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DESCRIPCION
Inhibidores de la activacion de células T
Antecedentes de la invencion

La terapia celular que usa células T reguladoras (Tregs) recién aisladas, expandidas ex vivo o inducidas in vitro en
modelos de enfermedades autoinmunitarias o trasplantes de 6rganos ha demostrado que la transferencia adoptiva de
Tregs puede restaurar el equilibro de Tregs frente a células T efectoras, controlando asi la autoinmunidad asociada
con estas enfermedades (Allan et al., (2008) Immunol. Rev. 223:391-421; Jiang et al., (2006) Expert review of clinical
immunology 2:387-392; Riley et al., (2009) Immunity 30:656-665 ; Tang et al., (2012) Journal of molecular cell biology
4:11-21). Sin embargo, el uso de transferencia adoptiva como una estrategia terapéutica presenta varios desafios para
el traslado a la clinica. El numero de Tregs aut6logas que pueden aislarse de la sangre periférica de un sujeto humano
es limitante, y la expansion ex vivo extensiva de las Tregs puede alterar su funcionalidad y/o pureza. Como las Tregs
aisladas son policlonales, pueden ejercer una funcién supresora paninmune en las células T efectoras que no son
diana. De forma importante, la plasticidad de las Tregs plantea un desafio significativo (Bluestone et al., (2009) Nat
Rev Immunol 9:811-816; Zhou et al., (2009a) Curr Opin Immunol 21:281-285), ya que las Tregs transferidas de forma
adoptiva pueden perder la expresion de Foxp3 y volver a diferenciarse en células Th17 (Koenen et al., (2008) Blood
112:2340-2352.) o células T de memoria patogénica (Zhou et al., (2009b) Nat Immunol 10:1000-1007) que elevan el
riesgo de agravar la autoinmunidad o inflamacion.

Un agente terapéutico que induce la generacion de Tregs de una manera especifica para un antigeno in situ tendria
ventajas sobre la terapia de células Treg adoptivas. El antigeno 4 asociado a linfocito T citotoxico (CTLA-4; CD152)
es un regulador negativo bien establecido de la respuesta de células T, es importante para el mantenimiento de la
homeostasis y autotolerancia de células T. El CTLA-4 es homologo a la molécula co-estimuladora CD28, y comparte
los mismos ligandos, CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2), que se expresan en la superficie de células presentadoras de
antigeno (APCs). Sin embargo, la union diferencial de CD80/CD86 en las APCs a CD28 y CTLA-4 en las células T
efectoras lleva a resultados opuestos, desencadenando CD28 la activacion de células T y provocando CTLA-4 la
inhibicién de células T.

Debido a que CD28 se expresa de forma constitutiva en células T, y a que la expresién de CTLA-4 solo se induce
después de la activacién de células T, alcanzando un pico 2-3 dias después (Jago et al., (2004) Clinical & Experimental
Immunology, 136: 463-471), la activacion extensiva de células T habria ocurrido antes del acoplamiento de CTLA-4.
Por tanto, el papel principal de CTLA-4 es actuar como una salvaguarda frente a una respuesta excesiva de células T
en vez de para inhibir la activacion de células T. Sin embargo, el acoplamiento temprano de CTLA-4 mediante su
ligando y su reticulacion posterior al receptor de células T (TCR) pueden disminuir de forma prematura la sefializacion
del TCR, provocando la inhibicién de las células T y menor respuesta, o anergia. Este concepto se ha validado
experimentalmente usando una variedad de métodos, que incluyen los siguientes: (i) reticular anticuerpos que activan
las células T (anti-CD3/antiCD28) usando un anticuerpo anti-CTLA-4 agonista mediante co-inmovilizaciéon en una perla
o por medio de un anticuerpo secundario (Blair et al., (1998) J. Immunol. 160: 12-15; Krummel y Allison, (1996) J Exp
Med 183:2533-2540; Walunas et al., (1996) J. Exp. Med. 183:2541-2550); (ii) desarrollar de forma molecular un scFv
agonista unido a la superficie frente a CTLA-4 en una APC (Fife et al., (2006) J. Clin. Invest. 116(8):2252-61; Giriffin et
al., (2001) J. Immunol. Methods. 248(1-2):77-90; Griffin et al., (2000) J. Immunol. 164(9):4433-42); y (iii) reticular de
forma quimica anticuerpos que reconocen antigenos especificos en una APC a un anticuerpo anti-CTLA-4 agonista
(Li et al., (2007). J. Immunol. 179(8):5191-203; Rao et al., (2001) Clin. Immunol. 101(2):136-45; Vasu et al., (2004) J.
Immunol. 173(4):2866- 76).

La restauracién del equilibrio de Tregs frente a células T efectoras es un medio prometedor de tratamiento de la
enfermedad autoinmunitaria. Sin embargo, la terapia celular que implica la transferencia de Tregs tiene ciertas
limitaciones. Por consiguiente, se necesitan de forma urgente agentes terapéuticos que puedan inducir la generacion
de Tregs (por ejemplo, CTLA-4) de una manera especifica para un antigeno para el tratamiento de la enfermedad
autoinmunitaria.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a ligandos que reticulan el antigeno 4 del linfocito T citotdéxico (CTLA-4) acoplado al
ligando al receptor de la célula T (TCR) durante la fase temprana de la activacién de células T y por consiguiente
atenuan la sefalizacién del TCR, llevando a la inhibicion de células T. Para desarrollar un agente que pueda inhibir la
activacion de células T, se generd una proteina de fusién biespecifica que comprende restos que se unen de forma
selectiva y activan el CTLA-4 y lo co-ligan al TCR. En contraste con las estrategias de la técnica anterior, la proteina
de fusion biespecifica se desarrollé para reticular MHC a CTLA-4; ambos son arrastrados entonces al TCR, generando
el complejo tri-molecular CTLA-4/MHCII/TCR en las sinapsis inmunitarias.

La reticulacién del antigeno 4 del linfocito T citotéxico (CTLA-4), acoplado al ligando, al TCR con una proteina de
fusion biespecifica (BsB), que comprende un CD80 de ratdn mutante y antigeno 3 de activacién del linfocito, en una
MLR alogénica, atenud la sefalizacion del TCR y la diferenciacion directa de células T hacia las células T reguladoras
(Tregs) Foxp3*. Como se describe aqui, las Tregs especificas de un antigeno pueden inducirse también en una
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configuracién especifica para un antigeno. El tratamiento de ratones diabéticos no obesos (NOD) con un corto
tratamiento de BsB retrasé de forma moderada el comienzo de la diabetes tipo 1 autoinmunitaria (DT1) con un aumento
temporal de Tregs en sangre. Sin embargo, un tratamiento mas largo de animales NOD con BsB retrasé de forma
significativa el comienzo de la enfermedad, ademas de reducir la incidencia de animales que se presentan con
diabetes. El andlisis histopatoldgico de los pancreas de ratones tratados con BsB que permanecieron no diabéticos
reveld la presencia de Tregs que se entremezclaron con otras células T CD3* y leucocitos que no son células T
alrededor de los islotes. Esta peri-insulitis se asocid con insulitis invasiva minima y la no destacada destruccion de las
células B que producen insulina. De este modo, las proteinas bifuncionales capaces de acoplar CTLA-4 y MHCII y co-
ligarlo de forma indirecta al TCR pueden inducir Tregs especificas de antigenos in vivo para proteger a los ratones de
DT1 u otras enfermedades autoinmunitarias.

En particular, la invencion describe proteinas de fusién biespecificas que reticulan CTLA-4 al complejo pMHCII. Por
ejemplo, se describe una proteina de fusién biespecifica que comprende un CD80 de ratén mutante (CD80w88a) y
antigeno 3 de activacién de linfocitos (LAG-3) que se desarrolla para acoplar simultaneamente CTLA-4 y reticularlo al
TCR por medio de pMHCII. En un primer aspecto, por lo tanto, se proporciona un compuesto bioldgico biespecifico
que comprende un ligando especifico para CTLA-4 y un ligando especifico para un complejo pMHC.

En un aspecto, la invencién proporciona una proteina de fusion que comprende un ligando especifico para CTLA-4 y
un ligando especifico para un complejo pMHC. El compuesto biolégico biespecifico segun la invencién es capaz de
reticular CTLA-4, presente en las células T, con el complejo peptidico MHC (pMHC) en células que presentan
antigenos (APC). El complejo peptidico MHC se une mediante el receptor de células T (TCR) parecido en células T,
que significa que el compuesto biolégico biespecifico segun la invenciéon da lugar a un complejo CTLA-4/MHC/TCR
tripartito.

En diversas realizaciones de los aspectos delineados aqui, el ligando especifico para CTLA-4 se selecciona a partir
de un anticuerpo especifico para CTLA-4, y CD80 (B7-1) o CD86 (B7-2). En una realizacién particular, el anticuerpo
especifico para CTLA-4, y CD80 (B7-1) o CD86 (B7-2) es un anticuerpo agonista. Los anticuerpos especificos para
CTLA-4 pueden manipularse mediante ingenieria, y tanto CD80 como CD86 son ligandos naturales para CTLA-4. En
un aspecto, se usa CD80 o un mutante del mismo, ya que CD80 se une preferentemente a CTLA-4 sobre CD28, y por
consiguiente promueve la inactivacion de células T en oposicién a la activacion. En diversas realizaciones de los
aspectos delineados aqui, el ligando especifico para el complejo pMHC puede seleccionarse de un anticuerpo anti-
MHC y LAG-3. El polipéptido LAG-3 es un ligando natural para la proteina MHCII. En una realizacion, el MHC es MHC-
Il (que interactua con células T CD4+). En otra realizacién, el MHC es MHC-I, que interactia con células T CD8".

En el compuesto bioldgico biespecifico descrito aqui, el ligando especifico para CTLA-4 y el ligando especifico para el
complejo pMHC estan separados preferiblemente por un conector. El conector puede tomar la forma de una o méas de
una secuencia de poliaminoacidos y un dominio Fc de anticuerpo. Una secuencia de poliaminoacidos adecuada es
G9 (Gly-9).

En diversas realizaciones de los aspectos delineados aqui, el ligando especifico para CTLA-4 es CD80, o un mutante
del mismo que se muta para aumentar la especificidad para CTLA-4 con respecto a CD28. En una realizacion, el CD80
mutado comprende una 0 mas mutaciones seleccionadas de W88A, K75G. K75V, S112G, R126S, R126D, G127L,
S193A, y S204A, usando la numeracién de secuencia en el precursor de CD80 de ratén, o su contrapartida de CD80
humano (W84A, K71G, K71V, S109G, R123S, R123D, G124L, S190A, y S201A), y ademas R63A, M81A, N97A,
E196A.

En una realizacién, la proteina de fusién biespecifica comprende CD80, que comprende la mutacién W84A (humana)
o WB88A (ratdn).

En una realizacion particular, el ligando especifico para el complejo MHCII es LAG-3. De forma ventajosa, LAG-3 se
muta para aumentar la especificidad para pMHCII. Por ejemplo, LAG-3 comprende una o0 mas mutaciones
seleccionadas de R73E, R75A, R75E y R76E (Huard et al., (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 94(11): 5744-5749. En
una realizacion, LAG-3 comprende la mutacion R75E.

La unién preferente de la proteina de fusion biespecifica a CTLA-4 con respecto a CD28 se consiguié usando CD80
mutante (CD80w88a), que contiene alanina en vez de triptéfano en el aminoacido 88 (numerado en el CD80 de ratdn),
como el ligando. CD80w88a se une a CTLA-4 pero muestra una minima afinidad por CD28 (Wu et al., (1997), J. Exp.
Med. 185:1327-1335).

El gen-3 de activacion del linfocito (LAG-3), un ligando natural de MHCII, se seleccioné como el otro componente de
unién de la proteina de fusion biespecifica (Baixeras et al., (1992) J. Exp. Med. 176:327-337; Triebel et al., (1990) J.
Exp. Med. 171:1393-1405). Se muestra que una proteina de fusién con dicha bi-funcionalidad inhibe de forma efectiva
la activacion de células T y estimula la produccion de las citocinas anti-inflamatorias IL-10 y TGF-B. De forma mas
importante, esta proteina de fusion biespecifica también dirigi6 la diferenciacion de células T a Tregs Foxp3* altamente
supresoras. Esto no ocurrié cuando se us6 en cambio el inhibidor co-estimulatorio bien establecido CTLA-4lg
(Bluestone et al., (2006) Immunity 24:233-238; Linsley y Nadler (2009) Immunol. Rev. 229:307-321). Por lo tanto, el
acoplamiento temprano de CTLA-4 y la reticulacion de CTLA-4 al TCR durante la activacion de células T podria influir
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de forma activa en la diferenciacion de células T. Dichas proteinas de fusion biespecificas podrian representar por
consiguiente una nueva clase de compuestos bioldgicos que podrian usarse para controlar las respuestas excesivas
de células T en las enfermedades autoinmunitarias.

En un segundo aspecto de la invencion, se proporciona el uso de un compuesto bioldgico biespecifico que comprende
un ligando especifico para CTLA-4 y un ligando especifico para un complejo pMHC segln el primer aspecto de la
invencion, para la induccién de inmunotolerancia de una célula T poniendo en contacto dicha célula T con una célula
presentadora de antigeno que presenta un péptido derivado de dicho antigeno complejado con una molécula de MHC
y dicho compuesto bioldgico biespecifico.

En un tercer aspecto, se proporciona el uso de un compuesto biolégico biespecifico que comprende un ligando
especifico para CTLA-4 y un ligando especifico para un complejo pMHC segun el primer aspecto de la invencion, en
el tratamiento de una enfermedad seleccionada de una enfermedad autoinmunitaria y rechazo de trasplante.

Por ejemplo, la enfermedad autoinmunitaria es diabetes tipo 1 (DT1), lupus eritematoso sistémico (LES), artritis
reumatoide (AR) y enfermedad intestinal inflamatoria (EIl) (que incluye colitis ulcerosa (CU) y enfermedad de Crohn
(EC)), esclerosis multiple (EM), esclerodermia, y otras enfermedades y trastornos, tales como PV (pénfigo vulgar),
psoriasis, dermatitis atdpica, celiaquia, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad
de Graves (tiroides), sindrome de Sjdégren, sindrome de Guillain-Barré, sindrome de Goodpasture, enfermedad de
Addison, granulomatosis de Wegener, esclerosis biliar primaria, colangitis esclerosante, hepatitis autoinmunitaria,
polimialgia reumatica, fenémeno de Raynaud, arteritis temporal, arteritis de células gigantes, anemia hemolitica
autoinmunitaria, anemia perniciosa, panarteritis nudosa, enfermedad de Behcet, cirrosis biliar primaria, uveitis,
miocarditis, fiebre reumatica, espondilitis anquilosante, glomerulonefritis, sarcoidosis, dermatomiositis, miastenia
grave, polimiositis, alopecia areata, y vitiligo.

En un cuarto aspecto, se proporciona un método de inducir la inmunotolerancia de una célula T a un antigeno, que
comprende poner en contacto dicha célula T con una célula presentadora de antigeno que presenta un péptido
derivado de dicho antigeno complejado con una molécula MHC y un compuesto bioldgico biespecifico segun el primer
aspecto de la invencion.

En un quinto aspecto, se proporciona un método para tratar a un sujeto que padece una afeccion seleccionada de una
enfermedad autoinmunitaria y rechazo de trasplante, que comprende las etapas de administrar a un sujeto que lo
necesita un compuesto biolégico biespecifico que comprende un ligando especifico para CTLA-4 y un ligando
especifico para un complejo pMHC segun el primer aspecto de la invencion.

