina CTLA-4 de tipo natural. Se obtuvo el constructo de presentacién de ribosomas CTLA-4 clonando la
porcion requerida del ADNc CTLA-4 humano en un vector que contenia los elementos reguladores 5'y 3' que se requieren
para la presentacion de ribosomas (Hanes et al., Meth. Enzymol. (2000) 328:404). Este constructo comprende una
secuencia promotora de la RNA polimerasa T7 seguida por un sitio de unién ribosémico procariota (secuencia Shine-
Dalgarno) en direccion 5' respecto a la secuencia codificante de CTLA-4. La cisteina del aminoacido 120 (o posiciéon 157
de acuerdo con la numeracioén en la entrada P16410 de Swiss-Prot) en la interfaz de dimerizaciéon del CTLA-4 humano se
mutd en una serina para prevenir la dimerizacién de moléculas de CTLA-4 en el formato de presentacion de ribosomas
que de otra manera podrian interferir con la seleccién de secuencias de CTLA-4 mejoradas. En direccion 3' respecto a la
secuencia de CTLA-4, se incluyé una porcion de la proteina del gen Ill del fago filamentoso para actuar como un
espaciador que permitiera que las variantes de CTLA4 se presentaran fuera del tunel ribosémico. EIl constructo de
presentacion de ribosomas de CTLA-4 también contuvo secuencias en 5'y 3' en horquilla en el nivel de ARNm para
ayudar a estabilizar las colecciones de ARNm frente a la degradacion por nucleasas.

Colecciones propensas a errores

El constructo de presentacion de ribosomas de CTLA-4 humano descrito anteriormente se utilizé como molde sobre el
cual generar una coleccién de variantes aleatorias utilizando PCR propensa a errores. Se aplico PCR propensa a errores
al gen de CTLA-4 utilizando el kit de mutagénesis aleatoria por PCR Diversify (Clontech) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Se adaptaron las reacciones para que proporcionaran un promedio de cuatro mutaciones de aminoacidos
por molécula y una coleccién de aproximadamente 2.5x10'° moléculas variantes. Este procedimiento de mutagénesis
aleatoria se incorpord adicionalmente en el proceso de seleccion donde se aplicé al resultado de la tercera ronda de
seleccion con el fin de introducir mas diversidad sobre la poblaciéon enriquecida de moléculas de unién, antes de una
seleccion adicional.

Coleccion dirigida "Bucle4"

También se utilizé el constructo de presentacion de ribosomas de CTLA-4 humano como un molde sobre el cual generar
una coleccidon de variantes con una mutagénesis dirigida a la region de la molécula de CTLA-4 con el potencial de
contribuir a la interaccién con CD80 y CD86. La estructura cocristalina del complejo CTLA-4 humano:CD80 humano
(Base de datos de proteinas (PDB, por sus siglas en inglés): 1I18L) y el complejo CTLA-4 humano:CD86 humano (PDB:
1185) se examind para visualizar la interaccion de unién entre las moléculas, en particular las cadenas laterales de
aminoacidos de CTLA-4 muy cercanas a los ligandos. Se ha observado que una regién de la proteina de CTLA-4 humana
(SEQ ID 35) que comprende las posiciones de aminoacidos 59-65 (o posiciones 96-102 de acuerdo con la numeracion
SwissProt del CTLA-4 de la entrada P16410) forma un bucle que se extiende en la direcciéon de CD80 y CD86. Cada uno
de los residuos de esta regidon se aleatorizd totalmente utilizando mutagénesis de saturacion (NNS) para crear una
coleccion de aproximadamente 3.4x10'° moléculas variantes. Esta coleccion "Bucle4" se construyé mediante técnicas
estandar utilizando oligonucleétidos que se superponian (SEQ ID NO: 33 y SEQ ID NO: 34).
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Seleccion de una afinidad y estabilidad mejoradas

La seleccion de una unién mejorada de variantes de CTLA-4 humano a CD80 y CD86 humanos se llevé a cabo utilizando
selecciones basadas en la afinidad de presentacion de ribosomas tal como se describe en Hanes et al. (Meth. Enzymol.
(2000) 328:404). Resumiendo, se transcribieron las colecciones de ADN de la variante de CTLA-4 y a continuacion se
tradujeron en un sistema de traduccidn procariota, exento de células y se detuvieron las reacciones de traduccién para
generar complejos de seleccion de presentacion de ribosomas ternarios (ARNm-ribosoma-proteina) que se incubaron a
continuacién con proteinas de fusion de la region Fc con CD80 humano o CD86 humano (R&D Systems). Los complejos
con CD80 o CD86 unido se capturaron por incubacion con microesferas magnéticas recubiertas con proteina G (Dynal) y
se recuperaron los complejos terciarios unidos por separacion magnética mientras los complejos no unidos se eliminaron
con lavados. El ARNm que codifica las variantes de CTLA-4 unidas se recuperd por transcripcion inversa y PCR. Para
impulsar la seleccion de las variantes de CTLA-4 con una unién mejorada, se repitio el proceso de seleccion utilizando
concentraciones decrecientes de CD80 o CD86 a lo largo de varias tandas.

Junto con la seleccién de una afinidad mejorada hacia CD80 y CD86, los grupos de variantes de CTLA-4 se procesaron
simultaneamente para seleccionar mediante presentacion de ribosomas aquellos con una estabilidad mejorada. En las
tandas tempranas de la seleccioén (tandas 1y 3) se utilizé DTT para aplicar una presién de seleccidén que favoreciera la
recuperacion de las variantes de CTLA-4 més estables (Jermutus et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2 de enero de
2001;98(1):75-80). Se incluy6é una concentracion final de DTT de 0.5 mM en la reaccion de traduccion, tras lo cual se
incubd la reacciéon con una pasta de microesferas de sefarosa de cromatografia de interacciéon hidréfoba (HIC) (GE
Healthcare), también en presencia de un 0.5 mM de DTT. Se utiliz el paso de HIC para capturar las variantes con un
plegamiento deficiente y eliminarlas de la reaccién por centrifugacion, antes de la incubacién con CD80 y la seleccion de
afinidad tal como se ha descrito anteriormente.

Coleccion de mutagénesis de puntos de hipermutabilidad y recombinacién racional de mutaciones clave

Tras el cribado inicial de variantes de CTLA-4 a partir de las colecciones dirigidas por PCR propensa a errores y Bucle4,
se identificaron las mutaciones asociadas con una actividad mejorada y se utilizaron para disefiar mas variantes de CTLA-
4. En una estrategia, se construyd una coleccion de mutagénesis en puntos de hipermutabilidad en la que las posiciones
16, 25, 58, 70, 85y 93 de la SEQ ID NO: 35 (o las posiciones 53, 62, 95, 107, 122 y 130 de acuerdo con la numeracion
SwissProt del CTLA-4 de la entrada P16410) se aleatorizaron por completo en una coleccién Unica utilizando mutagénesis
de saturacion (NNS). Se cre6 la coleccion utilizando oligonucledtidos mutagénicos y que se superponian (SEQ ID NO:
61-SEQ ID NO: 67 inclusive). A continuacion se proceso la coleccion para seleccionar la afinidad mejorada tal como se
ha descrito anteriormente.

En una estrategia alternativa, un nimero mas pequefio de mutaciones identificadas a partir de las colecciones propensas
a error, Bucle4 y de mutagénesis de puntos de hipermutabilidad, que se asociaron con una actividad mejorada, se
combinaron por mutagénesis dirigida por oligonucledtidos para crear recombinantes racionales que se estudiaron a
continuacioén directamente para determinar su actividad bioldgica. Las mutaciones escogidas para esta estrategia fueron:
116S, S25N, S25P, G27S, M54K, N56S, L58G, T59S, F60T, L61Q, L61P, D62G, D63Y, S64P, 165N, 165V, S70A, Q80R,
M85S y K93Q (o, numeradas de acuerdo con el CTLA-4 de Swiss-Prot entrada P16410: 153S, S62N, S62P, G64S, M91K,
N93S, L95G, T96S, FI7T, L98Q, L98P, D99G, D100Y, S101P, 102N, 1102V, S107A, Q117R, M122S y K130Q).

Ejemplo 2. Expresién de CTLA-4 de tipo natural y variantes como proteinas de fusién con la regién Fc

Se clonaron en el vector pEU7.1 genes de CTLA-4 variantes a partir de las selecciones de la presentacion de ribosomas.
Este vector permite la expresion del gen CTLA-4 como una fusion en fase con una region Fc de IgG1 (SEQ ID NO: 56).
Los resultados de la presentacion de ribosomas se amplificaron por PCR y se clonaron en pEU7.1 antes de la
transformacion en células DH5-alfa de E. coli. Los oligonucledétidos utilizados para la clonacién por PCR también se
disefiaron para que la serina en la posicién 120 revirtiera (residuo 157 de acuerdo con la numeracion en la entrada P16410
de Swiss-Prot) en la cisteina que es el aminoacido de tipo natural. Tras la secuenciacion de los transformantes
individuales, se seleccionaron para la expresién de proteinas un total de mas de 1000 variantes con secuencias de
aminoacidos de CTLA-4 Unicas. En lotes de 88 variantes, se purifico el ADN plasmidico codificante siguiendo los
protocolos del proveedor (Qiagen) y se cuantificd por espectrofotometria a 260 nm de modo que la concentracion de ADN
se pudiera utilizar para calcular la cantidad correcta de ADN para la transfeccion.

Expresion, purificacion y cuantificacion de las proteinas de CTLA-4 de placas de 24 pocillos

Se sembraron 3 mL de células de ovario de raton chino (CHO) (ECACC) con una concentracion de 1 milléon de células
por mL en pocillos separados en una placa de 24 pocillos (Whatman 734-2558) en medio CD-CHO (Invitrogen 10743-
029) que contenia sulfoximina de L-metionina 25 pM (Sigma M5379). Las placas de 24 pocillos que contenian las células
se sellaron con una tapa tipo sandwich respirable (Applikon biotechnology, Z365001224) y se colocaron en una
abrazadera para placas con pocillos profundos (Applikon biotechnology, Z365001700). Se agitaron las células a 250 rpm,
80% de humedad, 5% de CO2y 37 °C. Para la transfeccion, se mezclaron 50 yL de NaCl 150 mM que contenian 3 ug de
ADN plasmidico con 50 yL que contenian 21 ug de PEI de 25 kDa lineal (Polysciences, 23966). El complejo formado
ADN-PEI se afadio a las células, y no se permitié que transcurrieran mas de 15 minutos entre el comienzo de la formacion
del complejo y la adicién a las células. Entre 16 y 24 horas tras la transfeccién, se nutrieron las células afiadiendo 300
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pL/pocillo de CD-CHO EfficientFeed B para (Invitrogen A10240). Se agitaron las placas a 250 rpm, 80% de humedad, 5%
de CO2y 37 °C durante 5-6 dias méas para permitir la expresion de la proteina en el medio de cultivo. Tras la expresion,
el medio de cultivo agotado que contenia la proteina se aclaré centrifugando a 3000 rpm durante 10 min. Los
sobrenadantes aclarados (1.2 mL) se redistribuyeron en una placa de 96 pocillos con filtro (3M Empore, 12146036)
utilizando el robot de manipulacion de liquidos Freedom Evo® (Tecan). Se eliminaron los desechos celulares residuales
por filtracion utilizando una bomba de vacio y un colector de vacio 6S QlAvac (Qiagen). Se procesaron 1.8 mL de
sobrenadante aclarado vy filtrado para la purificacion realizada en un robot de manipulaciéon de liquidos Minitrack (RTM)
(Perkin Elmer) utilizando columnas de afinidad con la proteina A PhyTip (RTM) (Phynexus, PTP-92-20-01), volumen de
lecho de resina de 20uL. Se acondicionaron las columnas PhyTip (RTM) mediante 500 pL de NaP 20 mM, pH 7.0. A
continuacién se cargaron las columnas PhyTip (RTM) haciendo pasar sobre ellas los sobrenadantes crudos en lotes de
6x300 pL, se lavaron con 200 pyL D-PBS, 200 yL de NaP 20 mM pH 7.0, se eluyeron con 120 yL de HEPES 100 mM,
NaCl 140 mM, pH3 y se neutralizaron con 20 yL de HEPES 1M, pH 8.0.

Se transfirieron las proteinas purificadas a una placa de 96 pocillos de polipropileno negro (Greiner, 655209) seguido por
la adicion de 145 yL de PBS, 0.02% de Tween20, 1 mg/mL de BSA, 0.05% de tampdn de azida de sodio (tampon Octet).
Se generd una curva estandar utilizando una proteina de fusién CTLA-4 de tipo natural con la regién Fc purificada
previamente en un tampodn idéntico. Se prepard un conjunto de concentraciones estandar en la placa de polipropileno
negro en un volumen de 150 uL con una concentracion de partida de 500 ug/mL y diluciones 1:3. Utilizando un Octet RED
con biosensores recubiertos con proteina A (ForteBio Inc, 18-0004) se realizé la cuantificacién utilizando un tiempo de
lectura de 120 segundos con un caudal de 200 rpm. Se utilizé una columna de 8 biosensores para cada placa de 96
pocillos con muestras. Se regeneraron los biosensores afiadiendo 200 pL de glicina 10 mM pH 1.7 (Sigma, G-7403) en la
placa de 96 pocillos. Se neutralizaron los biosensores antes de procesar las siguientes muestras afiadiendo 200 L de
tampodn Octet. Se realizaron 3 ciclos de regeneracién/neutralizacion con un tiempo de 30 s y un caudal de 200 rpm. Se
determinaron concentraciones de muestras desconocidas por comparacion de tasas de union entre la curva patrén y la
muestra desconocida utilizando el paquete de software de analisis de datos Octet RED.

Expresién, purificacién y cuantificacion de las proteinas de CTLA-4 a mayor escala

Para las preparaciones a mayor escala de proteinas de CTLA-4 individuales como compuestos de fusion con la region
Fc, se aplicaron los mismos pasos generales, tal como se utilizaron para el método de la placa de 24 pocillos. Los
plasmidos que contenian la variante del gen de CTLA-4 como una fusién en fase con la regiéon Fc de IgG1 se prepararon
a partir de células de E. coli. Para la preparacion de proteinas a una escala >100 mg, se preparo el constructo completo
que contenia el gen CTLA-4 directamente en fase con el gen de la region Fc de IgG1 por sintesis génica. En todos los
casos, se prepar6 el ADN plasmidico que codificaba la proteina de interés y se transfectdé en células CHO para su
expresion. En lugar de las placas de 24 pocillos, se cultivaron volumenes de células mas grandes en frascos de cultivo
tisular o bolsas para agitacion en oleadas antes de la purificacion a partir de los sobrenadantes del cultivo. Se combinaron
las recolecciones y se filtraron antes de la purificacién por cromatografia con la proteina A. Se cargaron los sobrenadantes
del cultivo en una columna del tamafio adecuado con proteina A ceramica (BioSepra) y se lavaron con Tris-HCI 50 mM,
pH 8.0, NaCl 250 mM. Se eluy6 de la columna la IgG unida utilizando citrato de sodio 0.1 M (pH 3.0) y se neutralizé por
adicién de Tris-HCI (pH 9.0). Se intercambid el tampdn del material eluido por PBS utilizando columnas Nap10 (GE, 17-
0854-02) y se determind la concentracion de IgG espectrofotométricamente utilizando un coeficiente de extincion basado
en la secuencia de aminoacidos de la proteina. Se analizaron las proteinas purificadas para determinar la agregacion o
degradacioén utilizando SEC-HPLC y SDS-PAGE.

Ejemplo 3. Actividad biolégica de variantes de CTLA-4 en un ensayo celular dual en células Raji (linfocitos B) y células
Jurkat (linfocitos T)

La estrategia de cribado descrita en la presente incluyé medidas de la actividad biolégica de mas de 1000 variantes de
CTLA-4, expresadas con una pareja para la fusién con la region Fc, en un ensayo de estimulacion de linfocitos T in vitro.
Las variantes de CTLA-4 procedentes de todas las diferentes estrategias de mutagénesis (incluida la PCR propensa a
error, mutagénesis dirigida, recombinacion en puntos de hipermutabilidad y recombinacion racional) se estudiaron para
determinar la actividad biolégica y se clasificaron de acuerdo con su actividad biolégica respecto al CTLA-4 de tipo natural
(SEQ ID NO: 35), también expresada en un formato de fusion con la region Fc.

Para determinar la actividad bioldgica de las variantes de CTLA-4, se afiadieron muestras a un ensayo celular dual
constituido por células Raji (linfocitos B) y Jurkat (linfocitos T). La interaccion de CD28, expresado por células Jurkat, con
los ligandos CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2) expresados en células Raji, combinada con una sefial de coactivacion para el
receptor de linfocitos T (tal como PHA (fitohemaglutinina)) provoca una liberacién de interleucina-2 (IL-2) desde las células
Jurkat. EI CTLA-4 soluble se puede unir a los ligandos CD80 y CD86, bloquea asi su interaccion con CD28 y atenua su
respuesta. Por lo tanto, la potencia de los clones de CTLA-4 Ig esta determinada por la inhibiciéon de la liberacion de IL-2
desde los linfocitos T tal como se mide en un ensayo IL-2 HTRF (CisBio 64IL2PEC).

Se utilizaron placas de 384 pocillos con una unién a proteinas baja (Greiner # 781280) para realizar once diluciones en
serie de 1 en 3 de las muestras de estudio que se llevaron a cabo en medio de cultivo completo (RPMI 1640 Glutamax,
Invitrogen n.° 61870, 10% de FBS, 1% de penicilina /estreptomicina, Invitrogen n.° 15140). Todas las diluciones de las
muestras se llevaron a cabo por duplicado comenzando con una concentracion de muestra superior de 5-30 pg/mL en las
células.
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Las células Raiji y Jurkat en suspension se transfirieron de los frascos a viales de centrifuga y se centrifugaron a 240g
durante 5 minutos. Ambas lineas celulares se resuspendieron con una concentracion de 750 000 células/mL en medio de
cultivo y cada una se colocé en una placa de 384 pocillos Maxisorp (Nunc 464718) en una cantidad de 0.02 mL/pocillo
(=15 000 células/linea celular/pocillo). Se transfirieron 0.02 mL desde las placas con la dilucién de la muestra a las placas
con células y se afadieron 0.02 mL de PHA 40 ug/mL (Sigma n.° L-1668) (o 0.02 mL de medio en los pocillos de control
negativo) a todos los otros pocillos para obtener una concentracion final de 10 uyg/mL y se incubaron a 37 °C con un 5%
de CO:a.

Después de 20-24 horas, se recolectaron los sobrenadantes celulares y se midi6 la secrecion de IL-2 utilizando un kit IL-
2 HTRF comercial (CisBio 64IL2PEC). Resumiendo, se preparé una "mezcla maestra" de anti-hiL-2 criptato (donante
fluordforo) y anti-hIL-2 d2 (aceptor fluoréforo) diluyendo 1/200 en tampdn conjugado recién preparado (0.2% de BSA / KF
0.8 M /PBS). Se trazé una curva patrén de ocho puntos utilizando IL-2 (n.° NIBSC 96/504) diluida 1 en 2 en medio con
una concentracion superior de 2 ng/mL. Se mezclaron volumenes idénticos de la mezcla maestra de reactivos y las
muestras se mezclaron en una placa de ensayo de 384 pocillos de volumen pequefio (Costar 3676) y se incubaron 3-168
horas a temperatura ambiente. Se leyeron las placas con un Envision (Perkin Elmer) utilizando una longitud de onda de
excitacion de 320 nm y longitudes de onda de emision de 620 nm y 665 nm.

Se calcularon los valores de unién especifica y Delta F porcentuales para cada pocillo tal como sigue:

% de Delta F = (proporcién de la muestra A665/A620 - proporcién de NSB de A665/A620) X 100

(proporcién de NSB de A665/A620)
% de union especifica = (% de Delta F de la muestra - % de Delta F de NSB) X 100

(% de Delta F total - % de Delta F de NSB)

Los pocillos solo con medio (min/unién no especifica (NSB, por sus siglas en inglés)) se utilizaron como fondo y los pocillos
solo con PHA (max/total) se utilizaron para determinar la sefial maxima de los ensayos. Los resultados se analizaron
utilizando el software Graphpad Prism (v5.01) y se determinaron las concentraciones Clso utilizando un modelo de ajuste
a la curva de regresion no lineal (log [inhibidor]) vs respuesta con pendiente variable) utilizando el método de ajuste de
minimos cuadrados.

La siguiente tabla resume el nimero de moléculas variantes de CTLA-4 catalogadas entre las que tienen una mejora
significativa en la potencia bioldgica respecto al CTLA-4 de tipo natural (SEQ ID NO: 35), también expresada en un formato
de fusién con la regién Fc:

Numero de variantes de CTLA-4 con una actividad bioldégica mejorada
Estrategia de mutagénesis | significativa versus CTLA-4 de tipo natural (SEQ ID NO: 35) en un formato
de fusidn con la region Fc

Coleccién de PCR
propensa a errores

50

Coleccion dirigida "Bucle4" | 1

Coleccion del punto de

hipermutabilidad 21
Recombinante racional 35
TOTAL 107

Tras el estudio repetido de estas 107 variantes de CTLA-4, se determinaron medidas precisas de Clso y se calculd el
factor de mejora respecto al CTLA-4 de tipo natural (SEQ ID NO: 35) en un formato de fusion con la region Fc. La siguiente
tabla resume estos datos para algunas de las variantes de CTLA-4 mas potentes para cada una de las estrategias de
mutagénesis.

Factor de mejora
Clso del ensayo celular dual|respecto al tipo
Raiji/Jurkat (nM) natural (SEQ ID NO:
35)

Nombre de Ia|SEQ
variante de|ID Estrategia de optimizacion
CTLA-4 NO
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Tipo natural 35 NA 29.80 1
Variante 1315 (36 Recombinante racional 0.24 123
Variante 1322 |37 |Recombinante racional 0.33 91
Variante 1321 |38 |Recombinante racional 0.44 68
Variante 0943 (39  |Recombinante racional 0.54 56
Variante 0898 (40 |Recombinante racional 0.60 50
Variante 1319 |41 Recombinante racional 0.78 38
Variante 1115 |42 |Coleccion  del — punto de|, 4, 67

hipermutabilidad

Coleccion del punto de

Variante 1299 143 |t o0 mutabilidad

0.53 56

Coleccion del punto de

Variante 1249 |44 hipermutabilidad

0.69 43

Coleccion del punto de 32

Variante 1303 |45 hipermutabilidad 0.93

Coleccion del punto de

Variante 1114 |46 hipermutabilidad

1.40 21

Coleccion del punto de

Variante 1227 |47 hipermutabilidad 1.60 19
Variante 0722 |48 Coleccioén propensa a errores  |1.07 28
Variante 0645 |49 Coleccioén propensa a errores  |1.24 24
Variante 0636 (50 Coleccion propensa a errores  |1.26 24
Variante 0745 |51 Coleccion propensa a errores  |1.36 22
Variante 0673 (52 Coleccion propensa a errores  |1.38 22
Variante 0788 |53 Coleccion propensa a errores  |1.60 19
Variante 0701 |54 Coleccioén propensa a errores  |1.61 19
Variante 0439 (55 Coleccion dirigida "Bucle4" 1.20 25

Las secuencias de estas variantes de CTLA-4 se muestran en la Figura 1A.

Los perfiles de Clso de 6 de las variantes de CTLA-4 mas potentes y del CTLA-4 de tipo natural (SEQ ID NO: 35) en el
formato de fusion con la region Fc en el ensayo celular dual Raji-Jurkat se muestran en la Figura 3A.

Ejemplo 4. Actividad biolégica de variantes de CTLA-4 en un ensayo celular dual en células Raiji (linfocitos B) y linfocitos
T CD4+ humanos primarios

Se recogio sangre humana en tubos de recogida CPT Vacutainer (BD Biosciences) y se afiadieron 400 pL del reactivo de
purificacién RosetteSep CD4+ (Stem Cell Technologies). Tras una incubacion de 20 minutos, se centrifugaron los tubos
a 17009 durante 25 minutos. Las células se recogieron y se transfirieron a un tubo cénico de 50 mL y se sedimentaron
por centrifugacion a 350g durante 10 minutos. Se lisaron los eritrocitos resuspendiéndolos en 20 mL de reactivo Vitalize
y se incubaron entre 30 minutos y 1 hora. A continuacién se sedimentaron las células por centrifugacion a 350g durante
10 minutos y se lavaron una vez con medio para linfocitos T (medio Xvivo-15 (Lonza) suplementado con un 1% de Anti/Anti
(Invitrogen)). Se prepararon un millén de células por mL de suspension de células Raiji y linfocitos T CD4+ humanos
primarios en medio para linfocitos T completo y se guardaron por separado hasta que estuvieron a punto para ser afiadidos
a la placa de ensayo de 96 pocillos. En una placa de 96 pocillos separada (con una unién a proteinas baja), se realizaron
diluciones de moléculas variantes de CTLA-4 en medio para linfocitos T completo comenzando con una concentracion
inicial de 100 pg/mL y haciendo doce diluciones en serie 1:5. Se dispensaron 100 pL de cada una de las concentraciones
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de la variante de CTLA-4 a la placa de ensayo de 96 pocillos tratada para cultivo tisular. Se mezclaron las suspensiones
de células Raji y de linfocitos T CD4+ humanos en una proporcion 1:1 y se afiadié un anticuerpo anti-CD3 (clon UCHT1
(BD Bioscience)) hasta una concentracion final de 10 pg/mL. Se dispensaron 100 pL de suspension celular en cada pocillo
que contenia las variantes de CTLA-4 y se incubaron durante 28-24 horas. A continuacion se recolectaron las placas por
centrifugacion a 350g durante 5 minutos y se transfirieron los sobrenadantes a una placa de 96 pocillos nueva. Se midié
la secrecion de IL-2 utilizando un kit para IL-2 humana Duoset de acuerdo con el protocolo del fabricante (R&D Systems).