Por ejemplo, la enfermedad autoinmunitaria es diabetes tipo 1 (DT1).
Descripcion de las figuras

Figura 1. Disefios de BsB y BsBA. (A) Dibujos esquematicos de las proteinas de fusién BsB (compuestos
biolégicos biespecificos) y BsBA. (B) Dibujo esquematico de pMHCII, del TCR y las moléculas co-estimuladoras
en la sinapsis inmunitaria, ademas del esquema propuesto para la reticulacion, mediada por BsB, de CTLA-4 al
TCR por medio del complejo trimolecular CTLA-4/MHC 11/TCR. La proteina de fusién se acopla a CTLA-4 y liga
indirectamente al TCR por medio de la unién a MHCII en la sinapsis inmunitaria. Los dos lados soélidos del
triangulo indican reticulacion de MHCII y CTLA-4 ademas de MHCII y TCR; el lado discontinuo representa la
union de CTLA-4 a TCR. La linea de puntos indica la inhibicion de la sefalizacion de TCR por CTLA-4 acoplado
a BsB. C. El dibujo esquematico muestra que la accién de BsBA es similar a la de BsB excepto que es incapaz
de ligarse al TCR.

Figura 2. Inhibicién de la activacién de células T alogénicas por BsB en una reacciéon mixta de linfocitos. Las
células T no tratadas anteriormente procedentes de ratones C57BL/6 y las APCs de BALB/c tratadas con LPS e
irradiadas se mezclaron con los constructos de ensayo durante 2 dias. Los medios de cultivo se cosecharon
después y se evaluaron para IL-2. Solo BsB y CTLA-4lg inhibieron la activacion de células T, como se indica por
una cantidad disminuida de IL-2 en el medio. La figura es representativa de mas de cinco estudios independientes
aunque similares.

Figura 3. Induccion de Tregs Foxp3+*y produccion de IL-10 y TGF-B mediante BsB. (A) Las reacciones mixtas de
linfocitos alogénicas se establecieron como se describe en la leyenda de la Figura 2, usando células
CD4+CD62L2°CD25GFP” no tratadas anteriormente que se habian aislado de ratones con genes externos
insertados de Foxp3-EGFP en presencia de los constructos de ensayo. Cinco dias después de la activacién, las
células T CD4* se analizaron para la expresién de GFP por citometria de flujo. Las Tregs se agruparon como
células GFP+y CD25*. Solo el tratamiento con BsB llevo a la expresion de GFP, que indica la induccion de Tregs
Foxp3* (panel izquierdo medio). Los medios de cultivo se recogieron para andlisis de citocinas (paneles
derechos), que revelaron niveles elevados de IL-10 y TGF-3 en presencia de BsB. Los datos son representativos
de numerosos estudios independientes aunque similares. (B) La necesidad de TGF-f3 autocrino para la induccién
de Treg se indica por el bloqueo completo de la induccion de Treg en presencia de un anticuerpo de bloqueo
para TGF-(3, mientras el Ab de control no impact6 de forma notable en la induccién de Treg.
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Figura 4. Induccién mediada por BsB de Tregs especificas de antigeno in vitro. (A) Induccion in vitro de Tregs
especificas de Ovazss-sse. Las células T OT-Il no tratadas anteriormente se mezclaron con APC singénicas
activadas con LPS e irradiadas, en presencia de 0,5 pg/ml de péptido Ovazss-239. Se afiadieron entonces mlgG2a
de control, BsB, y BsB mas un anticuerpo anti-TGF- (aTGF-B) y se ensayaron como se indica (paneles
izquierdos). Las células se cultivaron durante 5 dias y después se marcaron con anticuerpos anti-CD25 y anti-
Foxp3 antes de analizarse por citometria de flujo. Los niveles de IL-2, IL-10 y TGF-B en los medios de cultivos
se evaluaron por ELISA (paneles derechos). (B) Monitorizacion de la proliferacion de Tregs inducidas. Los
estudios se realizaron como en A excepto que células T OT-Il no tratadas anteriormente se pre-marcaron con
CFSE antes de mezclarlas con las APCs. Las células se agruparon en canales fluorescentes de Foxp3 y CFSE.

Figura 5. Funcion supresora de Tregs inducidas por BsB. (A) Se purificaron las Tregs inducidas por BsB o TGF-
B mediante citometria de flujo y se mezclaron con células T respondedoras no tratadas anteriormente marcadas
con CFSE preparadas a partir de ratones C57BL/6 a las relaciones indicadas en pocillos de cultivos polarizados
(columnas rellenas) o pocillos de cultivo normales (columnas sombreadas). Se afadieron APCs de BALB/c
alogénicas tratadas con LPS para estimular la activacién de células T. Los resultados (media + desviacion
estandar) indican el porcentaje de células T respondedoras (Tresp) que proliferan en base a la dilucién de CFSE
sin Tregs (Tresp + APC solamente) ajustados a 100%. (B) Se anadieron anticuerpos anti-IL-10 y anti-TGF-§3 a
las células en los pocillos de cultivo normales a una relaciéon de Tresp:Treg de 1:1 para determinar la contribucion
de las citocinas a la proliferacion de células T. El anticuerpo anti-TGF-f inhibi6 parcialmente la funcién supresora
de Tregs inducidas por TGF-B (panel izquierdo) aunque no afecté a las Tregs inducidas por BsB (panel derecho).
La figura es representativa de mas de tres estudios independientes aunque similares.

Figura 6. Disminucion de la fosforilacion de AKT y mTOR mediante BsB. Las células T no tratadas anteriormente
se cultivaron en placas de 96 pocillos de fondo redondo co-recubiertas con anti-CD3, anti-CD28 y BsB, IgG de
ratén (mlgG) o PD-L1 de raton (mPD-L1) durante 18 h. Las células que se consideran no activadas se cultivaron
en pocillos recubiertos solo con IgG. El estado de fosforilacion de AKT y mTOR se monitorizé después por
citometria de flujo después de tefir con anticuerpos marcados de forma fluorescente contra AKT y mTOR
fosforilados. MFI indica la intensidad fluorescente media. Esta figura representa uno de tres experimentos
independientes.

Figura 7. Expresion de Foxp3 sostenida en Tregs en respuesta a la estimulacion continua con BsB. Se co-
revistieron placas de 96 pocillos de fondo redondo con anti-CD3, anti-CD28 y BsB o IgG de raton. Las células T
no tratadas anteriormente de ratones con genes externos insertados de Foxp3-EGFP se cultivaron durante 5
dias para inducir Tregs (paneles izquierdos), que se purificaron después a partir de células tratadas con BsB
(cuadrado rojo) y se re-estimularon en otra ronda de cultivo en pocillos co-recubiertos, como anteriormente,
durante 5 dias, antes del analisis por citometria de flujo para células GFP+*. Cultivar de nuevo Tregs purificadas
con el control IgG de ratén durante 5 dias dio como resultado una pérdida de expresién de Foxp3+ en ~60% de
células (cuadrante superior derecho de panel superior derecho), mientras que menos del 7% de las Tregs
cultivadas de nuevo con BsB habian perdido la expresién de Foxp3* (cuadrante superior derecho del panel
inferior derecho). Esta figura representa uno de tres experimentos independientes.

Figura 8. Farmacocinética de BsB in vivo y analisis bioquimico. (A) Perfil farmacocinético de BsB en ratones. Se
dosificaron ratones C57BL/6 normales (n=5) de forma intraperitoneal con 20 mg/kg de BsB. Se recogieron
muestras de sangre en diferentes puntos temporales indicados, y los niveles de BsB se determinaron usando
ELISA. (B) Comparacion de la union de BsB e IgG2a de ratén a FcRn. Se inmovilizaron los FcRn a un chip
Biacore. Se cargé BsB o IgG2a de raton de control en el chip a diversas concentraciones, y entonces se
registraron las sefales.

Figura 9. Andlisis de glicosilacién unida a asparagina en BsB. La secuencia de aminoacidos de BsB se envio al
servidor NetNGlyc 1.0 para la prediccién de sitios de glicosilacién unidos a Asn. Se predijeron un total de 10
sitios de glicosilacion unidos a Asn (indicados N); otros aminoacidos se presentan como puntos. La composicion
de monosacaridos de BsB se realizd también para determinar la composicién de los glucanos fucosa (Fuc), N-
acetilglucosamina (GlcNAc), galactosa (Gal), manosa (Man), acido sialico (acido N-acetilneuramico). Una
relacion de acido sidlico:galactosa de 0,68 indica que alrededor de un tercio de los restos de galactosa estan
disponibles para unirse al receptor de asialoglicoproteina.

Figura 10. El tratamiento de ratones no diabéticos (NOD) con BsB retrasé el comienzo de la diabetes tipo 1 (DT1)
en un paradigma de tratamiento de prevencién tardia. (A) Niveles de Tregs Foxp3* en la sangre de ratones NOD
tratados con BsB (circulos negros, n=15) y ratones NOD de control tratados con disolucién salina (triangulos
negros, n=14). Hubo un aumento moderado aunque significativo en el nimero de Tregs en los animales tratados
con BsB con respecto al observado en los animales de control. (B) Incidencias acumulativas de diabetes
manifiesta en animales NOD tratados con BsB (circulos rellenos) o disolucién salina (triangulos rellenos).

Figura 11. El tratamiento de ratones NOD con BsB retrasé el comienzo de DT1 en un paradigma de tratamiento
de prevencion temprana. (A) Niveles de Tregs Foxp3* en la sangre de ratones tratados con BsB (circulos negros,
n=10), disolucién salina (triangulos negros, n=10), CTLA-4lg (cuadrados negros, n=10) e IgG2a de raton
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(cuadrados blancos, n=10). No se detect6 aumento en el numero de Tregs Foxp3* después de dos semanas de
tratamiento con BsB cuando se compara con los controles tratados con disolucién salina o mlgG2a. Sin embargo,
el tratamiento con CTLA-4lg dio como resultado una disminucién estadisticamente significativa en el nimero de
Tregs Foxp3* en la sangre. (B) Incidencias acumulativas de diabetes manifiesta en animales tratados con BsB o
controles. El tratamiento con BsB dio como resultado un retraso significativo en el comienzo de DT1 cuando se
compara con los grupos de control tratados con disolucién salina o IgG2a de ratén antes de 24 semanas de edad
(p=0,04). Sin embargo, no se observo ninguna diferencia significativa entre los grupos al final del estudio. Los
datos representan uno de dos estudios separados con resultados similares, con un total de 26 ratones NOD en
cada grupo.

Figura 12. El tratamiento a mas largo plazo de ratones NOD con BsB retrasé de forma significativa el comienzo
de DT1 en ratones NOD. (A) Incidencias acumulativas de diabetes manifiesta en ratones tratados con BsB (n=16)
y ratones no tratados (n=16). El tratamiento con BsB redujo significativamente la incidencia de DT1 cuando se
compara con los tratados con disolucién salina (p<0,01). (B) Analisis histopatologico de tejidos pancreaticos de
animales tratados con disolucion salina o BsB. Los paneles a-c representan secciones de ratones tratados con
disolucién salina que permanecen no diabéticos con H&E, un anticuerpo para la insulina, o anti-CD3 y P3 de la
caja de la cabeza de tenedor (Foxp3), respectivamente. Se vieron observaciones similares en ratones NOD
tratados con BsB que permanecieron libres de enfermedad. No se observé evidencia de infiltracion o insulitis en
cualquiera de las secciones; unas pocas Tregs Foxp3* pueden estar presentes (flechas en el panel c). Los
paneles d-f representan secciones pancreaticas de animales NOD diabéticos. La insulitis invasiva era claramente
evidente, y las células B que producen insulina estaban completamente destruidas (e). También se detectaron
algunas infiltraciones de células T CD3*, junto con algunas Tregs y muchos leucocitos de no son células T con
nucleos azules (f). Los paneles g-i muestran islotes de animales tratados con BsB, que permanecieron no
diabéticos, que exhibieron peri-insulitis caracteristica. Se observaron infiltraciones de leucocitos aunque estaban
restringidas a la periferia de los islotes. Ademas, no hubo una destruccién notable de las células 3 que producen
insulina. La mayoria de los leucocitos en la periferia eran células que no son T (nlcleos azules). La insercién
ampliada (panel j, representa un cuadrado rojo en i) indicé Tregs Foxp3* (cabeza de flecha amarilla) que estaban
entremezcladas con otras células T CD3* y leucocitos que no son células T (nucleos azules) en la periferia de
los islotes. Las imagenes se obtuvieron con un objetivo 40x; la insercion se obtuvo con un objetivo 60x, que se
amplié después adicionalmente 3x de forma digital.

Descripcion detallada de la invencion

A menos que se sefale de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados aqui tienen los mismos
significados que se entienden normalmente por un experto en la técnica a la que pertenece esta invencién.
Cualesquiera métodos y materiales con funcion similar o equivalente a los descritos aqui se pueden usar en la practica
o el ensayo de la presente invencion. Los métodos, dispositivos y materiales adecuados para cada uso se describen
ahora.

Los métodos y técnicas de la presente solicitud se realizan generalmente segun los métodos convencionales bien
conocidos por los expertos en la técnica y como se describe en diversas referencias generales y mas especificas que
se citan y se tratan a lo largo de la presente memoria descriptiva, a menos que se indique de otro modo. Dichas
técnicas se explican enteramente en la bibliografia. Véanse, por ejemplo, Gennaro, A. R., ed. (1990) Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 182 ed., Mack Publishing Co.; Hardman, J. G., Limbird, L. E., and Gilman, A. G., eds. (2001)
The Pharmacological Basis of Therapeutics, 102 ed., McGraw-Hill Co.; Colowick, S. et al., eds., Methods In
Enzymology, Academic Press, Inc.; Weir, D. M., and Blackwell, C. C., eds. (1986) Handbook of Experimental
Immunology, Vols. |-V, Blackwell Scientific Publications; Maniatis, T. et al., eds. (1989) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 22 edicién, Vols. I-lll, Cold Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel, F. M. et al., eds. (1999) Short
Protocols in Molecular Biology, 42 edicion, John Wiley & Sons; Ream et al., eds. (1998) Molecular Biology Techniques:
An Intensive Laboratory Course, Academic Press; Newton, C. R., and Graham, A., eds. (1997) PCR (Introduction to
Biotechniques Series), 22 ed., Springer-Verlag.

El término “anticuerpo”, a menos que se indique de otro modo, se usa para referirse a anticuerpos enteros ademas de
fragmentos de unién al antigeno de dichos anticuerpos. Por ejemplo, el término abarca moléculas IgG de cuatro
cadenas, ademas de fragmentos de anticuerpo.

Como se usa aqui, la expresién “fragmentos de anticuerpo” se refiere a porciones de un anticuerpo intacto de longitud
completa — tal como una regién de unidén a antigeno o variable del anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmentos de
anticuerpos incluyen fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)z y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo de
cadena sencilla (por ejemplo scFv); fragmentos de anticuerpos multiespecificos tales como anticuerpos biespecificos,
triespecificos y multiespecificos (por ejemplo, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos); proteinas de fusién de
inmunoglobulina de dominio de unién; anticuerpos camelizados; minicuerpos; anticuerpos recombinantes quelantes;
tricuerpos o bicuerpos; intracuerpos; nanocuerpos; compuestos inmunofarmacéuticos modulares pequefios (SMIP),
anticuerpos que contienen Vun; y cualquier otro polipéptido formado a partir de fragmentos de anticuerpo, por ejemplo
como se describe adicionalmente a continuacion.
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Los anticuerpos pueden ser de cualquier clase, tal como IgG, IgA o IgM; y de cualquier subclase, tal como IgG1 o
IgG4. Las diferentes clases y subclases de inmunoglobulina tienen diferentes propiedades, que pueden ser ventajosas
en diferentes aplicaciones.

La especificidad, en el contexto de la presente invencion, necesita que el anticuerpo reivindicado sea capaz de unirse
de forma selectiva a su antigeno parecido definido, que es o bien CTLA-4 o el complejo pMHC.

Las inmunoglobulinas que se dan de forma natural tienen una estructura de nicleo comun en la que dos cadenas
ligeras idénticas (alrededor de 24 kD) y dos cadenas pesadas idénticas (alrededor de 55 o0 70 kD) forman un tetramero.
La porcion amino-terminal de cada cadena se conoce como la regién variable (V), y puede distinguirse de las regiones
constantes (C) mas conservadas del resto de cada cadena. En la region variable de la cadena ligera (también
denominada el dominio VL) es una porcidén C-terminal conocida como la regién J. En la region variable de la cadena
pesada (también denominada el dominio V), hay una regién D ademas de la region J. La mayoria de la variaciéon de
la secuencia de aminoacidos en las inmunoglobulinas esta confinada a tres posiciones separadas en las regiones V
conocidas como regiones hipervariables o regiones que determinan la complementariedad (CDRs) que estén
implicadas directamente en la unién al antigeno. Empezando desde el extremo amino, estas regiones se designan
CDR1, CDR2 y CDRS3, respectivamente. Las CDRs se mantienen en el sitio mediante regiones de la estructura mas
conservadas (FRs). Empezando desde el extremo amino, estas regiones se designan FR1, FR2, FR3 y FR4,
respectivamente. Las posiciones de las regiones CDR y FR y un sistema de numeracién se han definido por Kabat et
al. (Kabat, E.A., et al., (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicién, U.S. Department of
Health and Human Services, U.S. Government Printing Office, y actualizaciones de la misma que pueden encontrarse
en linea.

Un anticuerpo monoclonal humanizado, como se denomina aqui, es un anticuerpo que esta compuesto por una
estructura de anticuerpo humano, en la que se han injertado las CDRs de un anticuerpo no humano. Los
procedimientos para el disefio y produccién de anticuerpos humanizados se conocen bien en la técnica, y se han
descrito, por ejemplo, en Cabilly et al., Patente U.S. n® 4.816.567; Cabilly et al., Solicitud de Patente Europea 0 125
023; Boss et al., Patente U.S. n? 4.816.397; Boss et al., Solicitud de Patente Europea 0 120 694; Neuberger, M.S. et
al., documento WO 86/01533; Neuberger, M.S. et al., Solicitud de Patente Europea 0 194 276 B1; Winter, Patente
U.S. n? 5.225.539; Winter, Solicitud de Patente Europea 0 239 400; Padlan, E.A. et al., Solicitud de Patente Europea
0 519 596. Mas detalles sobre anticuerpos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos desarrollados por
ingenieria, y métodos para su preparacion pueden encontrarse en Kontermann, R. and Dibel, S. eds. (2001, 2010)
Antibody Engineering, 22 ed., Springer-Verlag, New York, NY, 2001.

Las regiones constantes pueden derivarse de cualquier region constante de anticuerpo humano. Tipicamente, los
genes de region variable se clonan en vectores de expresion en el marco con genes de regidn constante para expresar
las cadenas de inmunoglobulina pesada y ligera. Dichos vectores de expresion pueden transfectarse en células
hospedantes que producen anticuerpos, para la sintesis de anticuerpos.

Las regiones variables y constantes del anticuerpo necesarias pueden derivarse de bases de datos de secuencias.
Por ejemplo, las secuencias de inmunoglobulina estan disponibles en la base de datos IMGT/LIGM (Giudicelli et al.,
(2006) Nucleic Acids Res. 34:(supl. 1):D781-D784) o VBase (vbase.mrccpe.cam.ac.uk).

“Acidos nucleicos”, como se indican aqui, incluyen tipicamente moléculas de ADN que codifican los anticuerpos de la
invencion. Se prefieren los vectores de expresidn, que son adecuados para expresar los genes de anticuerpo en una
célula hospedante. Los vectores de expresién y células hospedantes para la expresién de genes de anticuerpo se
conocen en la técnica; véanse, por ejemplo, Morrow, K.J. (2008) Genetic Engineering & Biotechnology News. (Junio
15, 2008) 28(12), y Backliwal, G., et al. (2008) Nucleic Acids Res. 36(15): €96-€96.

“CD80”, como se usa aqui, se refiere al antigeno CD80 de mamifero, ademas de a mutantes del mismo, que han
aumentado la avidez de unién o la especificidad por CTLA-4. Véanse Linsley et al., (1994) Immunity 1:793-801, y Wu
et al., (1997) J. Exp. Med. 185(7):1327-1335, incorporados aqui como referencia. EI CD80 de mamifero puede
seleccionarse de CD80 de roedor, tal como ratén, o de ser humano.

“CD86”, como se usa aqui, se refiere al antigeno CD86 de mamifero, ademas de a mutantes del mismo, que han
aumentado la avidez de unién o especificidad por CTLA-4. Véase Linsley et al., (1994) Immunity 1:793-801,
incorporado aqui como referencia. EI CD86 de mamifero puede seleccionarse de CD86 de roedor, tal como ratén, o
de ser humano.

“CTLA-4”, como se usa aqui, se refiere al antigeno 4 asociado a linfocito citotéxico (CTLA-4) de mamifero. La
secuencia de CTLA-4 humano puede encontrarse en GenBank, numero de acceso AAH74893.1, G1:49904741. El
CTLA-4 de mamifero puede seleccionarse de CTLA-4 de roedor, tal como ratén, o de ser humano.

“LAG-3”, como se usa aqui, se refiere al antigeno 3 de activacion de linfocitos (LAG-3) de mamifero. La secuencia
para LAG-3 humano puede encontrarse en Huard et al., (1997) Proc. Natl. Acad. Sci, USA 94:5744-5749, incorporado
aqui como referencia. El LAG-3 de mamifero puede seleccionarse de LAG-3 de roedor, tal como ratén, o de ser
humano.
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El “MHC” es el complejo implicado en la presentacién de péptidos derivados de antigeno mediante células
presentadoras de antigeno, que es reconocido por el TCR. En un cierto aspecto, el MHC es MHCII, que presenta el
antigeno a las células T colaboradoras CD4+. Véase, por ejemplo, Wucherpfennig et al., CSH Perspect. Biol. 2(4):
a005140, epub 2010 Mar 17.

Un compuesto biolégico biespecifico, que puede considerarse como un ligando biespecifico, es un ligando que es
capaz de unirse, o estar unido por, dos dianas contemporaneamente. Los anticuerpos biespecificos se conocen en la
técnica, y se describen adicionalmente a continuacion. En el contexto de la presente invencion, las dos dianas son la
molécula CTLA-4 en una célula T y el complejo de MHC péptido en una APC. El compuesto bioldgico biespecifico
segun la invencion puede reticular las dos dianas; por medio de la uniéon de pMHC al TCR en la sinapsis inmunitaria,
reticula por lo tanto la molécula CTLA-4 al TCR. Un “compuesto biol6gico”, en general, es un compuesto terapéutico
0 agente biolégico, que puede ser Util para, entre otros, fines terapéuticos, diagndsticos y/o de investigacion.

Un conector es cualquier secuencia de aminoacidos que une y separa dos dominios de polipéptido en una proteina.
En el contexto del ligando biespecifico de la invencién, el conector es la secuencia que une el ligando de CTLA-4 al
ligando de MHC. Conectores ejemplares son secuencias de aminoacidos, tal como poliglicina, por ejemplo Gly-9. Un
conector alternativo es una region Fc de anticuerpo. Dicho conector separa los dos dominios de ligando en
aproximadamente 120 A.

Un ligando segun la invencién puede comprender ligandos de anticuerpo y no de anticuerpo en cualquier combinacion.
Por ejemplo, el ligando de CTLA-4 puede ser un anticuerpo anti-CTLA-4, y el ligando de MHC puede ser LAG-3. De
forma alternativa, puede usarse CD80 como el ligando de CTLA-4, en combinacién con LAG-3 o un anticuerpo anti-
MHC. Ambos ligandos pueden ser anticuerpos, o ambos pueden ser los ligandos naturales, CD80 y LAG-3.

Antigeno 4 asociado a linfocito citotéxico (CTLA-4)

El antigeno 4 asociado a linfocito T citotoxico (CTLA-4), también conocido como CD152, es un regulador negativo de
la respuesta de células T, que desempefia un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis de células T y
en la induccién de auto-tolerancia (Karandikar et al., (1996) J Exp Med 184:783-788; Krummel y Allison, (1995) J Exp
Med 182:459-465; Linsley y Golstein, (1996) Curr Biol 6:398-400; Walunas y Bluestone, (1998) J Immunol 160:3855-
3860; Walunas et al., (1994) J Immunol 160:3855-3860). Los ratones deficientes en CTLA-4 desarrollan enfermedad
autoinmunitaria multi-organica, y tipicamente sucumben a la enfermedad a las 4 semanas de edad (Tivol et al., (1995)
Immunity 3:541-547; Waterhouse et al., (1995) Science 270:985-988). Los mecanismos moleculares a través de los
que CTLA-4 modula la actividad de células T son multifacéticos, y se piensa que se producen o bien de forma intrinseca
en células T convencionales o de forma extrinseca a través de células T reguladoras (Tregs) (Ise et al., (2010) Nat
Immunol 11:129-135; Jain et al., (2010) Proc Natl Acad Sci USA 107:1524-1528; Paterson y Sharpe, (2010) Nat
Immunol 11:109-111).

Estos mecanismos incluyen competir con CD28 por la unién al ligando (Linsley et al., (1994) Immunity 1:793-801),
inducir la produccién de la enzima tolerogénica indolamina 2,3 dioxigenasa en la APC (Grohmann et al., (2002) Nat
Immunol 3:1097-1101; Onodera et al., (2009) J Immunol 183:5608-5614), y desplazar al CD28 de la sinapsis
inmunitaria (Pentcheva-Hoang et al., (2004) Immunity 21:401-413). El CTLA-4 es homdlogo de la molécula co-
estimuladora CD28 y comparte los mismos ligandos, CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2), que se expresan en la superficie de
las células presentadoras de antigenos (APCs). Sin embargo, la unién diferencial de CD80/CD86 en las APCs a CD28
y CTLA-4 en las células T efectoras conduce a resultados opuestos, desencadenando CD28 la activacion de células
Ty provocando CTLA-4 la inhibicién de células T. El acoplamiento de CTLA-4 mediante sus ligandos (CD80/86) en la
APC también estimula el reclutamiento de las fosfatasas SHP-1 (Guntermann y Alexander, (2002) J Immunol
168:4420-4429) y PP2A (Baroja et al., (2002) J Immunol 168:5070-5078; Chuang et al., (2000) Immunity 13:313-322)
en la vecindad del TCR de las células T que experimentan activacion. La consiguiente desfosforilacién de las moléculas
de sefializacion claves asociadas con el TCR da como resultado la terminacion de la activacién de células T (Griffin et
al., (2000) J Immunol 164:4433-4442). Ademas, las intervenciones que promueven el acoplamiento temprano de
CTLA-4 con sus ligandos vy la reticulacién al TCR dan como resultado la disminucién prematura de las firmas de
sefalizacion claves y la consiguiente inhibicién de la activacion de células T, conduciendo a la menor respuesta o
anergia de células T (Blair et al., (1998) Immunol 160:12-15; Griffin et al., (2000) J Immunol 164:4433-4442; Krummel
y Allison, (1996) J Exp Med 182:459-465; Walunas et al., (1996) J Exp Med 183:2541-2550).

Al promover la reticulacion de CTLA-4 al TCR durante la fase temprana de la activacion de células T, se gener6 una
proteina de fusion biespecifica (designada como “BsB”) que comprende un CD80 mutante (CD80w88a) y el gen 3 de
activacion de linfocitos (LAG-3). BsB se dised para acoplar simultdneamente CTLA-4 y MHCII en la sinapsis
inmunitaria y asi reticularla indirectamente al TCR por medio del emparejamiento similar de MHCII con el TCR (Karman
et al., (2012) J Biol Chem epub 2012 Feb 15). En una MLR alogénica, se mostr6 que BsB era eficaz inhibiendo la
activaciéon de células T. Sorprendentemente, BsB también indujo la producciéon de IL-10 y TGF-B, y promovi6 la
diferenciacion de células T que experimentan la activaciéon a Tregs. IL-10 puede ejercer amplias propiedades
supresoras inmunitarias a través de su capacidad para controlar la activacion de macréfagos y células dendriticas
(DCs), ademas de auto-regular las células Th1 (Ohata et al., (2007) Arthritis Rheum 56:2947-2956). TGF-$ puede
actuar como un inhibidor de diferenciacion de células T (Kehrl et al., (1986) J Exp Med 163:1037-1050), activacién de
macréfagos (Tsunawaki et al., (1988) Nature 334:260-262; Wahl et al., (1990) Ann NY Acad Sci 593:188-196) y

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2810424 T3

maduracion de células dendriticas (Steinman et al., (2003) Annu Rev Immunol 21:685-711). Ademas de sus funciones
anti-inflamatorias, IL-10 y TGF-B supuestamente pueden también influir en la funcién de Treg. Por ejemplo, se ha
mostrado que IL-10 induce células Tr1 que producen IL-10 (Roncarolo et al., (2006) Immunol Rev 212:28-50) y actuan
en las Tregs Foxp3* para mantener la expresion de Foxp3 y propagar asi su funcién supresora (Murai et al., (2009)
Nat Immunol 10:1178-1184). De forma similar, se ha dado a conocer que TGF-B es necesario para la induccion de
Tregs (Chen et al., (2003) J Exp Med 198:1875-1886; Zheng et al., (2002) J Immunol 169:4183-4189) y en el
mantenimiento de su funcién supresora promoviendo la expresién de Foxp3 (Marie et al., (2005) J Exp Med 201:1061-
1067).

Células T reguladoras (Tregs)

Las Tregs son una subpoblacién funcionalmente distinta de células T capaces de controlar las respuestas inmunitarias
a antigenos propios y no propios. Una deficiencia de Tregs da como resultado una respuesta inmunitaria intensificada
y la presentacion de enfermedades autoinmunitarias (Sakaguchi et al., (1995) J Immunol 155:1151-1164). La
investigacion exhaustiva ha establecido un papel de estas células T especializadas en el control de todos los aspectos
de las respuestas inmunitarias, en particular en la generaciéon de auto-tolerancia. Sin estar atados a una teoria
particular, estos descubrimientos indican que los agentes capaces de estimular la produccién in situ de Tregs o la
transferencia adoptiva de Tregs pueden utilizarse para tratar enfermedades autoinmunitarias. De hecho, se ha
mostrado que las terapias basadas en células Treg, que usan Tregs recién aisladas o expandidas ex vivo, son eficaces
en el tratamiento de modelos animales de diabetes tipo 1 (DT1) (Tang et al., (2004) J Exp Med 199:1455-1465; Tarbell
et al., (2007) J Exp Med 204:191-201) y enfermedad de injerto frente a hospedante (Anderson et al., (2004); Taylor et
al., (2002) Blood 99:3493-3499; Zhao et al., (2008) Blood 112:2129-2138). En vez de aislar y expandir las Tregs
Foxp3+CD4+CD25* (a menudo designadas como Tregs naturales o nTregs) de la sangre periférica o ganglios linfaticos,
las Tregs pueden inducirse a partir de células T CD4+CD25" no tratadas anteriormente en el contexto de la activacion
de TCRy en la presencia simultdnea de TGF-3.