Una comparacion de la potencia con el CTLA-4 de tipo natural (SEQ ID NO: 35) en un formato de fusion con la region Fc
en el ensayo de linfocitos T CD4+ humanos primarios para 6 de las variantes de CTLA-4 més potentes se muestra en la
Figura 3B.

Ejemplo 5. Actividad biolégica de variantes de CTLA-4 en una reaccidon mixta de linfocitos utilizando células
mononucleares sanguineas periféricas procedentes de mono cinomolgo

Se recogié sangre de mono cinomolgo procedente de dos animales diferentes en un tubo de recogida CPT Vacutainer
(BD Biosciences) y se sedimentd por centrifugaciéon a 1700g durante 25 minutos. Las células se recogieron y se
transfirieron a un tubo coénico de 50 mL y se sedimentaron por centrifugacién a 350g durante 10 minutos. Se lisaron los
eritrocitos resuspendiéndolos en 20 mL de reactivo Vitalize y se incubaron entre 30 minutos y 1 hora. A continuacién se
sedimentaron las células por centrifugacion a 350g durante 10 minutos y se lavaron una vez con medio para linfocitos T
(medio Xvivo-15 (Lonza) suplementado con un 1% de Anti/Anti (Invitrogen)). En una placa de 96 pocillos separada (con
una unién a proteinas baja), se realizaron diluciones de moléculas variantes de CTLA-4 en medio para linfocitos T
completo comenzando con una concentracion inicial de 100 pg/mL y haciendo doce diluciones en serie 1:5. Se
dispensaron 100 pL de las diluciones de CTLA-4 Ig en la placa de ensayo de 96 pocillos tratada para cultivo tisular. Se
mezclaron suspensiones de células PBMC procedentes de cada animal en una proporcion 1:1 y se dispensaron 100 uL
de la suspension celular en todos los pocillos que contenian las diluciones de CTLA-4 Ig y se incubaron durante 24 horas.
A continuacion se recolectaron las placas por centrifugacion a 350g durante 5 minutos y se transfirieron los sobrenadantes
a una placa de 96 pocillos nueva. Se midio la secrecién de IL-2 utilizando un kit para IL-2 cinomolgo ELISA de acuerdo
con el protocolo del fabricante (MABTech).

Una comparacion de la potencia con el CTLA-4 de tipo natural (SEQ ID NO: 35) en un formato de fusion con la regién Fc
en el ensayo de reaccidon mixto de linfocitos de mono cinomolgo para dos de las variantes de CTLA-4 mas potentes se
muestra en la Figura 3C.

Ejemplo 6. Especificidad de la unién de la variante a CD80 y CD86

Se marcaron las variantes de CTLA-4 con peroxidasa de rabano utilizando el kit de marcaje con HRP activada (Pierce).
Se recubrieron proteinas de fusion de dominios extracelulares de los miembros de la familia B7 con la regién Fc (R&D
Systems) durante toda la noche con concentraciones de 5 ug/mL en PBS en una placa Maxisorp (Nunc). Las placas se
bloquearon con un BSA al 1%, las variantes de CTLA-4 marcadas con HRP se afiadieron con diferentes concentraciones
y se determiné la cantidad de proteina unida utilizando un sustrato colorimétrico (sustrato BD OptEIA, BD Biosciences).

La especificidad por CD80 y CD86 de dos de las variantes de CTLA-4 mas potentes en comparacion con otros ligandos
proteicos relacionados se muestra en la Figura 4.

Ejemplo 7. Analisis de funciones efectoras mediadas por la regién Fc

Ensayo de citotoxicidad mediada por células y dependiente de anticuerpos (ADCC, por sus siglas en inglés)

Se recogié sangre humana en un tubo de recogida CPT Vacutainer (BD Biosciences) y se sedimentd por centrifugacion
a 1700g durante 25 minutos. Las células se recogieron y se transfirieron a un tubo coénico de 50 mL y se sedimentaron
por centrifugacion a 350g durante 10 minutos. Se lisaron los eritrocitos resuspendiéndolos en 20 mL de reactivo Vitalize
y se incubaron entre 30 minutos y 1 hora. A continuacién se sedimentaron las células por centrifugacion a 350g durante
10 minutos y se lavaron una vez con medio para linfocitos T (medio Xvivo-15 (Lonza) suplementado con un 1% de Anti/Anti
(Invitrogen)). Se colocaron en placas 500 000 PBMC en 200 pL de medio Xvivo-15 en presencia de diferentes anticuerpos
y proteinas de fusion con la regién Fc. Tras 24 horas de incubacion, se determiné la viabilidad de linfocitos B utilizando
citometria de flujo por tincién con anticuerpos anti-CD19 (BD Biosciences) y 7-AAD (Molecular Probes). Se calculé para
cada muestra el numero de linfocitos B viables multiplicando por 500 000 el porcentaje de células en la seccion de
viabilidad por las propiedades de dispersion frontal/lateral que fueron también CD19* y 7-AAD".

Ensayo de citotoxicidad dependiente del complemento (CDC, por sus siglas en inglés)

Se recogié suero humano en tubos separadores de suero y se afiadié a medio Xvivo-15 hasta una concentracion final de
un 10% p/v. Se incubaron 100 000 linfocitos B Raji durante 18 horas en medio que contenia diversos anticuerpos y
proteinas de fusién con la region Fc. Se determiné la viabilidad de las células Raiji utilizando citometria de flujo por tincion
con 7-AAD (Molecular Probes). Se calcul6 para cada muestra el nimero de células viables multiplicando por 100 000 el
porcentaje de células en la seccién de viabilidad por las propiedades de dispersion frontal/lateral que fueron también 7-
AAD". Se utilizé como control medio que contenia suero humano que se habia inactivado con anterioridad térmicamente
durante 30 minutos a 56 °C para confirmar la citotoxicidad celular mediada por el complemento. En la Figura 5 se muestra
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una demostracion de la funcion efectora nula (ADCC y CDC) para dos de las variantes de CTLA-4 mas potentes con una
modificacién TM.

Ejemplo 8. Andlisis cinéticos de la unién de variantes de CTLA-4 a CD80 y CD86 humano, murino y de mono cinomolgo

Clonacién y expresion de reactivos de tipo CD80 y CD86

Se sintetizaron moléculas de ADNc que codificaban los dominios extracelulares (ECD, por sus siglas en inglés) de CD80
y CD86 procedentes de seres humanos y ratones por clonacion mediante PCR con extension del cebador y se cloné en
pDONR221 (Invitrogen, N.° de cat. 12536-017). Se utilizaron secuencias de bases de datos para CD80 y CD86 humanos
y murinos (remitase a la tabla 1). No se dispuso de secuencias de mono cinomolgo, de modo que, basandose en la
elevada homologia predicha entre mono cinomolgo y mono rhesus, se utilizaron las secuencias del CD80 de mono rhesus
(numero de acceso ensemble ENSMMUGO00000016367) y el CD86 (numero de acceso ensemble
ENSMMUGO00000000912) para disefiar cebadores capaces de amplificar la secuencia codificante del gen en el mono
cinomolgo.

A continuacion se transfirieron los fragmentos de ADNc que codifican los dominios extracelulares al vector de expresion
de mamiferos pDEST12.2 (Invitrogen) utilizando la enzima LR Gateway Clonase Il de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Invitrogen, N.° de cat. 12538-120). El vector pDEST12.2 se habia modificado para contener una marca FLAG
10xhis (DYKDDDDKAAHHHHHHHHHH) en fase con el gen insertado de interés y también por insercion del origen de
replicacion oriP procedente del vector pCEP4 (Invitrogen, n.° de cat. V044-50) que permite la replicacion plasmidica
episdmica tras la transfeccion en lineas celulares que expresan el producto génico EBNA-1 (tales como células HEK293-
EBNA). La proteina expresada en el sobrenadante de HEK293-EBNA se purificéd utilizando cromatografia de afinidad a
Ni-NTA (columna Histrap HP (GE Healthcare, n.° de cat. 17-5248-02)) y a continuacién por cromatografia de exclusion
por tamario (columna Superdex 200 (GE Healthcare, n.° de cat. 17-1069-01)).

Dominios extracelulares de CD80

Especies Aminoacidos en | Numero de acceso | SEQ ID NO
ECD (Swiss-Prot)

Ser humano 1-242 P33681 1

Raton 1-245 Q00609 2

Cinomolgo 1-242 NA 3

Dominios extracelulares de CD86

Especies Aminoacidos en | Numero de acceso | SEQ ID
ECD (Swiss-Prot)

Ser humano 7-246 P42081 4

Ratoén 1-245 P42082 5

Cinomolgo 1-242 NA 6

Analisis de la afinidad de unioén por resonancia de plasmones superficiales (SPR, por sus siglas en inglés)

Se realizaron analisis por SPR de las interacciones de CTLA-4:CD80 y CD86 en una maquina de SPR Biacore 2000. Se
acoplaron de manera covalente aproximadamente 200 RU de variantes de CTLA-4 mediante grupos de aminas primarias
con una micromatriz CM5 de Biacore (GE healthcare, cat. n.° BR-1000-14) que utiliza un kit de acoplamiento de aminas
(GE healthcare, n.° de cat. BR-1000-50). Las titulaciones de CD80 y CD86 en tampdn HBS-EP (GE healthcare, n.° de cat.
BR-1001-88) se hicieron fluir sobre variantes de CTLA-4 inmovilizadas. Se sustrajeron todos los componentes traza
mediante el método de la doble referencia. Los analisis se realizaron utilizando un software de evaluacion de Biacore que
utilizaba un modelo de Langmuir 1:1 para ajustar las constantes de asociacion y disociacién. Cuando las variantes tuvieron
cinéticas muy rapidas se realizaron andlisis de equilibrio.

La afinidad monovalente (Kq en nM) de variantes de CTLA-4 seleccionadas y CTLA-4 de tipo natural (SEQ ID NO: 35) en
el formato de fusion con la regién Fc para ligandos humanos, murinos y de mono cinomolgo se muestra a continuacion.

24



10

15

20

ES 2777778 T3

CD80 CD86 CD80 de | CD86 de | CD80 CD86

humano humano cino. cino murino murino
rcgttfaldf de 1o | 4540 6420 1550 6530 2950 5550
Variante 1322 8 526 6 330 ND ND
Variante 1321 23 1085 19 960 ND ND
Variante 1299 12 1388 10 1020 ND ND
Variante 1315 20 1129 17 750 ND ND
Variante 1227 11 1154 9 1020 ND ND
Variante 1115 20 1542 18 1070 ND ND
Variante 1114 42 1340 39 1280 2170 4860

A continuacion se muestran mejoras en la afinidad (factor de mejora respecto al CTLA-4 de tipo natural en un formato de
fusion con la region Fc) de variantes de CTLA-4 seleccionadas para ligandos humanos, murinos y de mono cinomolgo.

CD80 humano|CD86 humano|CD80 de cino.|CD86 de cino.|[CD80 murino|CD86 murino

CTLA-4 de tipo natural|1 1 1 1 1 1

Variante 1322 193 12 258 20 ND ND
Variante 1321 67 6 82 7 ND ND
Variante 1299 128 5 155 6 ND ND
Variante 1315 77 6 91 9 ND ND
Variante 1227 140 6 172 6 ND ND
Variante 1115 77 4 86 6 ND ND
Variante 1114 37 5 40 5 1 1

Cabe sefalar que estas variantes, que fueron las variantes mas potentes estudiadas en los ensayos de actividad bioldgica,
demostraron ganancias de afinidad superiores respecto al ligando CD80 humano que al ligando CD86 humano (tal y como
se resume en la Figura 6). Se observé un patrén similar de una ganancia de afinidad superior frente a CD80 que a CD86
utilizando los ligandos de cinomolgo.