Se hace referencia a menudo a estas Tregs como Tregs adaptables (aTregs) o Tregs inducidas (iTregs). Son también
Foxp3+, y supuestamente muestran funciones supresoras igual de potentes que las nTregs (Chen et al., (2003) J Exp
Med 198:1875-1886; Yamagiwa et al., (2001) J Immunol 166:7282-7289; Zheng et al., (2002) J Immunol 169:4183-
4189). Se ha mostrado que las transferencias adoptivas de aTregs o iTregs son eficaces confiriendo proteccién frente
a la enfermedad autoinmunitaria en un modelo animal de artritis inducida por colageno (Gonzalez-Rey et al., (2006)
Arthritis Rheum 54:864-876). Sin embargo, se esta haciendo mas evidente que las Tregs especificas de antigeno
ofrecen un cociente terapéutico significativamente mayor que las Tregs policlonales con un repertorio pan-TCR
(Masteller et al., (2005) J Immunol 175:3053-3059; Tang et al., (2004) J Exp Med 199:1455-1465; Tarbell et al., (2007)
J Exp Med 204:191-201), con menos efectos secundarios potenciales en la supresion paninmunitaria. Por esta razon,
se buscé evaluar los méritos relativos de BsB en la produccion de Tregs especificas de antigeno en un escenario de
activacion de células T especificas de antigeno in vitro. Ademas, se ensay6 su potencial en el tratamiento de diabetes
autoinmunitaria en el ratén diabético no obeso (NOD).

Diabetes tipo 1

La diabetes tipo 1 (DT1) es una enfermedad autoinmunitaria provocada por la destrucciéon especifica de tejido de
células [ pancreaticas que producen insulina, con el posterior desarrollo de hiperglucemia. Los ratones diabéticos no
obesos (NOD) (ratones hembra en particular) desarrollan de forma espontanea células T autorreactivas frente a los
autoantigenos especificos de islotes (por ejemplo insulina y acido glutamico descarboxilasa 65). En sintonia con otros
linfocitos, estas células T autorreactivas inician el desarrollo de peri-insulitis entre 3 y 4 semanas de edad, seguido de
insulitis invasiva a las 9 semanas y diabetes manifiesta espontanea entre las 12 y 35 semanas (Anderson y Bluestone,
(2005) Annu Rev Immunol 23:447-485). Los ratones NOD comparten muchas similitudes con la enfermedad en
humanos, tal como la produccién de autoanticuerpos especificos del pancreas y la activacion de células T CD4+ y
CD8* autorreactivas. La susceptibilidad de estos ratones a la autoinmunidad, como en los seres humanos, esta influida
por los genes para el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), CTLA-4 y LAG-3. Los ratones NOD albergan un
haplotipo (H-297) del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) Gnico, que otorga supuestamente el mayor riesgo
para la susceptibilidad a la enfermedad (McDevitt et al., (1996) Hormone and metabolic research 28:287-288; Wicker
et al., (1995) Annu Rev Immunol 13:179-200). También se ha observado polimorfismo de CTLA-4 en los ratones NOD
(Ueda et al., (2003) Nature 423:506-511) y en seres humanos (Qu et al., (2009) Genes and immunity 10 Suppl 1:5S27-
32), y una deficiencia de LAG-3 en el historial NOD acelera el comienzo de DT1 con 100% de penetracion (Bettini et
al., (2011) J Immunol 187:3493-3498). Debido a que BsB se acopla a todas estas dianas, los méritos terapéuticos de
BsB se ensayaron en este modelo murino de DT1.

Anticuerpos

La invencién abarca fragmentos de union al antigeno de los anticuerpos descritos en las reivindicaciones. Como se
usa aqui, el término “fragmentos” se refiere a porciones del anticuerpo intacto de longitud completa — tal como una
region de unién al antigeno o variable del anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmentos de anticuerpo se describen
anteriormente.
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El término “fragmentos”, como se usa aqui, se refiere a fragmentos capaces de unir las dianas especificadas, la
molécula CTLA-4 o el complejo pMHC. Estos fragmentos pueden carecer del fragmento Fc de un anticuerpo intacto,
aclararse mas rapidamente de la circulacion, y pueden tener menos unién al tejido no especifico que un anticuerpo
intacto. Estos fragmentos pueden producirse a partir de anticuerpos intactos usando métodos bien conocidos, por
ejemplo mediante escisién proteolitica con enzimas tales como papaina (para producir fragmentos Fab) o pepsina
(para producir fragmentos F(ab’)z2), o la expresion de dichos fragmentos por tecnologia recombinante.

Los anticuerpos y fragmentos también abarcan fragmentos de anticuerpo de cadena sencilla (scFv) que se unen a la
molécula CTLA-4 o al complejo pMHC. Un scFv comprende una region variable de la cadena pesada del anticuerpo
(VH) unida de forma operable a una region variable de la cadena ligera del anticuerpo (VL), en el que la regién variable
de la cadena pesada y la regién variable de la cadena ligera, juntas o de forma individual, forman un sitio de unién que
se une a la molécula CTLA-4 o al complejo pMHC. Un scFv puede comprender una region Vu en el extremo amino-
terminal, y una regién VL en el extremo carboxi-terminal. De forma alternativa, scFv puede comprender una region V.
en el extremo amino-terminal, y una region Vu en el extremo carboxi-terminal. Ademas, aunque los dos dominios del
fragmento Fv, VL y Vh, estan codificados por genes separados, pueden unirse, usando métodos recombinantes,
mediante un conector sintético que los permite formarse como una cadena proteica sencilla en la que las regiones VL
y Vu se emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena sencilla (scFv)). Un scFv
puede opcionalmente comprender ademas un conector polipeptidico entre la regién variable de la cadena pesaday la
region variable de la cadena ligera.

Los anticuerpos y fragmentos también abarcan fragmentos de anticuerpos de dominio (dAb) como se describen en
Ward, E.S. et al. (1989) Nature 341:544-546, que consisten en un dominio Vh.

Los anticuerpos y fragmentos también abarcan anticuerpos de cadena pesada (HCAb). Estos anticuerpos pueden
formar aparentemente regiones de union al antigeno usando solo la regién variable de la cadena pesada, por cuanto
estos anticuerpos funcionales son dimeros solo de cadenas pesadas (denominados como “anticuerpos de cadena
pesada” o “HCAbs”). Por consiguiente, los anticuerpos y fragmentos pueden ser anticuerpos de cadena pesada
(HCADb) que se unen especificamente a las dianas CTLA-4 o pMHC.

Los anticuerpos y fragmentos también abarcan a los anticuerpos que son SMIPs o proteinas de fusion de dominio de
unién de inmunoglobulina especificas para las dianas CTLA-4 o pMHC. Estos constructos son polipéptidos
monocatenarios que comprenden dominios de unién al antigeno fusionados con dominios de inmunoglobulina
necesarios para llevar a cabo las funciones efectoras del anticuerpo (véase el documento WO 2005/017148).

Los anticuerpos y fragmentos también abarcan diacuerpos. Estos son anticuerpos bivalentes en los que los dominios
VH y VL se expresan en una Unica cadena polipeptidica, aunque usando un conector que es demasiado corto para
permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena. Esto fuerza a los dominios a emparejarse con
dominios complementarios de otra cadena y por lo tanto crea dos sitios de union al antigeno (véase, por ejemplo, el
documento WO 93/11161). Los diacuerpos pueden ser biespecificos 0 monoespecificos.

El anticuerpo o fragmento de anticuerpo del mismo segun la invencidén no presenta reacciéon cruzada con ninguna
diana distinta de las dianas CTLA-4 o pMHC previstas.

Los anticuerpos y fragmentos de los mismos pueden ser ellos mismos biespecificos. Por ejemplo, los anticuerpos
biespecificos pueden parecerse a anticuerpos sencillos (o fragmentos de anticuerpo) pero tienen dos sitios diferentes
de union al antigeno (regiones variables). Los anticuerpos biespecificos pueden producirse por diversos métodos —
tales como técnicas quimicas, técnicas de “polidoma”, o técnicas de ADN recombinante. Los anticuerpos biespecificos
pueden tener especificidades de unién para al menos dos epitopos diferentes, por ejemplo un epitopo en cada una de
las dianas CTLA-4 y pMHC.

Los anticuerpos biespecificos que comprenden pares complementarios de regiones Vi y VL se conocen en la técnica.
Estos anticuerpos biespecificos comprenden dos pares de Vu y Vi, uniéndose cada par VHVL a un Unico antigeno o
epitopo. Dichos anticuerpos biespecificos incluyen hibridomas hibridos (Milstein, C. y Cuello, A.C., (1983) Nature 305
(5934): 537-40), minicuerpos (Hu et al., (1996) Cancer Res. 56:.3055-3061), diacuerpos (Holliger et al., (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448; documento WO 94/13804), anticuerpos recombinantes quelantes (CRAbs) (Neri
et al., (1995) J. Mol. Biol. 246,367- 373), biscFv (por ejemplo, Atwell et al., (1996) Mol. Immunol. 33:1301-1312),
anticuerpos estabilizados “botén en ojal” (Carter et al., (1997) Protein Sci. 6:781-788). En cada caso, cada especie de
anticuerpo comprende dos sitios de unién al antigeno, formado cada uno por un par complementario de dominios Vu
y VL. Cada anticuerpo es capaz por lo tanto de unirse a dos antigenos o epitopos diferentes al mismo tiempo, con la
unién a cada antigeno o epitopo mediada por un Vi 'y su dominio V. complementario.

Se ha descrito que los autoanticuerpos naturales son polirreactivos (Casali y Notkins (1989) Ann. Rev. Immunol. 7:
515-531), que reaccionan con al menos dos (normalmente mas) antigenos o epitopos diferentes que no estan
relacionados estructuralmente. También se ha mostrado que las selecciones de repertorios peptidicos aleatorios que
usan la tecnologia de presentacion de fagos en un anticuerpo monoclonal identificaran un intervalo de secuencias
peptidicas que se ajustan al sitio de unién al antigeno. Algunas de las secuencias estan altamente relacionadas,
adaptando una secuencia de consenso, mientras otras son muy diferentes y se han denominado mimotopos (Lane y
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Stephen (1993) Current Opinion in Immunology 5:268-271). Esta claro por lo tanto que el sitio de unién de un
anticuerpo, que comprende dominios Vu y VL asociados y complementarios, tiene el potencial de unirse a muchos
antigenos diferentes de un gran universo de antigenos conocidos.

El documento WO 03/002609 (Domantis) describe la produccion de anticuerpos especificos duales en los que cada
par VuVL posee una especificidad dual, es decir, es capaz de unir dos epitopos en los mismos o diferentes antigenos.
La conformacion puede ser abierta o cerrada; en una conformacién abierta, los dos epitopos pueden unirse de forma
simultanea, pero en la conformacién cerrada la union al primer epitopo evita o disuade la union al segundo.

Las proteinas que no inmunoglobulinicas con multiples especificidades de unién se conocen en la naturaleza; por
ejemplo, un ndmero de factores de transcripcion se unen tanto al ADN como a otras moléculas de proteina. Sin
embargo, los métodos para seleccionar péptidos de unién en la técnica anterior solo seleccionan péptidos con
especificidades sencillas, no duales o multiples.

Diferentes equipos de investigacion han conectado anteriormente polipéptidos con restos de cisteina a una estructura
molecular sintética (Kemp, D. S. y McNamara, P. E., (1985) J. Org. Chem. Timmerman, P. et al., (2005)
ChemBioChem. 6(5):821-4). Meloen y colaboradores habian usado tris(oromometil)benceno y moléculas relacionadas
para la ciclacion rapida y cuantitativa de bucles peptidicos miultiples en andamiajes sintéticos para el mimetismo
estructural de superficies de proteina (Timmerman, P. et al., (2005) ibid). Los métodos para la generacion de farmacos
candidatos en los que dichos compuestos se generan uniendo polipéptidos que contienen cisteina a un andamiaje
molecular, como por ejemplo tris(bromometil)benceno, se describen en los documentos WO 2004/077062 y WO
2006/078161. La seleccion de dichas moléculas usando la tecnologia de presentacién se describe en el documento
WO 2009/098450. Las realizaciones especificas duales se describen ademas en el documento WO 2010/089117.

El ligando, tal como un anticuerpo o fragmento del mismo, puede modificarse para aumentar su vida media en suero,
por ejemplo, afiadiendo moléculas — tales como PEG u otros polimeros solubles en agua, incluyendo polimeros de
polisacarido para aumentar la vida media. En una realizacién, una regién Fc de anticuerpo puede afiadirse al conector
biespecifico segun la invencién, para aumentar la vida media circulante.

Produccién de anticuerpos

La produccién de anticuerpos puede realizarse mediante cualquier técnica conocida en la técnica, incluyendo en
organismos transgénicos tales como cabras (véase Pollock et al. (1999) J. Immunol. Methods 231:147- 157), pollos
(véase Morrow, KJJ (2000) Genet. Eng. News 20:1 -55), ratones (véase Pollock et al. ibid) o plantas (véase Doran PM
(2000) Curr. Opinion Biotechnol. 11:199-204; Ma, JK-C (1998) Nat. Med. 4:601-606; Baez, J. et al. (2000) BioPharm.
13:50-54; Stoger, E. et al. (2000) Plant Mol. Biol. 42:583-590). Los anticuerpos pueden producirse también mediante
sintesis quimica; sin embargo, se prefiere la expresion de genes que codifican los anticuerpos en células hospedantes.

Un polinucledtido que codifica el anticuerpo se aisla y se inserta en un constructo o vector replicable, tal como un
plasmido, para la propagacion o expresion posterior en una célula hospedante. Los constructos o vectores (por ejemplo
vectores de expresién) adecuados para la expresion de una inmunoglobulina humanizada segun la invencién estan
disponibles en la técnica. Una variedad de vectores estan disponibles, incluyendo vectores que se mantienen en copia
sencilla o mdltiples copias en una célula hospedante, o que se integran en el o los cromosomas de la célula
hospedante. Los constructos o vectores pueden introducirse en una célula hospedante adecuada, y las células que
expresan una inmunoglobulina humanizada pueden producirse y mantenerse en cultivo. Para la expresion de una
inmunoglobulina humanizada se puede usar un Gnico vector o vectores multiples.

Los polinucledtidos que codifican el anticuerpo se aislan facilimente y se secuencian usando procedimientos
convencionales (por ejemplo, sondas oligonucleotidicas). Los vectores que pueden usarse incluyen plasmidos, virus,
fagos, transposones, minicromosomas, de los que los plasmidos son una realizacién tipica. Generalmente, dichos
vectores incluyen ademas una secuencia sefal, un origen de replicacion, uno o mas genes marcadores, un elemento
potenciador, un promotor, y secuencias de terminacién de la transcripcién unidas de forma operable al polinucleétido
de cadena ligera y/o pesada para asi facilitar la expresiéon. Los polinucleétidos que codifican las cadenas ligera y
pesada pueden insertarse en vectores separados e introducirse simultanea o secuencialmente (por ejemplo mediante
transformacion, transfeccion, electroporacién o transduccién) en la misma célula hospedante, o, si se desea, tanto la
cadena pesada como la cadena ligera pueden insertarse en el mismo vector antes de dicha introduccién.

Puede proporcionarse un promotor para la expresién en una célula hospedante adecuada. Los promotores pueden
ser constitutivos o inducibles. Por ejemplo, un promotor puede unirse de forma operable a un &cido nucleico que
codifica una inmunoglobulina o cadena de inmunoglobulina humanizada, de manera que dirige la expresion del
polipéptido codificado. Existe una variedad de promotores adecuados para hospedantes procariotas y eucariotas. Los
promotores procariotas incluyen promotores lac, tac, T3, T7 para E. coli; 3-fosfoglicerato cinasa u otras enzimas
glicoliticas, por ejemplo enolasa, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, hexocinasa, piruvato descarboxilasa,
fosfofructocinasa, glucosa 6 fosfato isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa, y glucocinasa. Los promotores eucariotas
incluyen promotores de levadura inducibles tales como alcohol deshidrogenasa 2, isocitocromo C, fosfatasa acida,
metalotioneina, y enzimas responsables del metabolismo de nitrégeno o utilizacién de maltosa/galactosa; promotores
de ARN polimerasa Il, que incluyen promotores viricos tales como polioma, viruela aviar y adenovirus (por ejemplo,
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adenovirus 2), virus del papiloma bovino, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus (en particular, el promotor del gen
temprano inmediato), retrovirus, virus de la hepatitis B, actina, promotor del virus del sarcoma de rous (RSV), y los
promotores temprano o tardio del virus 40 del simios y promotores no viricos tales como EF-1 alfa (Mizushima y Nagata
(1990) Nucleic Acids Res. 18(17):5322). Los expertos en la técnica seran capaces de seleccionar el promotor
apropiado para expresar un anticuerpo humanizado o porcién del mismo de la invencion.

Cuando sea apropiado, por ejemplo para la expresion en células de eucariotas superiores, pueden incluirse elementos
potenciadores adicionales en vez de o0 ademas de los encontrados situados en los promotores descritos anteriormente.
Secuencias potenciadoras para mamiferos adecuadas incluyen elementos potenciadores procedentes de globina,
elastasa, albumina, fetoproteina, metalotionina, e insulina. De forma alternativa, se puede usar un elemento
potenciador procedente de un virus de célula eucariota tal como potenciador del SV40, potenciador del promotor
temprano del citomegalovirus, potenciador del polioma, potenciador baculovirico, o el locus de IgG2a murina (véase
el documento WO 04/009823). Aunque dichos potenciadores estan situados tipicamente en el vector en un sitio en
direccion 5" del promotor, también pueden situarse en otro sitio, por ejemplo en la regién no traducida o en direccién
3’ de la sefal de poliadenilacion. La eleccion y posicion del potenciador puede basarse en la compatibilidad con la
célula hospedante usada para la expresion.

Ademas, los vectores (por ejemplo, vectores de expresion) tipicamente comprenden un marcador seleccionable para
la seleccién de células hospedantes que portan el vector y, en el caso de un vector replicable, un origen de replicacion.
Los genes que codifican productos que confieren resistencia a antibiéticos o farmacos son marcadores seleccionables
comunes y pueden usarse en células procariotas (por ejemplo, gen de p-lactamasa (resistencia a la ampicilina), gen
Tet (resistencia a la tetraciclina)) y eucariotas (por ejemplo, genes de resistencia a la neomicina (G418 o geneticina),
gpt (acido micofendlico), ampicilina o higromicina). Los genes marcadores de dihidrofolato reductasa permiten la
seleccién con metotrexato en una variedad de hospedantes. Los genes que codifican el producto génico de
marcadores auxotréficos del hospedante (por ejemplo LEU2, URA3, HIS3) se usan a menudo como marcadores
seleccionables en la levadura. También se contempla el uso de vectores viricos (por ejemplo baculovirus) o de fagos,
y los vectores que son capaces de integrarse en el genoma de la célula hospedante, tal como vectores retrovirales.

En los sistemas eucariotas, las sefales de poliadenilacion y terminacion se unen de forma operable al polinucle6tido
que codifica el anticuerpo de esta invencion. Dichas sefiales se situan tipicamente en 3’ del marco de lectura abierto.
En los sistemas de mamiferos, los ejemplos no limitantes de sefiales de poliadenilacién/terminacién incluyen las
derivadas de hormonas de crecimiento, factor-1 alfa de alargamiento y genes viricos (por ejemplo SV40) o repeticiones
terminales largas retrovirales. En los sistemas de levadura, los ejemplos no limitantes de sefales de
poliadenilacién/terminacion incluyen las derivadas de los genes de fosfoglicerato cinasa (PGK) y alcohol
deshidrogenasa 1 (ADH). En los sistemas procariotas, las sefiales de poliadenilacién no se necesitan tipicamente, y
en vez de eso es normal emplear secuencias terminadoras més cortas y mas definidas. La eleccién de secuencias de
poliadenilacién/terminacion puede basarse en la compatibilidad con la célula hospedante usada para la expresién.
Ademas de lo anterior, otras caracteristicas que pueden emplearse para potenciar los rendimientos incluyen elementos
de remodelacién de cromatina, intrones, y modificacion del codén especifico de la célula hospedante. El uso de
codones del anticuerpo de esta invencién puede modificarse para acomodar la preferencia coddnica de la célula
hospedante para aumentar el rendimiento del transcrito y/o producto (por ejemplo, Hoekema, A. et al. (1987) Mol Cell
Biol. 7(8):2914-24). La eleccién de codones puede basarse en la compatibilidad con la célula hospedante usada para
la expresion.

La invencion se refiere por consiguiente a moléculas de acido nucleico aisladas que codifican inmunoglobulinas
humanizadas, o cadenas pesadas o ligeras de las mismas, de esta invencion. La invencion también se refiere a
moléculas de acido nucleico aisladas que codifican una porcién de unién al antigeno de las inmunoglobulinas y sus
cadenas.

Los anticuerpos segun esta invencién pueden producirse, por ejemplo, mediante la expresién de uno o méas acidos
nucleicos recombinantes que codifican el anticuerpo en una célula hospedante adecuada. La célula hospedante puede
producirse usando cualquier método adecuado. Por ejemplo, los constructos de expresion (por ejemplo, uno 0 mas
vectores, por ejemplo un vector de expresién de células de mamifero) descritos aqui pueden introducirse en una célula
hospedante adecuada, y la célula resultante puede mantenerse (por ejemplo, en cultivo, en un animal, en una planta)
bajo condiciones adecuadas para la expresion del o de los constructos o vectores. Las células hospedantes adecuadas
pueden ser procariotas, incluyendo células bacterianas tales como E. coli (por ejemplo, cepa DH5a™ (Invitrogen,
Carlsbad, CA), células PerC6 (Crucell, Leiden, NL), B. subtilis y/u otras bacterias adecuadas; células eucariotas, tales
como células fungicas o de levadura (por ejemplo Pichia pastoris, Aspergillus sp., Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, Neurospora crassa), u otras células eucariotas inferiores, y células de eucariotas
superiores tales como las procedentes de insectos (por ejemplo, células de Drosophila Schnieder S2, células de
insecto Sf9 (documento WO 94/126087 (O’Connor), células de insecto TN5BI-4 (HIGH FIVE™) (Invitrogen), de
mamiferos (por ejemplo células COS, tal como COS-I (n? de acceso ATCC CRL-1650) y COS-7 (n? de acceso ATCC
CRL-1651), CHO (por ejemplo, n® de acceso ATCC CRL-9096), CHO DG44 (Urlaub, G. y Chasin, LA., (1980) Proc.
Natl. Acac. Sci. USA, 77(7):4216-4220), 293 (n® de acceso ATCC CRL- 1573), HelLa (n°® de acceso ATCC CCL-2), CVI
(n® de acceso ATCC CCL-70), WOP (Dailey, L., et al., (1985) J. Virol., 54:739-749), 3T3, 293T (Pear, W. S., et al,,
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 90:8392-8396), células NSO, células SP2/0, células HuT 78, y similares, o de
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plantas (por ejemplo, tabaco, lemna (lenteja de agua), y algas). Véase, por ejemplo, Ausubel, F.M. et al., eds. Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and John Wiley & Sons Inc. (1993). En algunas
realizaciones, la célula hospedante no es parte de un organismo multicelular (por ejemplo planta o animal), por ejemplo
es una célula hospedante aislada o es parte de un cultivo celular.

Las células hospedantes pueden cultivarse en matraces de agitacion, matraces oscilantes, botellas de cultivo
rotatorias, biorreactores Wave (por ejemplo System 1000 de wavebiotech.com), o sistemas de fibra hueca, pero se
prefiere para la produccién a gran escala que se usen biorreactores de tanque agitado o biorreactores de bolsa (por
ejemplo Wave Biotech, Somerset, New Jersey USA), particularmente para cultivos en suspensién. Tipicamente, los
biorreactores de tanque agitado se adaptan para la aireacion usando, por ejemplo, burbujeadores, deflectores o
impulsores de baja cizalladura. Para las columnas de burbujeo y biorreactores de levantamiento por aire, puede usarse
la aireacién directa con burbujas de aire u oxigeno. Cuando las células hospedantes se cultivan en un medio de cultivo
libre de suero, el medio puede suplementarse con un agente protector celular tal como pluronic F-68 para ayudar a
evitar el dafio celular como resultado del proceso de aireacion. Dependiendo de las caracteristicas de la célula
hospedante, pueden usarse microtransportes como sustratos de crecimiento para las lineas celulares dependientes
del anclaje, o las células pueden adaptarse al cultivo en suspension. El cultivo de células hospedantes, particularmente
células hospedantes de vertebrado, puede utilizar una variedad de modos de operacién tales como procesado por
lotes, lotes alimentados, lotes repetidos (véase Drapeau et al (1994) Cytotechnology 15: 103-109), procedimiento por
lotes extendidos, o cultivo por perfusion. Aunque las células hospedantes de mamiferos transformadas de forma
recombinante pueden cultivarse en medios que contienen suero, tales como medios que comprenden suero fetal
bovino (FCS), se prefiere que dichas células hospedantes se cultiven en medios libres de suero, tal como se describe
en Keen et al (1995) Cytotechnology 17:153-163, o medios comercialmente disponibles tales como ProCHO-CDM o
UltraCHO™ (Cambrex NJ, USA), suplementados cuando sea necesario con una fuente de energia tal como glucosa
y factores de crecimiento sintéticos tales como insulina recombinante. Los cultivos libres de suero de las células
hospedantes pueden necesitar que esas células se adapten para crecer en condiciones libres de suero. Una estrategia
de adaptacion es cultivar dichas células hospedantes en medios que contienen suero e intercambiar de forma repetida
el 80% del medio de cultivo por los medios libres de suero de manera que las células hospedantes aprendan a
adaptarse en condiciones libres de suero (véase, por ejemplo, Scharfenberg K. et al (1995) in Animal Cell Technology
Developments Towards the 21st Century (Beuvery E.C. et al eds), p. 619-623, Kluwer Academic publishers).

Los anticuerpos segun la invencién pueden segregarse en el medio y recuperarse y purificarse a partir del mismo
usando una variedad de técnicas para proporcionar un grado de purificacién adecuado para el uso previsto. Por
ejemplo, el uso de anticuerpos terapéuticos de la invencién para el tratamiento de pacientes humanos exige
tipicamente al menos el 95% de pureza como se determina SDS-PAGE en condiciones reductoras, mas tipicamente
98% 0 99% de pureza, cuando se compara con los medios de cultivo que comprenden los anticuerpos terapéuticos.
En el primer caso, los restos celulares de los medios de cultivo se eliminan tipicamente usando la centrifugacion
seguida de una etapa de clarificacion del sobrenadante usando, por ejemplo, microfiltracién, ultrafiltracion y/o filtracién
profunda. De forma alternativa, el anticuerpo puede cosecharse por microfiltracion, ultrafiltracion o filtracion profunda
sin centrifugacién previa. Estan disponibles una variedad de otras técnicas, tales como dialisis y electroforesis en gel,
y técnicas cromatograficas, tales como hidroxiapatita (HA), cromatografia de afinidad (que implica opcionalmente un
sistema de etiquetado por afinidad tal como polihistidina), y/o cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC) (véase el
documento US 5.429.746). En una realizacion, los anticuerpos de la invencion, después de varias etapas de
clarificacion, se capturan usando cromatografia de afinidad de proteina A o G, seguido de etapas de cromatografia
adicionales tales como cromatografia de intercambio i6nico y/o HA, intercambio aniénico o cationico, cromatografia
de exclusién por tamafo, y precipitacion con sulfato de amonio. Tipicamente, también se emplean varias etapas de
eliminacion de virus (por ejemplo, nanofiltracién, que usa, por ejemplo, un filiro DV-20). Después de estas diversas
etapas, se proporciona un preparado purificado que comprende al menos 10 mg/ml o mas, por ejemplo 100 mg/ml o
mas, del anticuerpo de la invencién, y por lo tanto forma una realizacion de la invencién. La concentracion hasta 100
mg/ml o mas puede generarse mediante ultracentrifugacion. Dichos preparados estan esencialmente libres de formas
agregadas de anticuerpos de la invencion.

Los sistemas bacterianos son particularmente adecuados para la expresion de fragmentos de anticuerpo. Dichos
fragmentos se localizan intracelularmente o en el periplasma. Las proteinas periplasmaticas insolubles pueden
extraerse y replegarse para formar proteinas activas segun los métodos conocidos por los expertos en la técnica,
véase Sanchez et al. (1999) J. Biotechnol. 72:13-20; Cupit, PM et al. (1999) Lett. Appl. Microbiol. 29:273-277.

La presente invencidén también se refiere a células que comprenden un acido nucleico, por ejemplo un vector, de la
invencion (por ejemplo, un vector de expresion). Por ejemplo, un acido nucleico (es decir, uno o mas acidos nucleicos)
que codifica las cadenas pesada y ligera de una inmunoglobulina humanizada segun la invencion, o un constructo (es
decir, uno 0 mas constructos, por ejemplo uno o mas vectores) que comprende dicho o acidos nucleicos, puede
introducirse en una célula hospedante adecuada por un método apropiado a la célula hospedante seleccionada (por
ejemplo, transformacion, transfeccion, electroporacion, infeccion), estando el o los acidos nucleicos operablemente
unidos, o uniéndose, a uno o mas elementos de control de la expresion (por ejemplo, en un vector, en un constructo
creado por procesos en la célula, integrado en el genoma de la célula hospedante). Las células hospedantes pueden
mantenerse en condiciones adecuadas para la expresion (por ejemplo, en presencia de un inductor, medios
adecuados suplementados con sales apropiadas, factores de crecimiento, antibiéticos, suplementos nutricionales,
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etc.), por lo que se produce el o los polipéptidos codificados. Si se desea, el anticuerpo humanizado codificado puede
aislarse, por ejemplo, de las células hospedantes, medio de cultivo, o leche. Este proceso abarca la expresion en una
célula hospedante (por ejemplo, una célula de glandula mamaria) de un animal o planta transgénica (por ejemplo,
tabaco) (véase, por ejemplo, el documento WO 92/03918).

Ligandos CD80

El disefio y la construccién de ligandos CD80 estan destinados a maximizar la especificidad del ligando por CTLA-4
sobre CD28. La secuencia de CD80 se conoce en la técnica, ejemplo citado en Wu et al., 1997. EI CD80 comprende
un dominio tipo variable Ig-V extracelular, y un dominio tipo constante IgC intracelular. En una realizacién preferida, el
dominio extracelular de CD80 se usa como un ligando. Por ejemplo, véase SEQ ID NO: 15, especialmente los restos
1-241.

Pueden hacerse mutaciones en el CD80 humano para mejorar la afinidad de unién, y para mejorar la selectividad por
CTLA4 sobre CD28. Véase, por ejemplo, Wu et al., 1997.

Pueden obtenerse mutantes distintos de W84A, que incluyen K71G, K71V, S109G, R123S, R123D, G124L, S190A,
S201A, R63A, M81A, N97A, E196A. Véase Peach et al., JBC 1995. 270(6): 21181-21187. La evaluacién de la afinidad
de union de los mutantes tanto para CTLA-4 como para CD28 puede efectuarse mediante mutagénesis dirigida al sitio
seguida de la expresion de los polipéptidos mutantes, y determinacion de Kd mediante resonancia de plasmones
superficiales que usa chips Biacore CTLA-4 y CD28. Véase, por ejemplo, Guo et al., (1995) J. Exp. Med. 181:1345-
55.