Ejemplo 9. Estudios acelerados de estabilidad de CTLA-4 de tipo natural con mutaciones en Fc

Expresién, purificacién y cuantificacion de las proteinas de CTLA-4

Los ADNc que codifican el dominio extracelular de CTLA4 natural fusionado con variantes de Fc 1-4 se clonaron en pEE
12.4 (Lonza) y se expresaron en células CHO. Resumiendo, se transfectaron 1 x 108 células CHOK1SV (Lonza) por
nucleofeccion (Lonza) utilizando el programa U-024 y la solucidon V con 5 mcg de ADN plasmidico linealizado. Tras la
transfeccion, se cultivaron las células en CD-CHO (Invitrogen), suplementado con 1 x GS y MSX 50 uM. Las células
comenzaron a crecer aproximadamente 2 semanas después de la transfeccién, momento en el cual se expandieron en
frascos de agitacion para la produccién de las proteinas. Para la purificacion, se utilizaron una serie de pasos comenzando
con un paso de captura Mabselect, seguido por un paso de depuracion por intercambio anioénico SuperQ, seguido por
SEC para eliminar los agregados. Las proteinas se almacenaron en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) pH 7.2.

Estudios de estabilidad
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Se realizaron estudios de estabilidad en moléculas de CTLA-4 fusionadas con diferentes variantes de Fc para comparar
su estabilidad y determinar la configuracion de Fc mas estable. Las moléculas que se estudiaron incluyeron: CTLA-4
variante 1 de la region Fc (SEQ ID NO: 7); CTLA-4 variante 2 de la regiéon Fc (SEQ ID NO: 8); CTLA-4 variante 3 de la
region Fc (SEQ ID NO: 9); CTLA-4 variante 4 de la regién Fc (SEQ ID NO: 10). Las diferencias de aminoacidos en la
region Fc estan resaltadas en la Figura 1B para la variante 1 de la region Fc (SEQ ID NO: 57); variante 2 de la region Fc
(SEQ ID NO: 58); variante 3 de la regién Fc (SEQ ID NO: 59) y variante 4 de la region Fc (SEQ ID NO: 60).

CTLA-4 variante 1 de la region Fc (SEQ ID NO: 7) es la molécula de Abatacept, que comprende el CTLA-4 de tipo natural
(SEQ ID NO: 35) fusionado con una region Fc de IgG1 con una bisagra modificada (SEQ ID NO: 57).

CTLA-4 variante 2 de la regiéon Fc (SEQ ID NO: 8) es Abatacept modificado para incorporar una mutacion YTE en la region
Fc y comprende CTLA-4 de tipo natural (SEQ ID NO: 35) fusionado con la regién Fc de IgG1 con una bisagra modificada
y una mutacién YTE (SEQ ID NO: 58).

CTLA-4 variante 3 de la region Fc (SEQ ID NO: 9) comprende CTLA-4 de tipo natural (SEQ ID NO: 35) fusionado con una
region Fc de IgG1 en la cual las mutaciones C>S observadas en Abatacept revierten, que comprende una bisagra de tipo
natural, y que ademas incluye una mutacion triple (TM) y una mutacién YTE (SEQ ID NO: 59).

CTLA-4 variante 4 de la region Fc (SEQ ID NO: 10) comprende un CTLA-4 de tipo natural (SEQ ID NO: 35) fusionado con
una region Fc de IgG4 que comprende una mutacion YTE y una mutacién en la regién bisagra que comprende prolina en
la posicion 111 (SEQ ID NO: 60).

La posicion 111 en la numeracion Swiss-Prot corresponde al residuo 14 de la secuencia de IgG1 correspondiente SEQ
ID NO: 56 tal como se muestra en la Figura 1, o al residuo 228 en la regiéon constante completa de IgG4. Se sabe que la
introduccién de una mutacion de serina a prolina en esta posicion estabiliza la interaccion disulfuro intercatenaria y por lo
tanto minimiza la formacion de medias moléculas de 1gG4 (Aalberse y Schuurman, Immunology 105(1):9-19 2002; Van
der Neut Kolfschoten et al., Science 307(5844):1554-7 2007; Angal et al., Mol Immunol 30(1):105-8 1993; Schuurman et
al. Mol Immunol 38(1):1-8 2001) y de esta manera minimiza los retos asociados con el desarrollo del farmaco candidato.
Ademas, ya que este residuo de prolina se encuentra en la posicion correspondiente de la IgG1, no se anticipa que suscite
ninguna preocupacioén en lo que se refiere a la inmunogenicidad.

Las moléculas se recibieron en forma liquida con ~10 mg/mL en tampdn PBS. Se concentraron las 4 moléculas utilizando
filtros de ultra centrifuga Amicon, PM del punto de corte de 30 000. Las moléculas se centrifugaron a 4200g hasta que se
logré el volumen objetivo (30-60 minutos). Se midieron las concentraciones espectrofotométricamente utilizando un
coeficiente de extincidon de anticuerpos estandar de 1.4. Se calculé que las concentraciones finales estaban comprendidas
entre 71-85 mg/mL. Aunque en este ejemplo se utilizé un coeficiente de extinciéon de un anticuerpo de 1.4, posteriormente
se determind que el coeficiente de extincion real del polipéptido estaba mas proximo a 1.1. Por lo tanto, estas
concentraciones calculadas representan de hecho un intervalo de concentracion de 91-108 mg/mL. Se pueden lograr
concentraciones mas elevadas si se desea prolongando la ultrafiltracion, sometida a restricciones volumétricas.

Se incubaron muestras de cada variante de la regién Fc a 5 °C y 25 °C durante 1 mes. La cromatografia liquida de alta
resolucidon de exclusién por tamafio (SE-HPLC) fue el ensayo indicador de la estabilidad utilizado para determinar y
comparar las tasas de degradacion de las 4 moléculas. Se llevé a cabo SE-HPLC de acuerdo con SOP DV-9525 con un
caudal de 1 mL/min. Cualquier pico que eluya antes del pico del monémero (con un tiempo de elucién inferior al del
mondmero) en el cromatograma de HPLC se designa como un pico de agregados. Cualquier pico que eluya después del
pico del mondémero (con un tiempo de elucién superior al del monémero) se designa como un pico de fragmentos. El
porcentaje total de agregados y fragmentos se determina mediante el area del pico o de los picos de agregados y el pico
o los picos de fragmentos como una fraccién del area total de todos los picos proteicos en el cromatograma. Antes de la
incubacion, se llevé a cabo SE-HPLC en todas las muestras para el punto de datos de tiempo 0. A partir de ahi, se
recogieron los datos de SE-HPLC cada semana para el estudio de estabilidad a 25 °C y cada 2 semanas para el estudio
de estabilidad a 5 °C. La duracion total de ambos estudios fue de 1 mes. A continuacion se muestran las tasas de
agregacion, fragmentacion y degradacion calculadas utilizando un ajuste lineal respecto a los datos de 1 mes.

Tasas después de 1 mes a 5 °C

Molécula % de agregados/mes % de fragmentos/mes Zz?eia/n?.i;dida de
e e | 26
Fe(SEQIDNO S8 | 32 ° -
Fe(SEQIDNO %) | 10 ° b
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Variante 4 de la region

Fc (SEQ ID NO 60) 0.8 0.9 17

Tasas después de 1 mes a 25 °C

Molécula % de agregados/mes % de fragmentos/mes ;/deza/rﬁigdida de
\Flsr(lgrl]ztg :Ddrﬁéas;(;gién 12.8 07 134

Fo r(lgrétg fDdﬁc)lasgaSgién 143 0.9 15.2
Fe(EQDNOso) |78 ° "

e e e 02

Basandose en estos datos, la variante 3 de la region Fc (SEQ ID NO: 59) se seleccioné como la pareja para la fusion
o6ptima basandose en las tasas mas bajas de pérdida de pureza tanto a 5 °C como a 25 °C.

Ejemplo 10 Estudios acelerados de estabilidad de variantes de CTLA-4 fusionadas con la variante 3 de la regién Fc

Se realizaron estudios de estabilidad en 6 de las moléculas variantes de CTLA-4 mas potentes fusionadas con la variante
3 de la region Fc (SEQ ID NO: 59) para determinar la variante de CTLA-4 mas estable. Las moléculas que se estudiaron
en este formato fueron: la variante 1115 (SEQ ID NO: 15), la variante 1227 (SEQ ID NO: 16), la variante 1299 (SEQ ID
NO: 13), la variante 1315 (SEQ ID NO: 14), la variante 1321 (SEQ ID NO: 12), la variante 1322 (SEQ ID NO: 11).

Las moléculas se recibieron en forma liquida con ~10 mg/mL en tampén PBS. Se concentraron las 6 moléculas utilizando
filtros de ultra centrifuga Amicon, PM del punto de corte de 30 000. Las moléculas se centrifugaron a 4200g hasta que se
logré el volumen objetivo (30-60 minutos). Se calcularon los coeficientes de extincion utilizando las secuencias de
aminoacidos. Los coeficientes de extinciéon calculados fueron 1.10 para 1315y 1321; y 1.09 para 1115, 1227, 1299 y
1322. Se midieron las concentraciones utilizando el coeficiente de extincion apropiado. Las concentraciones finales
estuvieron comprendidas entre 94.6-101.6 mg/mL.

Se realizaron estudios de estabilidad a 5 °C y 25 °C siguiendo las mismas directrices descritas en la seccion anterior,
salvo que Unicamente hubo recogida en los puntos temporales correspondientes a 0 y 1 meses para el estudio de
estabilidad a 5 °C. La duracién total de ambos estudios fue de 1 mes. A continuaciéon se muestran las tasas de agregacion,
fragmentacién y degradacion calculadas utilizando un ajuste lineal respecto a los datos de 1 mes.

Tasas después de 1 mes a 25 °C

Molécula % de agregados/mes | % de fragmentos/mes ;/deza/mezérdida de
1115 6.0 0 6.0
1227 4.0 0 4.0
1315 24.0 0 24.0
1299 1.5 0 1.5
1321 8.8 0 8.8
1322 1.4 0 1.4
Tasas después de 1 mes a 5 °C
Molécula % de agregados/mes % de fragmentos/mes :ﬁfeeza/mepsérdida de
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1115 0.4 0 0.4
1227 0.8 0 0.8
1315 2.6 0 2.6
1299 0.2 0 0.2
1321 0.6 0 0.6
1322 0.1 0 0.1

Se observoé que las variantes 1299 y 1322 tenian los niveles mas bajos de pérdida de pureza tanto en los estudios a 5 °C
como a 25 °C alo largo de 1 mes. Por lo tanto, los estudios de estabilidad se prolongaron hasta 6 meses a 5 °C para las
variantes 1299 y 1322. A continuacion se muestran los resultados obtenidos a partir de los puntos temporales mensuales.

Datos de estabilidad para 1299 a 5 °C

Punto temporal (meses) Z(é?eegados % de fragmentos | % de pureza
0 1.1 0.0 98.9

1 1.4 0.0 98.6

2 2.0 0.0 98.0

3 1.9 0.0 98.1

4 24 0.0 97.6

5

6

% de pérdida de pureza / afio calculado a partir de un ajuste lineal de los datos = 3.6%

Datos de estabilidad para 1322 a 5 °C

Punto temporal (meses) % de agregados % de fragmentos % de pureza
0 1.2 0.0 98.8

1 1.4 0.0 79.5

2 1.8 0.0 98.2

3 1.7 0.0 98.3

4 2.1 0.0 97.9

5

6

% de pérdida de pureza / afo calculado a partir de un ajuste lineal de los datos = 2.6%

Ejemplo 11 Construccion de una molécula de CTLA-4 tetravalente

Disenfio y construccion de vectores de expresion de CTLA-4 tetravalente

Utilizando IgG NIP 74 que se une a nitrofenol (cadena pesada SEQ ID NO: 17; (cadena ligera SEQ ID NO: 18) como
estructura base, se produjo una CTLA-4 tetravalente fusionando CTLA-4 con el extremo amino de las cadenas Vhy VL
del anticuerpo (Figura 7A). Se produjeron los constructos de expresion fusionando CTLA-4 con Vu y VL utilizando la
estrategia de PCR en 2 pasos y a continuacion subclonando los productos de PCR en los vectores de expresion de IgG
que contenian los dominios constantes del anticuerpo. La PCR primaria amplificé la CTLA-4 y la Vi y VL de IgG con
cebadores especificos de los genes (SEQ ID NOS 21-28) que afiadieron un conector flexible al extremo 3' de CTLA-4 y
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al extremo 5' de Vu y VL. La PCR "pull-through" secundaria unié la CTLA-4 al extremo 5' de Vu y VL hibridando las
secuencias del conector complementarias. El constructo final CTLA-4-Vy se amplificd utilizando cebadores que
introdujeron un BssHII en el extremo 5' y un sitio BstEll en el extremo 3' (SEQ ID NOS 29-30). El constructo final CTLA-
4-V se amplifico utilizando cebadores que introdujeron un ApaLl en el extremo 5'y un sitio Pacl en el extremo 3' (SEQ ID
NOS 31-32). A continuacién los productos de PCR se digirieron con las enzimas de restriccion especificas antes de ligarlos
directamente en los vectores de expresion de IgG predigeridos, pEU1.4 para el casete de CTLA-4-Vu y pEU3.4 para el
casete CTLA-4-VL, y se utilizaron para transformar quimicamente células DH5-alfa de E.coli competentes. Los clones
correctos, que correspondian a las SEQ ID NOS 19 y 20, se identificaron por analisis secuencial para los estudios de
expresion.