Los mutantes que tienen perfiles de unién y selectividad ventajosos pueden seleccionarse, y evaluarse adicionalmente,
en ensayos basados en células. Por ejemplo, puede usarse citometria de flujo para evaluar el efecto de CD80 de tipo
salvaje o mutante transfectado en las células.

Ligandos LAG-3

LAG-3 se ha descrito en la técnica, y el sitio de unién a la proteina MHCII se ha caracterizado. Véase Huard et al.,
(1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94(11):5744-9. LAG-3 tiene cuatro dominios tipo Ig extracelulares, y pueden
introducirse mutaciones en estos dominios para optimizar la unién a MHCII.

La efectividad de las mutaciones puede analizarse como se describe anteriormente con respecto a los ligandos CD80.

En un aspecto, solo los dominios 1y 2 (D1 y D2) de los cuatro dominios tipo Ig de LAG-3 se usan en un ligando segun
la invencién. Se cree que estos dominios son responsables de la interaccion con la proteina MHCII.

Constructos de ligando biespecifico

La construccién de un ligando biespecifico sigue la férmula general “ligando-conector-ligando”. Los anticuerpos
biespecificos se conocen en la técnica, y se describen anteriormente.

La construccion de ligandos biespecificos implicd preferiblemente la construccién y expresion de un gen apropiado
que codifica el polipéptido deseado. Otros métodos de construccion son mezclando los dos polipéptidos bajo
condiciones que permiten el enlace covalente, idénico o hidréfobo. En realizaciones preferidas, comprende enlazar
covalentemente los polipéptidos. Cuando se construye una molécula biespecifica que comprende tres componentes,
tal como un ligando CTLA-4, un conector y un ligando MHC, dos de los tres pueden combinarse, unirse juntos, y el
tercer polipéptido anadirse posteriormente al producto de fusion, y unirse para crear un producto de fusion que
comprende los tres polipéptidos.

Los polipéptidos de acuerdo con la presente invencion pueden producirse mediante cualquier técnica deseada, que
incluye sintesis quimica, aislamiento a partir de muestras bioldgicas, y expresion de un acido nucleico que codifica
dicho polipéptido. Los acidos nucleicos, a su vez, pueden sintetizarse o aislarse desde fuentes biolégicas, y
modificarse por mutagénesis dirigida al sitio, si se desea.

La invencion se refiere por consiguiente a vectores que codifican un ligando biespecifico segun la invencién, o un
fragmento del mismo. El vector puede ser, por ejemplo, un vector de fago, plasmido, viral, o retroviral.

Los acidos nucleicos segun la invencién pueden ser parte de un vector que contiene un marcador seleccionable para
la propagacion en un hospedante. Generalmente, un vector de plasmido se introduce en un precipitado, tal como un
precipitado de fosfato de calcio, o en un complejo con un lipido cargado.

Si el vector es un virus, puede empaquetarse in vitro usando una linea celular de empaquetamiento apropiada, y
después puede transducirse a células hospedantes.

El inserto de acido nucleico se une de forma operativa a un promotor apropiado, tal como el promotor PL del fago
lambda, los promotores lac, trp, phoA y tac de E. coli, los promotores SV40 temprano y tardio, y los promotores de
LTRs retrovirales. Los expertos en la técnica conocen otros promotores adecuados. Los constructos de expresion
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contienen ademas sitios para la iniciacién de transcripcion, terminacion, y, en la regién transcrita, un sitio de unién al
ribosoma para la traduccién. La porcion codificante de los transcritos expresados por los constructos incluye
preferiblemente un codén de iniciacion de la traduccion al comienzo y un coddn de terminacién (UAA, UGA o UAG)
situado de forma apropiada al final del polipéptido a traducir.

Como se indica, los vectores de expresion incluyen preferiblemente al menos un marcador seleccionable. Dichos
marcadores incluyen dihidrofolato reductasa, genes de resistencia a G418 o neomicina para el cultivo de células
eucariotas, y de resistencia a tetraciclina, kanamicina o ampicilina para el cultivo en E. coliy otras bacterias. Ejemplos
representativos de hospedantes apropiados incluyen, pero no estan limitados a, células bacterianas, tales como E.
coli, células de Streptomyces y Salmonella typhimurium; células fungicas, tales como células de levadura (por ejemplo,
Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris); células de insectos tales como células de Drosophila S2 y Spodoptera
Sf9; células de animales tales como células CHO, COS, HEK293, y melanoma de Bowes; y células de plantas.

Se conocen en la técnica medios de cultivo y condiciones apropiadas para las células hospedantes descritas
anteriormente, y estan disponibles comercialmente.

Entre los vectores preferidos para uso en bacterias incluyen pQE70, pQE60 y pQE-9, disponibles de QIAGEN, Inc.;
vectores pBluescript, vectores Phagescript, pPNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A, disponibles de Stratagene Cloning
Systems, Inc.; y ptrc99a, pKK2233, pKK233-3, pDR540, pRIT5 disponibles de Pharmacia Biotech, Inc. Entre los
vectores eucariotas preferidos estan pWLNEO, pSV2CAT, p0G44, pXTl y pSG disponibles de Stratagene; y pSVKS,
pBPV, pMSG y pSVL disponibles de Pharmacia. Entre los vectores preferidos para uso en la expresion en células de
mamifero se incluyen el vector pSG5, pCMV*'SPORT6, pcDNA, pCEP4, pREP4, pCl, pSly pBICEP-CMV. Los vectores
de expresion preferidos para uso en sistemas de levadura incluyen, pero no estan limitados a, pYES2, pYDI,
pTEFI/Zeo, pYES2/GS, pPICZ, pGAPZ, pGAPZalph, pPIC9, pPIC3.5, pHILD2, pHIL-SI, pPIC3.5K, pPIC9K, y PA0815
(todos disponibles de Invitrogen, Carlsbad, CA).

La introduccion del constructo en la célula hospedante puede efectuarse por transfeccién con fosfato de calcio,
transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccién mediada por lipido catiénico, electroporacion, transduccion,
infeccién, u otros métodos. Dichos métodos se describen en muchos manuales de laboratorio estandar, tal como
Sambrook et al., citado anteriormente. Un polipéptido segun la invencién puede recuperarse y purificarse de cultivos
de células recombinantes por métodos bien conocidos que incluyen precipitacion con sulfato de amonio o etanol,
extraccién en acido, cromatografia de intercambio aniénico o catidénico, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia
de interaccion hidréfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia por hidroxilapatita, y cromatografia con lectina. Mas
Preferiblemente, la cromatografia de liquidos de alto rendimiento (“HPLC”) se emplea para la purificacién.

Los polipéptidos segun la presente invencion también pueden recuperarse de fuentes bioldgicas, que incluyen fluidos
corporales, tejidos y células, especialmente células derivadas de tejidos tumorales o tejidos tumorales sospechosos
de un sujeto.

Ademas, los polipéptidos segun la invenciéon pueden sintetizarse quimicamente usando técnicas conocidas en la
técnica (por ejemplo, véase Creighton, 1983, Proteins: Structures and Molecular Principles, W. H. Freeman & Co., N.
Y., y Hunkapiller et al., (1984) Nature, 310:105-111). Por ejemplo, un polipéptido que comprende todo o parte de un
ligando biespecifico segun la invencion puede sintetizarse mediante el uso de un sintetizador de péptidos.

Los ligandos biespecificos de acuerdo con la invencién se describen en detalle en las SEQ IDs anejas aqui. Las SEQ
ID NOs: 1y 2 proporcionan las secuencias sustitutas de ADN y de proteinas de ratén de ligandos biespecificos en las
que el ligando de CTLA-4 CD80w88a esta emparejado con el ligando de MHC LAG-3, separado por la regién Fc de
IGg2a y una secuencia Gly-9 (G9). Una secuencia de etiqueta de His terminal (H6) se proporciona en el término C.
Las SEQ ID NOs: 3 y 4 proporcionan secuencias sustitutas de ADN y de proteinas de ratén para los mismos
constructos que SEQ ID NOs: 1 y 2, excepto que la region Fc de IgG2a se sitlua en el extremo C del polipéptido LAG-
3, de manera que los péptidos CD80 y LAG-3 estan separados por G9 solo. Las dos disposiciones, con la region Fc
entre los ligandos o en el extremo C de las mismas, se denominan como constructos de gen 1 y gen 2,
respectivamente.

Las SEQ ID NOs: 5 y 6 proporcionan secuencias de ADN y de proteinas humanas en las que la secuencia de tipo
salvaje se ha conservado. No se realizan mutaciones, ni a CD80 ni a LAG-3.

En las SEQ ID NOs: 7 y 8, se ha realizado una mutacién W84A al CD80 humano (el equivalente a W88A en el ratén),
y se ha realizado una mutacién R75E en LAG-3. Las SEQ IDs restantes (NOs: 7-14) describen otras mutaciones en
las secuencias CD80 y LAG-3.

Aplicaciones terapéuticas

La supresion de la actividad de células T es deseable en un nimero de situaciones en las que se garantiza la
inmunosupresion, y/o se da una afeccién autoinmunitaria. Por consiguiente, la seleccion de la interaccién CTLA4/MHC
como diana esta indicada en el tratamiento de enfermedades que implican una respuesta inmunitaria inapropiada o
indeseada, tal como inflamacién, autoinmunidad, y afecciones que implican dichos mecanismos. En una realizacion,
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dicha enfermedad o trastorno es una enfermedad autoinmunitaria y/o inflamatoria. Ejemplos de dichas enfermedades
autoinmunitarias y/o inflamatorias se describen anteriormente.

En una realizacion, dicha enfermedad o trastorno es diabetes tipo 1 (DT1).

En otra realizacién, los ligandos segun la invencion se usan para ayudar en el trasplante inmunosuprimiendo al sujeto.
Dicho uso alivia la enfermedad de injerto frente a hospedante. Para una descripcion de tratamientos existentes para
la enfermedad de injerto frente a hospedante, véase Svennilson, (2005) Bone Marrow Transplantation 35:S65-S67, y
las referencias citadas en ella. De forma ventajosa, los anticuerpos de la invencion pueden usarse en combinacion
con otras terapias disponibles.

Con respecto al tratamiento de enfermedades autoinmunitarias, la terapia de combinacion puede incluir la
administracion de un ligando de la presente invencién junto con un medicamento, que junto con el ligando comprende
una cantidad eficaz para evitar o tratar dichas enfermedades autoinmunitarias. Cuando dicha enfermedad
autoinmunitaria es diabetes tipo 1, la terapia de combinacién puede abarcar uno o més de un agente que promueve
el crecimiento de células beta pancreaticas o mejora el trasplante de células beta, tales como factores de crecimiento
o supervivencia de células beta o anticuerpos inmunomoduladores. Cuando dicha enfermedad autoinmunitaria es
artritis reumatoide, dicha terapia de combinacién puede abarcar uno o mas de metotrexato, un anticuerpo anti-TNF-a,
una proteina de fusion de receptor de TNF-a-lg, un anticuerpo anti-IL-6, o anti-IL17, o anti-IL-15 o anti-IL-21, un
farmaco anti-inflamatorio no esteroideo (AINE), o un farmaco anti-reumatico modificador de la enfermedad (FAME).
Por ejemplo, el agente adicional puede ser un agente biol6gico tal como un agente anti-TNF (por ejemplo, Enbrel®,
infliximab (Remicade® y adalimumab (Humira®) o rituximab (Rituxan®). Cuando dicha enfermedad autoinmunitaria
es rechazo de trasplante hematopoyético, pueden administrarse factor o factores de crecimiento hematopoyéticos
(tales como eritropoyetina, G-CSF, GM-CSF, IL-3, IL-11, trombopoyetina, etc.), o agente o agentes antimicrobianos
(tales como farmacos antibiéticos, antivirales, antifingicos). Cuando dicha enfermedad autoinmunitaria es psoriasis,
el agente adicional puede ser uno o mas de brea y derivados de la misma, fototerapia, corticosteroides, ciclosporina
A, analogos de vitamina D, metotrexato, inhibidores de proteina cinasa activada por mitdgeno p38 (MAPK), ademas
de agentes bioldgicos tales como agentes anti-TNF-a y Rituxan®. Cuando dicha enfermedad autoinmunitaria es una
enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) tal como, por ejemplo, enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa, el agente
adicional puede ser uno o mas de aminosalicilatos, corticosteroides, inmunomoduladores, antibidticos, o agentes
biol6gicos tales como Remicade® y Humira®.

El tratamiento de combinacion puede realizarse de cualquier forma que se considere necesaria o conveniente por el
experto en la técnica y para el fin de esta memoria descriptiva, no se contemplan limitaciones con respecto al orden,
cantidad, repeticion, o cantidad relativa de los compuestos a usar en combinacion. Por consiguiente, los anticuerpos
seguln la presente invencion para uso en terapia pueden formularse en composiciones farmacéuticas. La presente
invencion esta relacionada también con composiciones farmacéuticas que comprenden péptidos segin la presente
invencion.

Composiciones farmacéuticas

En una realizacion preferida, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende una proteina de fusion
biespecifica segun la invencién, o un ligando o ligandos identificables por un método de ensayo como se define en el
aspecto anterior de la invencion. Los ligandos pueden ser inmunoglobulinas, péptidos, acidos nucleicos o pequefas
moléculas, como se explica aqui. Se denominan, en la siguiente explicacion, como “compuestos”.

Una composicién farmacéutica segun la invencién es una composicién de materia que comprende un compuesto o
compuestos capaces de modular la actividad de las células T como un ingrediente activo. Tipicamente, el compuesto
esta en forma de cualquier sal farmacéuticamente aceptable, o por ejemplo, cuando sea apropiado, un analogo, forma
de base libre, tautdbmero, racemato de enantibmeros, o combinacion de los mismos. Se contemplan que los
ingredientes activos de una composicion farmacéutica que comprende el ingrediente activo segun la invencion exhiban
excelente actividad terapéutica, por ejemplo en el tratamiento de la enfermedad de injerto frente a hospedante, cuando
se administran en una cantidad que depende del caso particular.

En otra realizacién, uno o mas compuestos de la invencién pueden usarse en combinacidén con cualquier compuesto
reconocido por la técnica conocido por ser adecuado para tratar la indicacion particular en el tratamiento de cualquiera
de las afecciones mencionadas anteriormente. Por consiguiente, uno o mas compuestos de la invencién pueden
combinarse con uno o mas compuestos reconocidos por la técnica, conocidos por ser adecuados para tratar las
indicaciones anteriores de manera que una Unica composicion conveniente pueda administrarse al sujeto. El régimen
de dosificacion puede ajustarse para proporcionar la respuesta terapéutica 6ptima.

Por ejemplo, pueden administrarse diariamente varias dosis divididas, o la dosis puede reducirse proporcionalmente
como se indique por las exigencias de la situacion terapéutica.

El ingrediente activo puede administrarse de una manera conveniente tal como por las vias oral, intravenosa (cuando
sea soluble en agua), intramuscular, subcutanea, intranasal, intradérmica, o supositorios, o por implante (por ejemplo,
usando moléculas de liberacion lenta).
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Dependiendo de la via de administracion, puede necesitarse que el ingrediente activo esté recubierto en un material
para proteger dichos ingredientes de la acciéon de las enzimas, acidos, y otras condiciones naturales que puedan
inactivar dicho ingrediente.

Para administrar el ingrediente activo mediante administraciéon distinta de la parenteral, se revestira por, o se
administrara con, un material para evitar su inactivacion. Por ejemplo, el ingrediente activo puede administrarse en un
adyuvante, co-administrarse con inhibidores de enzimas o en liposomas. El adyuvante se usa en su sentido mas
amplio, e incluye cualquier compuesto de estimulacion inmunitaria tal como interferdn. Los adyuvantes contemplados
aqui incluyen resorcinoles, tensioactivos no iénicos tales como polioxietileno oleil éter y n-hexadecil-polietileno-éter.
Los inhibidores enzimaticos incluyen tripsina pancreatica.