Expresion y purificacion del CTLA-4 tetramérico

Para ambos plasmidos requeridos para la transfeccién, uno que codificaba para la fusion de la cadena pesada de CTLA-
4 y uno que codificaba para la fusion de la cadena ligera de CTLA-4, se utilizd una unica colonia para inocular 100 mL de
caldo 2xTY que contenia 100 ug/mL de ampicilina. Los cultivos se incubaron durante toda la noche (16 horas) a 37 °C y
300 rpm. Se aislé el ADN plasmidico del sedimento bacteriano utilizando el kit EndoFree Plasmid Maxi Kit (QIAGEN;
12362) siguiendo las instrucciones del fabricante. En la mafana de la transfeccion, se sembraron las células CHO con
una concentracion de un millén de células por mL en medio CD-CHO (Invitrogen; 10743-029) que contenia sulfoximina
de L-metionina 25 uyM (Sigma; M5379). Las células se cultivaron en un volumen de 500 mL y se incubaron a 37 °C, 140
rpm, 80% de humedad y 5% de CO2. Con el fin de formar complejos de ADN-PEI para la transfeccion, se mezclaron 250
Mg de cada vector y se diluyeron en NaCl 150 mM para proporcionar 500 uyg de ADN en un volumen final de 1 mL. A
continuacién se mezcl6 el ADN con 1 mL de PEI con una concentracion de 5 mg/mL (Polysciences; 23966), se diluy6 en
NaCl 150 mM y se incub6 a temperatura ambiente durante 1 minuto. A continuacion se afiadié cuidadosamente la mezcla
ADN-PEI al cultivo de CEP6 que se habia incubado durante 24 horas antes de la adicion de 150 mL de CD-CHO Efficient
Feed B (Invitrogen; A10240). A continuacion se incubd el cultivo durante seis dias mas.

El cultivo se centrifugé a 2000g durante 30 minutos; el sobrenadante del cultivo aclarado se filtré a continuacion a través
de una Stericup de 500 mL (Millipore; SCGVUO5RE). Se realizé la purificacion del CTLA-4 tetravalente, a partir del
sobrenadante del cultivo aclarado utilizando un sistema AKTApurifier 10 (GE Healthcare; 28-4062-64) y cromatografia de
afinidad seguida por cromatografia de filtracién en gel. Se equilibré una columna de 5 mL MabSelect Sure (GE Healthcare;
11-0034-94) con diez volumenes de columna de D-PBS (Invitrogen; 14040-174). El sobrenadante del cultivo aclarado se
pasoé sobre la columna antes de lavar la columna con diez volumenes de columna mas de D-PBS. Se eluyd la proteina
unida con glicina 0.1 M, pH 2.7 y se recogieron fracciones de 1 mL. Se neutralizé cada fraccién con 100 yL de Tris 1M,
pH 10y las fracciones que contenian la proteina eluida se combinaron y concentraron hasta un volumen de 2 mL utilizando
una unidad de filtracion Vivaspin, MWCO (siglas en inglés de PM del punto de corte) de 10 000 (Sartorius Stedim; VS2002)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La muestra concentrada de 2 mL se cargd sobre una columna de filtracion en
gel HiLoad Superdex 200, 16/60 (GE Healthcare; 17-1069-01), que se habia equilibrado en D-PBS. A lo largo del proceso
se recogieron fracciones de 1.2 mL. Aquellas fracciones que contenian la proteina objetivo con el peso molecular correcto
(volumen de retencién de 56 mL) se combinaron, se concentraron hasta un volumen de 1 mL utilizando una unidad de
filtracién Vivaspin, MWCO de 10 000 y se almacend a -80 °C.

El perfil obtenido del CTLA-4 tetramérico purificado junto con el CTLA-4 de tipo natural (SEQ ID NO: 35) en el formato de
fusién con la region Fc en el ensayo celular dual Raji-Jurkat y sus datos se muestran en la Figura 8A. Los valores de Clso
en este ensayo para la CTLA-4 tetramérica y CTLA-4 de tipo natural (SEQ ID NO: 35) en el formato de fusion con la region
Fc fueron 1.93 nM y 11.39 nM, respectivamente. Esto indica una ganancia en la potencia de 5-9 veces respecto a la
conversién de un formato de fusién con la regiéon Fc dimérico en un formato similar a IgG tetramérico.

Aspectos
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Medlmmune Limited

<120> Variantes de CTLA-4

<130> CTLA4-101

<160> 72

<170> Patentln version 3.3

<210> 1

<211> 274

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: marca his 10 del CD80 humano

<400> 1

Met Gly His Thr Arg Arg GIn Gly Thr Ser Pro Ser Lys Cys Pro Tyr

1 5 10 15

Leu Asn Phe Phe GIn Leu Leu Val Leu Ala Gly Leu Ser His Phe Cys

20 25 30

Ser Gly Val lle His Val Thr Lys Glu Val Lys Glu Val Ala Thr Leu
35 40 45

Ser Cys Gly His Asn Val Ser Val Glu Glu Leu Ala GIn Thr Arg lle
50 55 60

Tyr Trp GIn Lys Glu Lys Lys Met Val Leu Thr Met Met Ser Gly Asp
65 70 75 80
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Met Asn lle Trp Pro Glu Tyr Lys Asn Arg Thr lle Phe Asp lle Thr
85 90 95

Asn Asn Leu Ser lle Val lle Leu Ala Leu Arg Pro Ser Asp Glu Gly
100 105 110

Thr Tyr Glu Cys Val Val Leu Lys Tyr Glu Lys Asp Ala Phe Lys Arg
115 120 125

Glu His Leu Ala Glu Val Thr Leu Ser Val Lys Ala Asp Phe Pro Thr
130 135 140

Pro Ser lle Ser Asp Phe Glu lle Pro Thr Ser Asn lle Arg Arg lle
145 150 155 160

lle Cys Ser Thr Ser Gly Gly Phe Pro Glu Pro His Leu Ser Trp Leu
165 170 175

Glu Asn Gly Glu Glu Leu Asn Ala lle Asn Thr Thr Val Ser GIn Asp
180 185 190

Pro Glu Thr Glu Leu Tyr Ala Val Ser Ser Lys Leu Asp Phe Asn Met
195 200 205

Thr Thr Asn His Ser Phe Met Cys Leu lle Lys Tyr Gly His Leu Arg
210 215 220

Val Asn GIn Thr Phe Asn Trp Asn Thr Thr Lys GIn Glu His Phe Pro
225 230 235 240

Asp Asn Asp Pro Ala Phe Leu Tyr Lys Val Val Gly Ala Ala Asp Tyr
245 250 255

Lys Asp Asp Asp Asp Lys Ala Ala His His His His His His His His
260 265 270
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His His

<210> 2
<211> 277
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: marca his 10 del CD80 murino

<400> 2

Met Ala Cys Asn Cys GIn Leu Met GIn Asp Thr Pro Leu Leu Lys Phe
1 5 10 15

Pro Cys Pro Arg Leu lle Leu Leu Phe Val Leu Leu lle Arg Leu Ser
20 25 30

GIn Val Ser Ser Asp Val Asp Glu GIn Leu Ser Lys Ser Val Lys Asp
35 40 45

Lys Val Leu Leu Pro Cys Arg Tyr Asn Ser Pro His Glu Asp Glu Ser
50 55 60

Glu Asp Arg lle Tyr Trp GIn Lys His Asp Lys Val Val Leu Ser Val
65 70 75 80

lle Ala Gly Lys Leu Lys Val Trp Pro Glu Tyr Lys Asn Arg Thr Leu
85 90 95

Tyr Asp Asn Thr Thr Tyr Ser Leu lle lle Leu Gly Leu Val Leu Ser
100 105 110

Asp Arg Gly Thr Tyr Ser Cys Val Val GIn Lys Lys Glu Arg Gly Thr
115 120 125
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Tyr Glu Val Lys His Leu Ala Leu Val Lys Leu Ser lle Lys Ala Asp
130 135 140

Phe Ser Thr Pro Asn lle Thr Glu Ser Gly Asn Pro Ser Ala Asp Thr
145 150 155 160

Lys Arg lle Thr Cys Phe Ala Ser Gly Gly Phe Pro Lys Pro Arg Phe
165 170 175

Ser Trp Leu Glu Asn Gly Arg Glu Leu Pro Gly lle Asn Thr Thr lle
180 185 190

Ser GIn Asp Pro Glu Ser Glu Leu Tyr Thr lle Ser Ser GIn Leu Asp
195 200 205

Phe Asn Thr Thr Arg Asn His Thr lle Lys Cys Leu lle Lys Tyr Gly
210 215 220

Asp Ala His Val Ser Glu Asp Phe Thr Trp Glu Lys Pro Pro Glu Asp
225 230 235 240

Pro Pro Asp Ser Lys Tyr Pro Ala Phe Leu Tyr Lys Val Val Gly Ala
245 250 255

Ala Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Ala Ala His His His His His
260 265 270

His His His His His
275

<210> 3
<211> 274
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: marca his 10 del CD80 cinomolgo
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<400> 3

Met Gly His Thr Trp Arg GIn Gly lle Ser Pro Ser Lys Cys Pro Tyr
1 5 10 15

Leu Lys Phe Phe GIn Leu Leu Val Leu Ala Cys Leu Ser His Phe Cys
20 25 30

Ser Gly Val lle His Val Thr Lys Glu Val Lys Glu Val Ala Thr Leu
35 40 45

Ser Cys Gly His Asn Val Ser Val Glu Glu Leu Ala GIn Thr Arg lle
50 55 60

Tyr Trp GIn Lys Glu Lys Lys Met Val Leu Thr Met Met Ser Gly Asp
65 70 75 80

Met Asn lle Trp Pro Glu Tyr Lys Asn Arg Thr lle Phe Asp lle Thr
85 90 95

Asn Asn Leu Ser lle Val lle Leu Ala Leu Arg Pro Ser Asp Glu Gly
100 105 110

Thr Tyr Glu Cys Val Val Leu Lys Tyr Glu Lys Asp Ala Phe Lys Arg
115 120 125

Glu His Leu Ala Glu Val Met Leu Ser Val Lys Ala Asp Phe Pro Thr
130 135 140

Pro Ser lle Thr Asp Phe Glu lle Pro Pro Ser Asn lle Arg Arg lle
145 150 155 160

lle Cys Ser Thr Ser Gly Gly Phe Pro Glu Pro His Leu Ser Trp Leu
165 170 175

Glu Asn Gly Glu Glu Leu Asn Ala lle Ser Thr Thr Val Ser GIn Asp
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180 185 190

Pro Glu Thr Glu Leu Tyr Thr Val Ser Ser Lys Leu Asp Phe Asn Met
195 200 205

Thr Thr Asn His Ser Phe Met Cys Leu lle Lys Tyr Gly His Leu Arg
210 215 220

Val Asn GIn Thr Phe Asn Trp Asn Thr Pro Lys GIn Glu His Phe Pro
225 230 235 240

Asp Asn Asp Pro Ala Phe Leu Tyr Lys Val Val Gly Ala Ala Asp Tyr
245 250 255

Lys Asp Asp Asp Asp Lys Ala Ala His His His His His His His His
260 265 270

His His

<210> 4

<211> 271

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: marca his 10 del CD86 humano

<400> 4

Met Gly Leu Ser Asn lle Leu Phe Val Met Ala Phe Leu Leu Ser Gly
1 5 10 15

Ala Ala Pro Leu Lys lle Gin Ala Tyr Phe Asn Glu Thr Ala Asp Leu
20 25 30

Pro Cys GIn Phe Ala Asn Ser GIn Asn GIn Ser Leu Ser Glu Leu Val
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35 40 45