Los liposomas incluyen emulsiones CGF de agua en aceite en agua ademas de liposomas convencionales.
El ingrediente activo puede administrarse también de forma parenteral o intraperitoneal.

Las dispersiones pueden prepararse también en glicerol, polietilenglicoles liquidos, y mezclas de los mismos, y en
aceites. Bajo condiciones normales de almacenamiento y uso, estos preparados contienen un conservante para evitar
el crecimiento de microorganismos.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen disoluciones acuosas (cuando sean solubles en
agua) o dispersiones estériles y polvos estériles para la preparacion extemporanea de disoluciones o dispersion
inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que exista facil
jeringabilidad. Debe ser estable bajo las condiciones de fabricacion y almacenamiento, y debe conservarse frente a la
accién contaminante de los microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o
medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y
polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos, y aceites vegetales. La fluidez apropiada puede
mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un revestimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamario
de particula necesario en el caso de dispersion, y mediante el uso de tensioactivos.

La prevencién de la accién de microorganismos puede proporcionarse mediante diversos agentes antibacterianos y
antifngicos, por ejemplo parabenos, clorobutanol, fenol, &cido sérbico, tirmerosal, y similares. En ciertos casos, puede
ser preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo azucares o cloruro sédico. La absorcién prolongada de las
composiciones inyectables puede proporcionarse mediante el uso en las composiciones de agentes que retrasen la
absorcion, por ejemplo monoestearato de aluminio y gelatina.

Las disoluciones inyectables estériles se preparan incorporando el ingrediente activo en la cantidad necesaria en el
disolvente apropiado con diversos de los otros ingredientes enumerados anteriormente, segun se necesiten, seguido
de esterilizacion filtrada. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el ingrediente activo esterilizado
en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los demas ingredientes necesarios de los
enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de disoluciones inyectables estériles,
los métodos preferidos de preparaciéon son secado a vacio y la técnica de liofilizacién que produce un polvo del
ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional de la disolucion previamente filtrada estéril del mismo.

Como se usa aqui, “vehiculo y/o diluyente farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos los disolventes,
medios de dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotdnicos y retardantes de la
absorcion, y similares. El uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticas activas se conoce bien en la
técnica. Salvo en el caso en que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el ingrediente activo,
se contempla el uso de los mismos en las composiciones terapéuticas. También pueden incorporarse ingredientes
activos suplementarios en las composiciones.

Es especialmente ventajoso formular las composiciones parenterales en forma de unidades de dosificacion para
facilitar la administracién y la uniformidad de la dosificacion. La forma de unidad de dosificacion, como se usa aqui, se
refiere a unidades fisicamente discretas adaptadas como dosificaciones unitarias para los mamiferos a tratar;
conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de material activo calculado para producir el efecto terapéutico
deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico necesario. Los requisitos para las nuevas formas de unidades de
dosificacién de la invencion se dictan por y son directamente dependientes de (a) las caracteristicas Unicas del material
activo y el efecto terapéutico particular a alcanzar, y (b) las limitaciones inherentes en la técnica de combinacion de
dicho material activo para el tratamiento de la enfermedad en sujetos vivos que tienen una enfermedad en la que la
salud corporal esta afectada.

Los principales ingredientes activos se componen para la administracion conveniente y eficaz, en cantidades eficaces,
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable adecuado en forma de unidad de dosificacién. En el caso de
composiciones que contengan ingredientes activos suplementarios, las dosificaciones se determinan en referencia a
la dosis y manera de administracion normales de dichos ingredientes.

Para facilitar el suministro de compuestos peptidicos, que incluyen anticuerpos, a las células, los péptidos pueden

modificarse para mejorar su capacidad para cruzar una membrana celular. Por ejemplo, el documento US 5.149.782

describe el uso de péptidos fusogénicos, péptidos que forman un canal idnico, péptidos de membrana, acidos grasos
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de cadena larga, y otros agentes de mezcla con la membrana para aumentar el transporte de proteina a través de la
membrana celular. Estos y otros métodos también se describen en los documentos WO 97/37016 y US 5.108.921,
incorporados aqui como referencia.

En un aspecto adicional, se proporciona el ingrediente activo de la invencion como se define aqui anteriormente para
uso en el tratamiento de la enfermedad, solo 0 en combinacién con compuestos reconocidos en la técnica conocidos
por ser adecuados para tratar la indicacion particular. Consecuentemente, se proporciona el uso de un ingrediente
activo de la invencion para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de la enfermedad asociada con una
respuesta inmunitaria aberrante.

Ademas, se proporciona un método para tratar una afeccion asociada con una respuesta inmunitaria aberrante, que
comprende administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un ligando identificable usando un método
de ensayo como se describe anteriormente.

La invencion se describe adicionalmente, solo con fines de ilustracién, en los siguientes ejemplos.

Ejemplos

Ejemplo 1

Disefio de una proteina de fusion biespecifica que se acopla a CTLA-4 y lo reticula al TCR por medio de MHC 11.

Para generar una proteina de fusién biespecifica que se acople de forma selectiva y agonista a CTLA-4 y lo ligue
simultaneamente al TCR, el CD80 mutante (CD80w88a, denominado en adelante como CD80wa), que se une a CTLA-
4 pero tiene minima afinidad por CD28 (Wu et al., 1997), se fusion6 con LAG-3, un ligando natural de MHCII (Baixeras
et al., 1992; Triebel et al., 1990). El CD80wa se unié a LAG-3 usando un conector compuesto por nueve glicinas, que
a su vez estaba unido a la porcién Fc de IgG2a de raton para aumentar supuestamente su vida media circulante (Fig.
1A). En respuesta a un ligando de esta configuracién, se esperaba que el acoplamiento a CTLA-4 y la unién al TCR
se diera de forma indirecta, por medio de la formacién del complejo tri-molecular (CTLA-4/MHCII/TCR) en las sinapsis
inmunitarias durante la activacion temprana de las células T (Fig. 1B). Tedricamente, fuera del contexto de la sinapsis
inmunitaria, la union de la proteina de fusion biespecifica a CTLA-4 o MHCII solos o tanto a CTLA-4 como a MHCII no
llevaria a la inhibicion de la actividad de células T. El acoplamiento de CTLA-4 mediante CD80wa se disefd para
desencadenar la sefnalizacién de CTLA-4 por medio del reclutamiento de fosfatasas a la cola citoplasmatica de CTLA-
4. Mientras, se pretendia que la unién de LAG-3 a MHCII trajera al CTLA-4 a las proximidades del TCR anélogo, que
se une al complejo pMHCII en la sinapsis inmunitaria (Fig. 1B). Se esperaba que la combinacién de estos dos sucesos
de union generara una sefal inhibidora al TCR. Se construyé también una proteina de fusién de control que
comprendia CD80wa y Fc de IgG2a (Fig. 1A), que no seria capaz de reticular el CTLA-4 al TCR (Fig. 1C) ya que
carecia de LAG-3.

Las proteinas de fusion de ensayo y control se expresaron en células de ovario de hamster chino y se purificaron por
cromatografia de afinidad en una columna de proteina G. Se eliminaron los agregados usando cromatografia de
exclusién por tamanos. La proteina de fusién biespecifica de ensayo (CD80wa-LAG-3-Fc) se denomina como BsB
(secuencia nucleotidica: SEQ ID NO. 3; secuencia de aminoacidos: SEQ ID NO: 4), y el constructo de control
(CD80wa-Fc) se conoce como BsBA (secuencia nucleotidica: SEQ ID NO. 16; secuencia de aminoédcidos: SEQ ID
NO: 17). Como se esperaba, ambas proteinas de fusion aparecieron como dimeros en geles SDS-PAGE no reductores
(BsB, 200 kDa; BsBA 140 kDa) y como monémeros (BsB, 100 kDa; BsBA 70 kDa) en geles SDS-PAGE reductores.
Sus identidades se confirmaron adicionalmente mediante transferencia Western, usando anticuerpos contra LAG-3 y
CD80.

Ejemplo 2
BsB inhibe la activacién de células T en una reaccion mixta alogénica de linfocitos.

La capacidad relativa de BsB y BsBA para inhibir la activacién de células T se evalué en una reacciéon mixta alogénica
de linfocitos midiendo la produccién de IL-2. Las células T CD4+*CD25-CD62La"°CD443° no tratadas anteriormente
que se habian purificado procedentes de ratones BALB/c se mezclaron con APCs aisladas de ratones C75BL/6 en
presencia o ausencia de la BsB o BsBA. La IgG2a murina y el CTLA-4lg, un inhibidor de co-estimulacion que se une
a CD80/86 y bloquea su union a CD28, se incluyeron como controles negativo y positivo, respectivamente. La inclusion
de BsB pero no de BsBA en la reaccion mixta de linfocitos inhibi6 la produccion de IL-2 aunque no en el mismo grado
que el logrado mediante CTLA-4lg (Fig. 2). Esta diferencia fue probablemente el resultado de la inhibicién de células
T mediada por BsB que se dio después de la inhibicion mediada por CTLA-4lg. Mas especificamente, para BsB, la
inhibicion solo se dio después de que CTLA-4 se sobre-regulara después de la activaciéon de células T. La incapacidad
de BsBA para reducir la produccion de IL-2 sugiere fuertemente que el acoplamiento del CTLA-4 solo es insuficiente
para evitar la activacién de células T debido a que se necesita la reticulacién simultanea al TCR. Para excluir la
posibilidad de que la porcién de LAG-3 de BsB desempefie un papel en la inhibicion de las células T, se evalué LAG-
3lg en este ensayo y se verificd que no inhibia la activacién de células T.
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Ejemplo 3
BsB dirige la diferenciacion de células T en Tregs.

Se ha mostrado que la terminacién temprana de la sefializacion de TCR por la retirada de la estimulacion del antigeno,
la inhibicién de la sefalizacion de mTOR, la estimulaciéon de TCR sub-6ptima debido a un antigeno de baja afinidad,
0 la co-estimulacion débil durante la activacion de células T induce la expresion de Foxp3+* y desvia la diferenciacién
de células T hacia un fenotipo Treg (Delgoffe et al., (2009) Immunity 30:832-844; Haxhinasto et al., (2008) J. Exp. Med.
205:565-574; Sauer et al., (2008) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 105:7797-7802). Puesto que BsB fuerza el acoplamiento
temprano del TCR mediante CTLA-4 inducido por activacion con la consecuente atenuacion de la sefnalizacién de
TCR, se evalu6 también su capacidad para generar Tregs Foxp3*. Las células T CD4+*CD62L2"°GFP” sin tratamiento
previo, preparadas a partir de ratones con genes externos insertados Foxp3-EGFP (Haribhai et al., (2007) J. Immunol
178:2961-2972), se mezclaron con APCs alogénicas tratadas con LPS en presencia de BsB o BsBA. El andlisis por
citometria de flujo de las células después de cinco dias de cultivo reveld un gran nimero de células T CD4+*CD25*GFP+
entre las células tratadas con BsB (Fig. 3A, panel izquierdo medio) pero no entre las células tratadas con IgG2a de
raton (Fig. 3A, panel izquierdo superior) o el control de BsBA (Fig. 3A, panel izquierdo inferior), sugiriendo que estas
células T CD4+*CD25*GFP+ eran Tregs Foxp3*. Para confirmar este descubrimiento, se recogieron medios de cultivo
celular y se ensayaron para la firma de citocinas de Treg, IL-10 y TGF-$3 (Cools et al., (2008) J. Cell Mo/.Med. 12:690-
700). Se detectaron grandes cantidades de IL-10 y TFG-3 en los medios de células tratadas con BsB (Fig. 3A, paneles
izquierdos) pero no en los medios de células tratadas con BsBA o mlgG2a. Sorprendentemente, el CTLA-4Ig no indujo
la generacion de Tregs GFP+ o la produccién de IL-10 y TGF-B. Sin estar atados a una teoria particular, el mecanismo
por el que CTLA-4lg acorta la respuesta de las células T es diferente del de BsB. LGA-3Ig solo o0 en combinacion con
BsBA también fall6 al inducir la generacién de Tregs GFP*, sugiriendo que la reticulacion mediada por BsB de CTLA-
4 con el TCR se necesitaba para la induccion de Treg.

Ejemplo 4
La induccion de Tregs mediante BsB necesita TGF-f auto-estimulado.

La deteccion simultanea de niveles elevados de IL-10 y TGF-f3 después del tratamiento con BsB elevoé la posibilidad
de que las citocinas, TGF-3 en particular, desempefaran un papel en facilitar la generacién de Tregs (Fig. 3A). Para
abordar esto, se recogieron medios de cultivo durante un periodo de cinco dias, y se analizaron para determinar el
contenido de citocinas y Treg Foxp3*. Se detectaron elevados niveles de IL-10 y TGF-3 tan pronto como el dia 2
después del tratamiento, y se detectaron Tregs Foxp3+* después del dia 3. Sin estar atados a una teoria particular, la
produccion endégena de TGF-f3, presumiblemente estimulada por BsB, esta implicada en la diferenciacion de Tregs.
La adicion de un anticuerpo anti-TGF- (clon 1D11), pero no de un IgG de control de isotipo (clon 13C4), al ensayo de
induccion de Tregs bloqueé completamente la aparicién de Tregs Foxp3+* (Fig. 3B). Sin estar atados a una teoria
particular, el acoplamiento temprano de CTLA-4 y su posterior reticulacién al TCR mediante BsB estimul6 la produccion
de TGF-B enddgeno, que a su vez incentivo la diferenciacion de Tregs. Se ha dado a conocer previamente que la
reticulacion de CTLA-4 y el TCR induce la produccion de TGF-B (Chen et al., (1998) J. Exp. Med. 188:1849-1857),
aunque la diferenciacion de Treg no se evalué en este estudio.

Las Tregs han mostrado un considerable potencial terapéutico en la modulaciéon de las manifestaciones de la
enfermedad en varios modelos animales de enfermedades autoinmunitarias. Sin embargo, se ha resaltado la
importancia de la especificidad de las Tregs inducidas contra los antigenos relevantes. Las Tregs no especificas de
un antigeno que no se activaran contra autoantigenos particulares en el contexto de células T reactivas especificas
de autoantigeno presumiblemente no son funcionalmente inmunosupresoras. Por tanto, las estrategias que facilitan la
generacién de grandes numeros de Tregs especificas de antigeno son altamente deseables para tratar estas
dolencias. Ademas, las estrategias que facilitan la induccién por segunda vez de Tregs especificas de antigeno in situ
(por ejemplo, en islotes del pancreas para DT1 o en la lamina propia para la colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn)
se prefieren sobre el uso de transferencia adoptiva de Tregs diferenciadas o expandidas in vitro.

Ejemplo 5
Las Tregs inducidas por BsB son funcionalmente supresoras de una manera dependiente del contacto célula-célula.