Val Phe Trp GIn Asp GIn Glu Asn Leu Val Leu Asn Glu Val Tyr Leu
50 55 60

Gly Lys Glu Lys Phe Asp Ser Val His Ser Lys Tyr Met Gly Arg Thr
65 70 75 80

Ser Phe Asp Ser Asp Ser Trp Thr Leu Arg Leu His Asn Leu GIn lle
85 90 95

Lys Asp Lys Gly Leu Tyr GIn Cys lle lle His His Lys Lys Pro Thr
100 105 110

Gly Met lle Arg lle His GIn Met Asn Ser Glu Leu Ser Val Leu Ala
115 120 125

Asn Phe Ser GIn Pro Glu lle Val Pro lle Ser Asn lle Thr Glu Asn
130 135 140

Val Tyr lle Asn Leu Thr Cys Ser Ser lle His Gly Tyr Pro Glu Pro
145 150 155 160

Lys Lys Met Ser Val Leu Leu Arg Thr Lys Asn Ser Thr lle Glu Tyr
165 170 175

Asp Gly lle Met GIn Lys Ser GIn Asp Asn Val Thr Glu Leu Tyr Asp
180 185 190

Val Ser lle Ser Leu Ser Val Ser Phe Pro Asp Val Thr Ser Asn Met
195 200 205

Thr lle Phe Cys lle Leu Glu Thr Asp Lys Thr Arg Leu Leu Ser Ser
210 215 220

Pro Phe Ser lle Glu Leu Glu Asp Pro GlIn Pro Pro Pro Asp His Asp
225 230 235 240
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Pro Ala Phe Leu Tyr Lys Val Val Gly Ala Ala Asp Tyr Lys Asp Asp
245 250 255

Asp Asp Lys Ala Ala His His His His His His His His His His
260 265 270

<210> 5
<211> 277
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: marca his 10 del CD86 murino

<400> 5

Met Asp Pro Arg Cys Thr Met Gly Leu Ala lle Leu lle Phe Val Thr
1 5 10 15

Val Leu Leu lle Ser Asp Ala Val Ser Val Glu Thr GIn Ala Tyr Phe
20 25 30

Asn Gly Thr Ala Tyr Leu Pro Cys Pro Phe Thr Lys Ala GIn Asn lle
35 40 45

Ser Leu Ser Glu Leu Val Val Phe Trp GIn Asp GiIn Gin Lys Leu Val
50 55 60

Leu Tyr Glu His Tyr Leu Gly Thr Glu Lys Leu Asp Ser Val Asn Ala
65 70 75 80

Lys Tyr Leu Gly Arg Thr Ser Phe Asp Arg Asn Asn Trp Thr Leu Arg
85 90 95

Leu His Asn Val GIn lle Lys Asp Met Gly Ser Tyr Asp Cys Phe lle
100 105 110
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GIn Lys Lys Pro Pro Thr Gly Ser lle lle Leu GIn GIn Thr Leu Thr
115 120 125

Glu Leu Ser Val lle Ala Asn Phe Ser Glu Pro Glu lle Lys Leu Ala
130 135 140

GIn Asn Val Thr Gly Asn Ser Gly lle Asn Leu Thr Cys Thr Ser Lys
145 150 155 160

GIn Gly His Pro Lys Pro Lys Lys Met Tyr Phe Leu lle Thr Asn Ser
165 170 175

Thr Asn Glu Tyr Gly Asp Asn Met GIn lle Ser GIn Asp Asn Val Thr
180 185 190

Glu Leu Phe Ser lle Ser Asn Ser Leu Ser Leu Ser Phe Pro Asp Gly
195 200 205

Val Trp His Met Thr Val Val Cys Val Leu Glu Thr Glu Ser Met Lys
210 215 220

lle Ser Ser Lys Pro Leu Asn Phe Thr GIn Glu Phe Pro Ser Pro GIn
225 230 235 240

Thr Tyr Trp Lys Glu Tyr Pro Ala Phe Leu Tyr Lys Val Val Gly Ala
245 250 255

Ala Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Ala Ala His His His His His
260 265 270

His His His His His
275

<210> 6
<211> 271
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: marca his 10 del CD86 cinomolgo

<400> 6

Met Gly Leu Ser Asn Thr Leu Phe Val Met Ala Phe Leu Leu Ser Gly
1 5 10 15

Ala Ala Pro Leu Lys lle GIn Ala Tyr Phe Asn Glu Thr Ala Asp Leu
20 25 30

Pro Cys GIn Phe Ala Asn Ser GIn Asn Arg Ser Leu Ser Glu Leu Val
35 40 45

Val Phe Trp GIn Asn GIn Glu Asn Leu Val Leu Asn Glu Val Tyr Leu
50 55 60

Gly Lys Glu Lys Phe Asp Ser Val His Ser Lys Tyr Met Gly Arg Thr
65 70 75 80

Ser Phe Asp Pro Glu Ser Trp Thr Leu Arg Leu His Asn Leu Gin lle
85 90 95

Lys Asp Lys Gly Leu Tyr GIn Cys lle lle His His Lys Arg Pro Thr
100 105 110

Gly Met lle Arg lle His GIn Met Asn Ser Glu Leu Ser Val Leu Ala
115 120 125

Asn Phe Ser GIn Pro Glu lle Val Pro lle Ser Asn lle Thr Glu Asn
130 135 140

Met Tyr lle Asn Leu Thr Cys Ser Ser lle His Gly Tyr Pro Glu Pro
145 150 155 160
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Glu Lys Met Ser Val Leu Leu Arg Thr Lys Asn Ser Thr lle Glu Tyr
165 170 175

Asp Gly Val Met GIn Lys Ser GIn Asp Asn Val Thr Glu Leu Tyr Asp
180 185 190

Val Ser lle Ser Leu Ser Val Ser Phe Pro Asp Val Thr Ser Asn Met
195 200 205

Thr lle Phe Cys Val Leu Glu Thr Asp Lys Thr GIn Leu Leu Ser Ser
210 215 220

Pro Phe Ser lle Glu Leu Glu Asp Pro Gin Pro Pro Pro Asp His Asp
225 230 235 240

Pro Ala Phe Leu Tyr Lys Val Val Gly Ala Ala Asp Tyr Lys Asp Asp
245 250 255

Asp Asp Lys Ala Ala His His His His His His His His His His
260 265 270

<210> 7
<211> 357
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: CTLA4 variante 1 de la region Fc

[CTLA-4 de tipo natural regién Fc de IgG1 (bisagra modificada)]

<400> 7

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly lle
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30
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Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle GIn
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys Lys Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp GIn Glu Pro Lys
115 120 125

Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro Glu Leu
130 135 140

Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
145 150 155 160

Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
165 170 175

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
180 185 190

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser
195 200 205

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu
210 215 220
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Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
225 230 235 240

Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro
245 250 255

GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn
260 265 270

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala
275 280 285

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
290 295 300

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
305 310 315 320

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
325 330 335

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser
340 345 350

Leu Ser Pro Gly Lys
355

<210> 8
<211> 357
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: CTLA4 variante 2 de la region Fc
[CTLA-4 de tipo natural regién Fc de IgG1 (bisagra
modificada) con YTE]
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<400> 8

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly lle
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle Gin
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys Lys Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp GIn Glu Pro Lys
115 120 125

Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala Pro Glu Leu
130 135 140

Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
145 150 155 160

Leu Tyr lle Thr Arg Glu Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
165 170 175

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
180 185 190
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Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser
195 200 205

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu
210 215 220

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
225 230 235 240

Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro
245 250 255

GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn
260 265 270

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala
275 280 285

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
290 295 300

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
305 310 315 320

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
325 330 335

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser
340 345 350

Leu Ser Pro Gly Lys
355

<210> 9
<211> 357
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: CTLA4 variante 3 de la region Fc

[CTLA-4 de tipo natural regién Fc de IgG1 con TM e YTE]

<400> 9

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly lle
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle Gin
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys Lys Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Val Glu Pro Lys
115 120 125

Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe
130 135 140

Glu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
145 150 155 160
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Leu Tyr lle Thr Arg Glu Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
165 170 175

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
180 185 190

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser
195 200 205

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu
210 215 220

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
225 230 235 240

Ser lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro
245 250 255

GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn
260 265 270

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala
275 280 285

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
290 295 300

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
305 310 315 320

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
325 330 335

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser
340 345 350
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Leu Ser Pro Gly Lys
355

<210> 10
<211> 354
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: CTLA4 variante 4 de la region Fc
[CTLA-4 de tipo natural regién Fc de IgG4 con YTE y una

Prolina bisagra]

<400> 10

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly lle
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle GIn
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys Lys Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Val Glu Ser Lys

47



10

15

20

25

30

35

ES 2777778 T3

115 120 125

Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly
130 135 140

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Tyr lle
145 150 155 160

Thr Arg Glu Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser GIn Glu
165 170 175

Asp Pro Glu Val GIn Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
180 185 190

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Phe Asn Ser Thr Tyr Arg
195 200 205

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys
210 215 220

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser lle Glu
225 230 235 240

Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GiIn Val Tyr
245 250 255

Thr Leu Pro Pro Ser GiIn Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu
260 265 270

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp
275 280 285

Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
290 295 300

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp
305 310 315 320
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Lys Ser Arg Trp GIn Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
325 330 335

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu
340 345 350

Gly Lys

<210> 11
<211> 357
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Variante 1322 de CTLA-4 regién Fc
de IgG1 con TM e YTE (357aa)]

<400> 11

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly lle
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Asn Pro Ser Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Lys Gly Ser Glu Leu Ser Thr GIn Asp Tyr Pro
50 55 60

Asn Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle GiIn
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys GIn Val Glu Leu
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85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Val Glu Pro Lys
115 120 125

Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe
130 135 140

Glu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
145 150 155 160

Leu Tyr lle Thr Arg Glu Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
165 170 175

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
180 185 190

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser
195 200 205

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu
210 215 220

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
225 230 235 240

Ser lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro
245 250 255

GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn
260 265 270

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala
275 280 285
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Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
290 295 300

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
305 310 315 320

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
325 330 335

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser
340 345 350

Leu Ser Pro Gly Lys
355

<210> 12
<211> 357
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Variante 1321 de CTLA-4 regién Fc
de IgG1 con TM e YTE (357aa)]

<400> 12

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Ser
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Asn Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Lys Gly Asn Glu Gly Thr Phe Leu Asp Asp Ser
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50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ala Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle Arg
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Ser Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys GIn Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Val Glu Pro Lys
115 120 125

Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe
130 135 140

Glu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
145 150 155 160

Leu Tyr lle Thr Arg Glu Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
165 170 175

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
180 185 190

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser
195 200 205

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu
210 215 220

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
225 230 235 240

Ser lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro
245 250 255
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GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn
260 265 270

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala
275 280 285

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
290 295 300

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
305 310 315 320

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
325 330 335

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser
340 345 350

Leu Ser Pro Gly Lys
355

<210> 13
<211> 357
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Variante 1299 de CTLA-4 region Fc
de IgG1 con TM e YTE (357aa)]

<400> 13

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Arg
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Thr Asn Pro Ser Lys Ala Thr Glu Val
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20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Ala Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ala Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle GiIn
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala GIn Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys GIn Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Val Glu Pro Lys
115 120 125

Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe
130 135 140

Glu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
145 150 155 160

Leu Tyr lle Thr Arg Glu Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
165 170 175

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
180 185 190

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser
195 200 205

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu
210 215 220
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Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
225 230 235 240

Ser lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro
245 250 255

GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn
260 265 270

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala
275 280 285

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
290 295 300

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
305 310 315 320

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
325 330 335

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser
340 345 350

Leu Ser Pro Gly Lys
355

<210> 14
<211> 357
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia sintética: Variante 1315 de CTLA-4 regién Fc
de IgG1 con TM e YTE (357aa)]
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<400> 14

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Ser
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Asn Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Gly Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ala Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle Arg
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Ser Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys GIn Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Val Glu Pro Lys
115 120 125

Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe
130 135 140

Glu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
145 150 155 160

Leu Tyr lle Thr Arg Glu Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
165 170 175

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
180 185 190
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Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser
195 200 205

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu
210 215 220

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
225 230 235 240

Ser lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro
245 250 255

GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn
260 265 270

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala
275 280 285

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
290 295 300

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
305 310 315 320

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
325 330 335

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser
340 345 350

Leu Ser Pro Gly Lys
355

<210> 15
<211> 357
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 1115 de CTLA-4 regién Fc
de IgG1 con TM e YTE (357aa)]

<400> 15

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Val
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Asn Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Gly Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ala Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle Gin
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala GIn Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys GIn Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Val Glu Pro Lys
115 120 125

Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe
130 135 140

Glu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
145 150 155 160
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Leu Tyr lle Thr Arg Glu Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
165 170 175

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
180 185 190

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser
195 200 205

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu
210 215 220

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
225 230 235 240

Ser lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro
245 250 255

GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gin
260 265 270

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala
275 280 285

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
290 295 300

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
305 310 315 320

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
325 330 335

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser
340 345 350
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Leu Ser Pro Gly Lys
355

<210> 16
<211> 357
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 1227 de CTLA-4 regién Fc
de IgG1 con TM e YTE (357aa)]

<400> 16

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Ser
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Asn Pro Ser Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Ala Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ala Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle GiIn
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala GIn Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys His Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Val Glu Pro Lys
115 120 125
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Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe
130 135 140

Glu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
145 150 155 160

Leu Tyr lle Thr Arg Glu Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
165 170 175

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
180 185 190

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser
195 200 205

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu
210 215 220

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
225 230 235 240

Ser lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro
245 250 255

GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn
260 265 270

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala
275 280 285

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
290 295 300

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
305 310 315 320
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Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
325 330 335

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser
340 345 350

Leu Ser Pro Gly Lys
355

<210> 17
<211> 456
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: cadena pesada de NIP 74

(para el tetramero)

<400> 17

GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr
20 25 30

Tyr Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp lle Asn Pro Asn Ser Gly Gly Thr Asn Tyr Ala GIn Lys Phe
50 55 60

GIn Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser lle Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
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Ala Arg Arg Gly Tyr Asp Tyr Gly Ser Gly Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr
100 105 110

Gly Met Asp Val Trp Gly Lys Gly Thr Met Val Thr Val Thr Ala Ser
115 120 125

Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr
130 135 140

Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro
145 150 155 160

Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val
165 170 175

His Thr Phe Pro Ala Val Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser
180 185 190

Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle
195 200 205

Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val
210 215 220

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
225 230 235 240

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
245 250 255

Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val
260 265 270

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val
275 280 285

63



10

15

20

25

30

35

ES 2777778 T3

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn
290 295 300

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn
305 310 315 320

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala
325 330 335

Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro
340 345 350

Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr
355 360 365

Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
370 375 380

Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr
385 390 395 400

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
405 410 415

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe
420 425 430

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys
435 440 445

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450 455

<210> 18
<211> 217
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencia sintética: cadena ligera de NIP 74
(para el tetramero)

<400> 18

GIn Ser Val Val Thr GIn Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gin
1 5 10 15

Arg Val Thr lle Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn lle Gly Ala Gly
20 25 30

Tyr Asp Val His Trp Tyr GIn GIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu lle Tyr Gly Asn Ser Asn Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala lle Thr Gly Leu
65 70 75 80

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Ser Tyr Asp Ser Ser
85 90 95

Leu Ser Asp Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105 110

GIn Pro Lys Ala Asn Pro Thr Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu
115 120 125

Glu Leu GIn Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu lle Ser Asp Phe
130 135 140

Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Gly Ser Pro Val
145 150 155 160
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Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Lys Pro Ser Lys GIn Ser Asn Asn Lys
165 170 175

Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu GIn Trp Lys Ser
180 185 190

His Arg Ser Tyr Ser Cys GIn Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu
195 200 205

Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser
210 215

<210> 19
<211> 608
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: cadena pesada del tetramero de CTLA-4

<400> 19

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly lle
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle GIn
65 70 75 80
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Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys Lys Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gly Gly Ser Gly
115 120 125

Ser Ala Thr Gly Gly Ser Gly Ser Thr Ala Ser Ser Gly Ser Gly Ser
130 135 140

Ala Thr Gly Gly Gly Gly Gly Gly GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly
145 150 155 160

Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
165 170 175

Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr Tyr Met His Trp Val Arg GiIn Ala
180 185 190

Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met Gly Trp lle Asn Pro Asn Ser Gly
195 200 205

Gly Thr Asn Tyr Ala GIn Lys Phe GIn Gly Arg Val Thr Met Thr Arg
210 215 220

Asp Thr Ser lle Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Arg Leu Arg Ser
225 230 235 240

Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Gly Tyr Asp Tyr Gly
245 250 255

Ser Gly Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Lys Gly
260 265 270

67



10

15

20

25

30

35

ES 2777778 T3

Thr Met Val Thr Val Thr Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
275 280 285

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
290 295 300

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
305 310 315 320

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin
325 330 335

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
340 345 350

Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
355 360 365

Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
370 375 380

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
385 390 395 400

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg
405 410 415

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
420 425 430

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
435 440 445

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
450 455 460

Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
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465 470 475 480

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr
485 490 495

lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu
500 505 510

Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys
515 520 525

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser
530 535 540

Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
545 550 555 560

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
565 570 575

Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
580 585 590

Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
595 600 605

<210> 20
<211> 369
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: cadena ligera del tetramero de CTLA-4

<400> 20

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly lle
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Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle Gin
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys Lys Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp Gly Gly Ser Gly
115 120 125

Ser Thr Ala Gly Gly Ser Gly Ser Ala Thr Ser Ser Gly Ser Gly Ser
130 135 140

Ala Thr Gly Gly Gly Gly Gly Gly GIn Ser Val Val Thr GIn Pro Pro
145 150 155 160

Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly GIn Arg Val Thr lle Ser Cys Thr Gly
165 170 175

Ser Ser Ser Asn lle Gly Ala Gly Tyr Asp Val His Trp Tyr GIn GIn
180 185 190

Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr Gly Asn Ser Asn Arg
195 200 205
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Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser
210 215 220

Ala Ser Leu Ala lle Thr Gly Leu GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr
225 230 235 240

Tyr Cys GIn Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Asp Val Val Phe Gly Gly
245 250 255

Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly GIn Pro Lys Ala Asn Pro Thr Val
260 265 270

Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu Glu Leu GIn Ala Asn Lys Ala Thr
275 280 285

Leu Val Cys Leu lle Ser Asp Phe Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala
290 295 300

Trp Lys Ala Asp Gly Ser Pro Val Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Lys
305 310 315 320

Pro Ser Lys GIn Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser
325 330 335

Leu Thr Pro Glu GIn Trp Lys Ser His Arg Ser Tyr Ser Cys Gin Val
340 345 350

Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys
355 360 365

Ser

<210> 21
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencia sintética: oligonucledtido Sprima para la

amplificacion de CTLA4 para la fusion con VH de NIP74

<400> 21

gcttgcgegce actccgeaat ge 22

<210> 22
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: oligonucledétido 3prima para la

amplificacion de CTLA4 para la fusion con VH de NIP74

<400> 22

ccagaaccag aagaagcggt ag 22

<210> 23
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: oligonucledtido Sprima para la

amplificacion de CTLA4 para la fusion con VL de NIP74

<400> 23

gcttgtgcac tccgecaatge acg 23

<210> 24
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencia sintética: oligonucledtido 3prima para la

amplificacion de CTLA4 para la fusion con VL de NIP74

<400> 24

gagccagaag aggtagcaga acc 23

<210> 25
<211> 70
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: oligonucledétido S5prima para la

amplificacion de VH de NIP74 para la fusion con CTLA4

<400> 25

ctaccgcttc ttctggttct ggttctgcta ccggtggtgg tggtggtgge caggtgcage

tggtgcagtc 70

<210> 26
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: oligonucledtido 3prima para la

amplificacion de VH de NIP74 para la fusion con CTLA4

<400> 26

ccagggggaa gaccgatg 18

<210> 27
<211> 74
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencia sintética: oligonucledtido Sprima para la

amplificacion de VL de NIP74 para la fusién con CTLA4

<400> 27

ggttctgcta cctettctgg ctetggttct gcgaccggtg gtggeggtgg tggecagtet 60

gtcgtgacgce agcec 74

<210> 28
<211> 53
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: oligonucledtido 3prima para la

amplificacion de VL de NIP74 para la fusion con CTLA4

<400> 28

gcacttaatt aagttagatc tattctgact cacctaggac ggtcagcttg gtc 53

<210> 29
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: oligonucleétido S5prima para el

ensamblaje de la fusiéon CTLA4-VH de NIP74

<400> 29

gcttgegegce actecgeaat ge 22

<210> 30
<211> 18
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: oligonucledétido 3prima para el

ensamblaje de la fusiéon CTLA4-VH de NIP74

<400> 30

ccagggggaa gaccgatg 18

<210> 31
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: oligonucledtido Sprima para el

ensamblaje de la fusion CTLA4-VL de NIP74

<400> 31

gcttgtgcac tccgcaatge acg 23

<210> 32
<211> 53
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: oligonucledtido 3prima para el

ensamblaje de la fusiéon CTLA4-VL de NIP74

<400> 32

gcacttaatt aagttagatc tattctgact cacctaggac ggtcagcttg gtc 53

<210> 33
<211> 64
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<223> Secuencia sintética: Oligonucledtido de aleatorizacion

para la construccion de la coleccion de presentacion

de ribosomas dirigida “bucle4”

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

misc_feature
(22)..(23)

nesa,c,g,ot

misc_feature
(25)..(26)

nesa,c,g,ot

misc_feature
(28)..(29)

nesa,c,g,ot

misc_feature
(31)..(32)

nesa,c,g,ot

misc_feature
(34)..(35)

nesa,c,g,ot

misc_feature
(37)..(38)

nesa,c,g,ot
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<221> misc_feature
<222> (40)..(41)

<223> nesa,c,g,o0t

<400> 33

ccactggagg tgccecgtgca snnsnnsnns nnsnnsnnsn ncaactcatt ccccatcatg

tagg 64

<210> 34
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Oligonucledtido de superposicion
para la construccion de la coleccion de presentacion

de ribosomas dirigida “bucle4”

<400> 34

tgcacgggca cctccagtgg aaatc 25

<210> 35
<211> 124
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly lle
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45
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Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle Gin
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys Lys Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 36
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 1315 de CTLA-4

<400> 36

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Ser
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Asn Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Gly Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60
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lle Cys Thr Gly Thr Ala Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle Arg
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Ser Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys GIn Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 37
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 1322 de CTLA-4

<400> 37

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly lle
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Asn Pro Ser Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Lys Gly Ser Glu Leu Ser Thr GIn Asp Tyr Pro
50 55 60

Asn Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle Gin
65 70 75 80
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Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys GIn Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 38
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 1321 de CTLA-4

<400> 38

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Ser
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Asn Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Lys Gly Asn Glu Gly Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ala Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle Arg
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Ser Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys GIn Val Glu Leu
85 90 95
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Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 39
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 0943 de CTLA-4

<400> 39

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly lle
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Pro Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Ser Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle Arg
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Leu Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys GIn Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110
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Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 40
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 0898 de CTLA-4

<400> 40

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Val
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Pro Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Pro Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle GIn
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Leu Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys GIn Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120
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<210> 41

<211> 124

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Variante 1319 de CTLA-4

<400> 41

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly lle
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Pro Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Ser Glu Leu Ser Thr GIn Asp Tyr Pro
50 55 60

Asn Cys Thr Gly Thr Ala Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle GIn
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys GIn Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 42
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<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 1115 de CTLA-4

<400> 42

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Val
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Asn Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Gly Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ala Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle Gin
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala GIn Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys GIn Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 43
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 1299 de CTLA-4

<400> 43

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Arg
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Thr Asn Pro Ser Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Ala Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ala Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle GiIn
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala GIn Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys GIn Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 44
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 1249 de CTLA-4
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<400> 44

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Arg
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Asn Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Pro Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Met Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle GIn
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Val Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys Thr Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asp Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 45
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 1303 de CTLA-4

<400> 45
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Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Thr
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Pro Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Ala Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr His Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle Gin
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Arg Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys GIn Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 46
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 1114 de CTLA-4

<400> 46

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Arg
1 5 10 15
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Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Asn Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Gly Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Thr Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle GIn
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Lys Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys GIn Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 47
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 1227 de CTLA-4

<400> 47

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Ser
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Asn Pro Ser Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30
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Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Ala Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ala Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle Gin
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala GIn Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys His Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 48
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 0722 de CTLA-4

<400> 48

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Val
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Pro Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Gly GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45
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Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Ser Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle GIn
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys Glu Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Arg Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 49
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 0645 de CTLA-4

<400> 49

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Thr
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Pro Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Ala Phe Pro Asp Asp Ser
50 55 60
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Val Cys Thr Gly Thr Thr Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle GIn
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys Glu Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 50
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 0636 de CTLA-4

<400> 50

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly lle
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Pro Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Gly Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Lys Gly Asn Glu Ser Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

Val Cys Thr Gly Thr Thr Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle GIn
65 70 75 80
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Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys GIn Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val Val Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 51
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 0745 de CTLA-4

<400> 51

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Thr
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Gly Glu Ser Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle GIn
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys Glu Val Glu Leu
85 90 95
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Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Arg Gly Val Gly Asn Gly Thr GIn lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 52
<211> 123
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 0637 de CTLA-4

<400> 52

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly lle
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Tyr Met Met Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Gly Asp Ser Thr
50 55 60

Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle GIn Gly
65 70 75 80

Leu Arg Ala Met Asp Ser Gly Leu Tyr lle Cys Lys Val Glu Leu Met
85 90 95

Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle Tyr
100 105 110
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Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 53
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 0788 de CTLA-4

<400> 53

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly lle
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu lle
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Asn Glu Ser Thr Phe Leu Asp Asp Ser
50 55 60

lle Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle Arg
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Val Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys Met Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Gin Gly lle Gly Ser Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120
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<210> 54
<211> 123
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 0701 de CTLA-4

<400> 54

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly lle
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Ser Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Glu Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Tyr Met Val Gly Asn Glu Leu Thr Phe Leu Gly Asp Ser lle
50 55 60

Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle GIn Gly
65 70 75 80

Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys Lys Val Glu Leu Met
85 90 95

Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Glu Gly lle Gly Asn Gly Thr GIn lle Tyr
100 105 110

Val Phe Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 55
<211> 124
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Variante 0439 de CTLA-4

<400> 55

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly lle
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Ala Pro Pro Gly Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Met Gly Ser Glu Leu Ser Thr GIn Asp Tyr Pro
50 55 60

Asn Cys Thr Gly Thr Ser Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle GIn
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Met Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys Lys Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 56
<211> 233
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 56

Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10 15

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
20 25 30

Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val
35 40 45

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr
50 55 60

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
65 70 75 80

GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His
85 90 95

GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
100 105 110

Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly Gin
115 120 125

Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met
130 135 140

Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
145 150 155 160

Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn
165 170 175

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
180 185 190

97



10

15

20

25

30

35

ES 2777778 T3

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val
195 200 205

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn
210 215 220

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
225 230

<210> 57
<211> 233
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Variante 1 de la region Fc

<400> 57

GIn Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro
1 5 10 15

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
20 25 30

Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val
35 40 45

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr
50 55 60

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
65 70 75 80

GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His
85 90 95
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GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
100 105 110

Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly Gin
115 120 125

Pro Arg Glu Pro GiIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu
130 135 140

Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
145 150 155 160

Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn
165 170 175

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
180 185 190

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val
195 200 205

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn
210 215 220

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
225 230

<210> 58
<211> 233
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Variante 2 de la region Fc

<400> 58
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GIn Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro
1 5 10 15

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
20 25 30

Pro Lys Asp Thr Leu Tyr lle Thr Arg Glu Pro Glu Val Thr Cys Val
35 40 45

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr
50 55 60

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
65 70 75 80

GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His
85 90 95

GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
100 105 110

Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly Gin
115 120 125

Pro Arg Glu Pro GiIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu
130 135 140

Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
145 150 155 160

Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn
165 170 175

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
180 185 190
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Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val
195 200 205

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn
210 215 220

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
225 230

<210> 59
<211> 233
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Variante 3 de la region Fc

<400> 59

Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10 15

Ala Pro Glu Phe Glu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys
20 25 30

Pro Lys Asp Thr Leu Tyr lle Thr Arg Glu Pro Glu Val Thr Cys Val
35 40 45

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr
50 55 60

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu
65 70 75 80

GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His
85 90 95
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GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys
100 105 110

Ala Leu Pro Ala Ser lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly Gin
115 120 125

Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met
130 135 140

Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro
145 150 155 160

Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn
165 170 175

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
180 185 190

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val
195 200 205

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn
210 215 220

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
225 230

<210> 60
<211> 230
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Variante 4 de la region Fc

<400> 60
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Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu
1 5 10 15

Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
20 25 30

Thr Leu Tyr lle Thr Arg Glu Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp
35 40 45

Val Ser GIn Glu Asp Pro Glu Val GIn Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly
50 55 60

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Phe Asn
65 70 75 80

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp
85 90 95

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro
100 105 110

Ser Ser lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu
115 120 125

Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser GIn Glu Glu Met Thr Lys Asn
130 135 140

GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle
145 150 155 160

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
165 170 175

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg
180 185 190

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys
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195 200 205

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu
210 215 220

Ser Leu Ser Leu Gly Lys
225 230

<210> 61
<211> 61
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Oligonucleétido de superposicion
para la construccion de la coleccion de presentacién de

ribosomas por mutagénesis en puntos de hipermutabilidad

<400> 61

gagatatatc catggccgca atgcacgtgg cccagcectgce tgtggtactg gccagcagcec

<210> 62
<211> 80
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Oligonucleétido de superposicion
para la construccion de la coleccion de presentacion de

ribosomas por mutagénesis en puntos de hipermutabilidad

<220>
<221> misc_feature
<222> (25)..(26)

<223> nesa,c,g,o0t
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<220>
<221> misc_feature
<222> (52)..(53)

<223> nesa,c,g,o0t

<400> 62

cggacctcag tggctttgce tggsnntgca tactcacaca caaagctggc snngcctcgg

ctgctggeca gtaccacagce 80

<210> 63
<211> 70
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Oligonucledtido de superposicion
para la construccion de la coleccion de presentacién de

ribosomas por mutagénesis en puntos de hipermutabilidad

<400> 63

ggcaaagcca ctgaggtccg ggtgacagtg cttcggcagg ctgacagcca ggtgactgaa

gtctgtgegg 70

<210> 64
<211> 70
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Oligonucledtido de superposicion
para la construccion de la coleccion de presentacién de

ribosomas por mutagénesis en puntos de hipermutabilidad

<220>
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<221> misc_feature
<222> (26)..(27)

<223> nesa,c,g,o0t

<400> 64

gcagatggaa tcatctagga aggtsnnctc attccccatc atgtaggttg ccgcacagac

ttcagtcacc 70

<210> 65
<211> 72
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Oligonucledtido de superposicion
para la construccion de la coleccion de presentacién de

ribosomas por mutagénesis en puntos de hipermutabilidad

<220>
<221> misc_feature
<222> (29)..(30)

<223> nesa,c,g,o0t

<400> 65

cctagatgat tccatctgca cgggcaccnn sagtggaaat caagtgaacc tcactatcca

aggactgagg gc 72

<210> 66
<211> 59
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Oligonucledtido de superposicion

para la construccion de la coleccion de presentacion de
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ribosomas por mutagénesis en puntos de hipermutabilidad

<220>
<221> misc_feature
<222> (18)..(19)

<223> nesa,c,g,o0t

<220>
<221> misc_feature
<222> (42)..(43)

<223> nesa,c,g,o0t

<400> 66

ggtacatgag ctccacsnng cagatgtaga gtcccgtgtc snntgccctc agtccttgg

<210> 67
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Oligonucleétido de superposicion
para la construccion de la coleccion de presentacion de

ribosomas por mutagénesis en puntos de hipermutabilidad

<400> 67

gtggagctca tgtacccacc gccatactac ¢ 31

<210> 68
<211> 124
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: polipéptido de CTLA-4

<220>
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<220>
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<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
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VARIANTE
(16)..(16)
Xaa es Arg, lle, Ser o Val

VARIANTE
(24)..(24)
Xaa es Thro Ala

VARIANTE
(27)..(27)

Xaa es Ser o Gly

VARIANTE
(54)..(54)

Xaa es Met o Lys

VARIANTE
(56)..(56)

Xaa es Asn o Ser

VARIANTE
(58)..(58)

Xaa es Ala, Leu o Gly

VARIANTE
(59)..(59)

Xaa es Thr o Ser

VARIANTE
(60)..(60)
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<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Xaa es Phe o Thr

VARIANTE
(61)..(61)

Xaa es Leu o GIn

VARIANTE
(63)..(63)
Xaaes Asp o Tyr

VARIANTE
(64)..(64)

Xaa es Sero Pro

VARIANTE
(65)..(65)

Xaa es lle, Asn o0 Asp

VARIANTE
(70)..(70)

Xaa es Ala o Ser

VARIANTE
(80)..(80)

Xaa es GIn o Arg

VARIANTE
(85)..(85)

Xaa es GIn, Met o Ser

ES 2777778 T3
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<220>

<221> VARIANTE
<222> (93)..(93)

<223> Xaa es GIn o His

<400> 68

Met His Val Ala GIn Pro Ala Val Val Leu Ala Ser Ser Arg Gly Xaa
1 5 10 15

Ala Ser Phe Val Cys Glu Tyr Xaa Asn Pro Xaa Lys Ala Thr Glu Val
20 25 30

Arg Val Thr Val Leu Arg GIn Ala Asp Ser GIn Val Thr Glu Val Cys
35 40 45

Ala Ala Thr Tyr Met Xaa Gly Xaa Glu Xaa Xaa Xaa Xaa Asp Xaa Xaa
50 55 60

Xaa Cys Thr Gly Thr Xaa Ser Gly Asn GIn Val Asn Leu Thr lle Xaa
65 70 75 80

Gly Leu Arg Ala Xaa Asp Thr Gly Leu Tyr lle Cys Xaa Val Glu Leu
85 90 95

Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Tyr Leu Gly lle Gly Asn Gly Thr Gin lle
100 105 110

Tyr Val lle Asp Pro Glu Pro Cys Pro Asp Ser Asp
115 120

<210> 69
211> 7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Secuencia sintética: motivo bucle 4 de CTLA-4

<400> 69

Ser Thr GIn Asp Tyr Pro Asn
1 5

<210> 70
<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 70

Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 10 15

Ala Pro Glu

<210> 71

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: regién Fc de IgG1 humana modificada

que comprende una bisagra

<400> 71

GIn Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro
1 5 10 15

Ala Pro Glu
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<210> 72
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: marca FLAG 10xhis

<400> 72

ES 2777778 T3

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Ala Ala His His His His His His

1 5 10 15

His His His His
20
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de CTLA-4 aislado, donde el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que es una
variante de la SEQ ID NO: 35, donde la variante comprende la siguiente combinacion de mutaciones:

R en I116; T en A24; N en S25; S en G27; A en L58; A en S70; Q en M85; y Q en K93,

donde el polipéptido de CTLA-4 tiene una mayor afinidad para unirse al CD80 humano, mayor potencia y/o mayor
estabilidad en comparacion con el CTLA-4 de tipo natural de la SEQ ID NO: 35.

2. Un polipéptido de CTLA-4 que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 43.

3. Un polipéptido de CTLA-4 de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, que tiene una afinidad de 50 nM o menos para
unirse al CD80 humano, donde la afinidad es KD tal como se determina por resonancia de plasmones superficiales,
opcionalmente donde el polipéptido tiene una afinidad de 20 nM o menos para unirse al CD80 humano.

4. Un polipéptido de CTLA-4 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde el polipéptido tiene una
afinidad mayor que la del CTLA-4 de tipo natural (SEQ ID NO: 35) para unirse al CD86 humano.

5. Un polipéptido aislado de CTLA-4 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que tiene una afinidad
al menos 10 veces mayor para unirse a CD80 que para unirse a CD86, opcionalmente donde el polipéptido tiene una
afinidad al menos 50 veces mayor para unirse a CD80 que para unirse a CD86.

6. Un polipéptido de CTLA-4 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, conjugado con una secuencia
de aminoécidos de la region Fc de IgG,

opcionalmente donde la region Fc de IgG es una region Fc de IgG1 humana modificada para reducir la funcion efectora
de la regién Fc y comprende una region bisagra de la regién Fc de IgG1 humana natural,

opcionalmente donde la secuencia de aminoacidos de la region Fc de IgG comprende una regién Fc de IgG1 humana en
la cual uno de los dos grupos siguientes de residuos, 0 ambos, se sustituyen de la siguiente manera:

F en el residuo 20; E en el residuo 21; S en el residuo 117; e
Y en el residuo 38, T en el residuo 40, E en el residuo 42,
donde la numeracion de los residuos se define en referencia a la SEQ ID NO: 56.

7. Un polipéptido de CTLA-4 de acuerdo con la reivindicaciéon 6, donde la secuencia de aminoacidos de la region
Fc de IgG comprende la SEQ ID NO: 59.

8. Un polipéptido de CTLA-4 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde el polipéptido comprende
la secuencia de SEQ ID NO: 13.

9. Un polipéptido de CTLA-4 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8, donde el polipéptido esta en
un multimero, opcionalmente donde el polipéptido de CTLA-4 esta en un dimero o un tetramero, y opcionalmente, cuando
el polipépeptido esta en un tetramero, el tetramero comprende dos pares de polipéptidos de CTLA-4, donde cada par
comprende un polipéptido de CTLA-4 fusionado con una regiéon constante de la cadena ligera de un anticuerpo y un
polipéptido de CTLA-4 fusionado con una region constante de la cadena pesada de un anticuerpo.

10. Una célula hospedadora que contiene un acido nucleico, donde el acido nucleico codifica un polipéptido de CTLA-
4 o una proteina de fusion CTLA-4-region Fc de IgG de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9.

11. Una composicion que comprende:

un polipéptido de CTLA-4 o una proteina de fusién CTLA-4-regiéon Fc de IgG de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-9; y

uno o mas excipientes farmacéuticos.

12. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 11, que comprende el polipéptido de CTLA-4 o una proteina
de fusién CTLA-4-region Fc de IgG con una concentracion de al menos 70 mg/mL, opcionalmente con una concentracion
de al menos 100 mg/mL.

13. Un polipéptido de CTLA-4 o una proteina de fusion CTLA-4-regién Fc de IgG de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-9, o una composicion de acuerdo con la reivindicacion 11 o 12, para utilizar en la terapia de un paciente
por administracion subcutanea o intravenosa.

14. Un polipéptido de CTLA-4 o una proteina de fusién CTLA-4-region Fc de IgG de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-9, o una composicién de acuerdo con la reivindicacién 11 o 12, para utilizar en un método de tratamiento
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de la artritis reumatoide, esclerosis multiple, asma, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, lupus eritematoso sistémico o
rechazo del trasplante.
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