Para evaluar si las Tregs inducidas por BsB eran funcionalmente supresoras, las Tregs inducidas por BsB y las Tregs
inducidas por TGF-B, que servian como un control, se purificaron usando la clasificacion de células activadas por
fluorescencia (FACS), y se mezclaron con células T respondedoras singénicas marcadas con CFSE a diferentes
relaciones y APCs alogénicas. Las células se co-cultivaron durante tres dias en pocillos de cultivo polarizado o pocillos
de cultivo normales, después de lo cual se analiz6 la proliferacién de células T respondedoras usando citometria de
flujo. Como se resume en la Fig. 5A, las Tregs inducidas tanto por BsB como por TGF-f3 cultivadas en pocillos de
cultivo normales casi inhibieron completamente la proliferacién de las células T respondedoras. La potencia de la
actividad supresora de las Tregs inducidas por BsB fue comparable a la de las Tregs inducidas por TGF-B. En
contraste, las Tregs generadas por BsB o TGF-B no inhibieron significativamente la proliferacion de las células T
respondedoras cuando las células T estaban separadas de las Tregs en un pocillo de cultivo polarizado. Sin estar
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atados a una teoria particular, la actividad supresora de Treg depende del contacto célula-célula y no estaba mediada
por citocinas segregadas u otros factores. Admitiendo esta idea, la inclusién de un anticuerpo contra IL-10 (clon JES5-
2A5) en el pocillo de cultivo normal no afecté a la actividad supresora de las Tregs inducidas por BsB o TGF- (Fig.
5B). La adicion de un anticuerpo contra TGF-B1D11 tampoco afecté a la actividad supresora de las Tregs inducidas
por BsB, aunque redujo parcialmente la supresion mediante Tregs inducidas por TGF-B (Fig. 5B).

Ejemplo 6
BsB dirige la diferenciacion de células T OT-Il en Tregs especificas de antigeno.

Puesto que se encontrd que una proteina de fusién bifuncional que comprende CD80wa y LAG3 (BsB) que reticula el
CTLA-4 al TCR (por medio de MHCII) puede inducir la produccion de Tregs Foxp3* en una MLR alogénica, se examind
el potencial de BsB para desencadenar la produccién de Tregs especificas de antigeno. Para investigar esta
posibilidad, se purificaron células T OT-ll sin tratamiento previo de ratones transgénicos que alojan transgenes que
codifican el TCR (subunidades a y ) especificos para un péptido de ovoalbdmina de pollo (323-339) (Barnden et al.,
1998), y se mezclaron con APCs singénicas en presencia de Ova323-339. Después de 5 dias de cultivo, se detectaron
cantidades significativamente mayores de Tregs Foxp3* en las células T OT-Il que se habian tratado con BsB (Fig.
4A, panel izquierdo medio) que con el control migG (Fig. 4A, panel izquierdo superior) o con CTLA-4lg (datos no
mostrados). Esta induccion de Tregs se inhibi6 por la inclusién de anticuerpo anti-TGF- en los cultivos (Fig. 4A, panel
izquierdo inferior). Sin estar atados a una teoria particular, la diferenciacion estaba mediada por TGF-f3 producido
enddgenamente de forma autocrina o paracrina. Los niveles de IL-2 disminuyeron mientras que los de IL-10 y TGF-3
aumentaron en los medios de células tratadas con BsB (Fig. 4A, paneles derechos).

Para monitorizar la actividad proliferativa de las Tregs inducidas, se precargaron células OT-Il con el trazador
fluorescente, CFSE. Como se muestra en la Fig. 4B, se determin6 que las Tregs Foxp3* inducidas por BsB son
proliferativas como se indica por una dilucion de la sefial de CFSE. Como se esperaba, la adicién de CTLA-4lg, un
blogueante co-estimulador, redujo la proliferacion de células T. Por tanto, BsB fue capaz de inhibir la activacién de
células T e inducir la produccion de Tregs tanto en un marco de MLR alogénica como especifico del antigeno.

Ejemplo 7
La induccion de Tregs por BsB puede implicar la atenuacién de la ruta de sefalizacion de AKT/mTOR.

Recientes informes han indicado que las rutas de sefalizacion de AKT y mTOR desempefian papeles importantes en
la determinacién de destino de las células T. La presencia de AKT constitutivamente activa en las células T disminuye
la diferenciacion de Tregs de una forma sensible a la rapamicina (Haxhinasto et al., 2008), sugiriendo que las rutas de
senalizacion de AKT y mTOR se cruzan para influir en el destino de las Tregs. Ademas, las células T deficientes en
mTOR diferencian a las Tregs mas facilmente que las células T de control normales (Delgoffe et al., (2009) Immunity
30:832-844). También se ha dado a conocer un papel obligatorio para las moléculas co-inhibidoras PD-1/PD-L1 en el
control del desarrollo de Tregs adaptativas antagonizando AKT/mTOR (Francisco et al., (2009) J. Exp. Med. 206:3015-
3029). Para determinar si estas rutas también estan implicadas en la induccién mediada por BsB de las Tregs, se co-
inmovilizaron los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 con BsB, mIgG, o PD-L1 en placas de 96 pocillos, sobre las que
se sembraron células T sin tratamiento previo. Dieciocho horas después de la activacion, las células se tifieron con
anticuerpos marcados de forma fluorescente frente a AKT y mTOR fosforilados, y se analizaron por citometria de flujo.
La fosforilacién tanto de AKT como de mTOR se atenu6 por la co-inmovilizacién con BsB y PD-L1 (Fig. 6). Sin estar
atados a ninguna teoria particular, los sucesos de sefializacién mediados por moléculas inhibidoras de CTLA-4 y PD-
L1 pueden converger en algun punto a lo largo de la ruta de sefalizacién de AKT/mTOR durante la activacion de
células T para regular la diferenciacion de Tregs.

Ejemplo 8
La exposicion a BsB sostiene la expresion de Foxp3+* en Tregs inducidas.

Las Tregs inducidas in vitro, a diferencia de las Tregs naturales totalmente comprometidas, son supuestamente menos
estables y pueden perder la expresion Foxp3+* en el cultivo extendido en ausencia del inductor inicial (por ejemplo,
TGF-B o acido retinoico) (Selvaraj y Geiger, (2007) J. Immunol. 178:7667-7677). En el estudio actual, las Tregs
inducidas por BsB mostraron una inestabilidad similar, perdiendo algunas células la expresion de Foxp3 después de
un cultivo repetido (Fig. 7). Para evaluar si la re-estimulacién mediante BsB podria prolongar la expresion de Foxp3,
las Tregs se indujeron primero revistiendo placas de 96 pocillos tanto con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 como con
BsB. Las Tregs purificadas se sometieron entonces a una ronda adicional de cultivo en presencia o ausencia de BsB.
La re-estimulacién de las Tregs purificadas con BsB permitié el mantenimiento de una gran poblacién ((®3% de las
Tregs totales) de Tregs Foxp3+* (Fig. 7, panel derecho inferior), en comparacién con el [40% de expresién de Foxp3
en respuesta al control IgG (Fig. 7, panel derecho superior).

Ejemplo 9
Farmacocinética de BsB en ratones.
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Antes de evaluar la utilidad terapéutica de BsB en modelos animales de enfermedades autoinmunitarias, se determiné
su perfil farmacocinético para ayudar a disefiar un régimen de dosificacion in vivo. La inyeccién intraperitoneal de BsB
en ratones C57BL/6 dio como resultado una elevacion medible en los niveles circulantes, seguido de un rapido
aclaramiento con una vida media plasmatica estimada (ti2) de (12 h (Fig. 8A). Este perfil fue inesperado ya que la
farmacocinética de las proteinas de fusién o anticuerpos que contienen Fc es tipicamente mas prolongada. Puesto
que la unién de anticuerpos al receptor Fc neonatal (FcRn) es principalmente responsable de sus prolongadas vidas
medias (Roopenian y Akilesh, 2007), se compararon las capacidades relativas de BsB y una IgG2a de ratén de control
para unirse a FcRn. La Figura 8B muestra que las caracteristicas de union de ambas proteinas al FcRn fueron muy
similares, indicando que era improbable que un defecto en la union de BsB a FcRn fuera la causa de su rapido
aclaramiento de la circulacion.

Otra explicacion potencial para el rapido aclaramiento de BsB podria ser debido a su absorcién por receptores de
hidratos de carbono en células que no son diana. Ejemplos de dichos receptores incluyen el receptor de
asialoglicoproteina (ASGPR) en hepatocitos (Weigel, 1994) y el receptor de manosa en macréfagos y células
endoteliales del sistema reticuloendotelial (Pontow et al., 1992). El andlisis de BsB usando el servidor NetNGlyc sugirid
que tenia el potencial de albergar hasta 10 cadenas laterales de oligosacarido unidas a asparagina por monémero
(Fig. 9). Un andlisis de la composicién de monosacaridos indicé que BsB contenia aproximadamente 37 restos de
manosa, y todos los sitios de glicosilacion unidos a asparagina predichos podian haberse usado debido a que cada
uno de estos glicanos de oligosacaridos unidos a asparagina contiene la estructura del nicleo de manosa con tres
restos de manosa (un total de 30 restos de manosa). Ademas, también puede existir una pequena cantidad de
oligosacaridos de tipo ricos en manosa, para explicar los restos de manosa extra. De hecho, se identificaron cantidades
significativas de oligosacaridos unidos a asparagina tri- y tetra-antenarios, subsialilados, asi como algunos
oligosacaridos de tipo ricos en manosa, por espectrometria de masas de glicanos permetilados liberados desde la
proteina.

Esta proyeccién es también consecuente con el peso molecular de BsB de 100 kDa como se indica por un andlisis de
SDS-PAGE, en oposicion con el peso calculado de BsB de 80 kDa. La presencia afiadida de oligosacaridos contribuy6
a la diferencia (20 kDa) en peso molecular. Ademas, BsB mostrd una relacion de &cidos siélicos a galactosa de 0,68
(Fig. 9), que indica que los glicanos estaban sialilados de forma incompleta. Sin estar atados a una teoria particular,
el aclaramiento de BsB mediado por hidratos de carbono mediante ASGPR contribuy6 a su rapido aclaramiento de la
circulacion.

Ejemplo 10
Un tratamiento corto con BsB retras6 el comienzo de la diabetes autoinmunitaria en ratones NOD.

Puesto que se estim6 que la CEso de BsB para inducir Tregs in vitro era alrededor de 100 nM y su vida media circulante
era corta (t12a (012 h), se ensayd BsB en ratones NOD en un paradigma de prevencion tardia. Se administré BsB a
ratones NOD durante un corto intervalo (cada dos dias durante 4 semanas) cuando tenian entre 9 y 12 semanas de
edad. A esta edad, las células T autorreactivas y la insulitis eran ya evidentes, aunque los ratones tenian aun que
desarrollar diabetes manifiesta. Como se muestra en la Figura 10A, los ratones NOD tratados durante 2 semanas con
BsB mostraron un aumento modesto, aunque estadisticamente significativo (25%) en el nimero de Treg Foxp3* en
sangre cuando se compara con los controles tratados con disolucién salina. Sin embargo, este aumento en Tregs fue
temporal ya que fue imposible detectar una diferencia en el nimero de Tregs después de 4 semanas de tratamiento o
a puntos temporales posteriores. Se observd previamente un aumento temporal similar en Tregs en érganos linfoides
después del tratamiento de ratones NOD con un anticuerpo anti-CD3 (Nishio et al., 2010). Sin estar atados a una
teoria particular, las Tregs inducidas por BsB pueden haber revertido a células T Foxp3- después del cese del
tratamiento. También pueden haber sido reclutadas por tejidos diana especificos (por ejemplo, pancreas) para ejecutar
su funcion. En cualquier caso, este corto tratamiento con BsB en un paradigma de tratamiento de prevencion tardia
parece retrasar de forma modesta el comienzo de la enfermedad y disminuir el nimero de ratones que presentan DT1
manifiesta (Fig. 10B).

La modesta respuesta observada puede haberse debido a la presencia de insulitis activa en los ratones NOD de 9
semanas de edad antes del comienzo de la terapia. Se ha mostrado que un entorno inflamatorio favorece la conversién
de células T activadoras a células Th17 y suprime su conversion a Tregs. También se ha mostrado que las citocinas
inflamatorias tales como IL-6 o IL-4 inhiben la conversién a Tregs y promueven la pérdida de expresion de Foxp3* en
Tregs (Caretto et al., 2010; Kastner et al., 2010; Koenen et al., 2008). Para sortear estos desafios, los ratones NOD
se trataron comenzando a una edad mas temprana (4 semanas de edad) antes de la induccién manifiesta de células
T autorreactivas e insulitis. También se incluyé CTLA-4lg como un control positivo en este estudio, ya que Bluestone
y colegas (Lenschow et al., 1995) habian demostrado un beneficio usando este agente en este modelo; se usé mlgG2a
como un control negativo adicional a la disolucién salina. En contraste con los resultados en ratones mas viejos (Fig.
10A), el nimero de Tregs Foxp3* en la sangre periférica de ratones NOD mas jovenes tratados durante 2 semanas
con BsB no aumentd con respecto a los que se les administré disolucion salina o migG (Fig. 11A). Sin estar atados a
una teoria particular, esto podria ser debido a que el nimero de células T auto-reactivas en los ratones NOD de 4
semanas de edad (en contraste con los ratones de 9-12 semanas de edad usados en el estudio anterior) fue muy bajo.
El nimero de Tregs especificas de antigeno inducidas fue probablemente demasiado pequefio para registrarlo por
encima de los niveles basales presentes en los animales. Se observo una incidencia significativamente menor de DT1
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en ratones NOD administrados con BsB cuando se compara con los controles tratados con disolucion salina antes de
las 24 semanas de edad (Fig. 11B). Sin embargo, este beneficio se redujo en los puntos temporales mas tardios.

Coherente con el informe de ratones NOD administrados con CTLA-4lg (Salomon et al., 2000), los niveles de Tregs
en sangre (Fig. 11A) fueron significativamente bajos presumiblemente por los efectos de los CTLA-4lg en la
senalizacion de CD28/B7 (Tang et al., 2003). El tratamiento con CTLA-4lg ademas agravé la enfermedad, mostrando
los ratones un comienzo mas temprano de la enfermedad (Fig. 11B) y mayor penetracion de enfermedad cuando se
compara con los controles tratados con disolucion salina y mlgG (Fig. 11B). La raz6n para la discrepancia entre estos
descubrimientos y los presentados por Bluestone y colegas (Lenschow et al., 1995) no esté clara, pero puede deberse
a las diferencias en el CTLA-4lg usado o el régimen de dosis empleado. En los actuales estudios, se usé una dosis
de 10 mg/kg de CTLA-4lg humano (Orencia) en vez de 2,5 mg/kg de CTLA-4lg de raton por Bluestone y colegas.
Ademas, el tratamiento de BsB no se extendié mas alla de las 7 semanas. Sin estar atados a una teoria particular, el
uso de una mayor dosis de CTLA-4lg permitié un bloqueo mas completo de la sefial co-estimuladora necesaria para
la homeostasis de Tregs.

Ejemplo 11

Un tratamiento mas largo con BsB retrasé significativamente el comienzo y redujo la incidencia de diabetes
autoinmunitaria en ratones NOD.

Razones potenciales para los modestos beneficios observados de BsB al abordar la enfermedad en ratones NOD en
los estudios previos incluyen la utilizacién de un tratamiento relativamente corto, la potencia moderada de BsB al
inducir la produccion de Tregs (CEso a >100 nM), y la corta vida media circulante de BsB que puede haber limitado su
exposicion. Puesto que la potencia y la vida media circulante de BsB son intrinsecas a la molécula y por lo tanto no
susceptibles a un cambio facil, se ensayé un tratamiento mas largo. Para este fin, se trataron ratones NOD con BsB
durante 10 semanas en vez de 4 semanas, comenzando cuando los ratones tenian 4 semanas de edad. Como se
muestra en la Figura 12A, los ratones NOD tratados durante 10 semanas con BsB mostraron un retraso significativo
en el comienzo de DT1. De forma importante, a las 35 semanas de edad, solo el [13% de ratones NOD tratados con
BsB desarrollaron DT1 en comparacion con alrededor del 70% en los controles tratados con disolucién salina. Por
consiguiente, el tratamiento ampliado de ratones NOD con BsB parece haber protegido a los animales del desarrollo
de diabetes autoinmunitaria.

A la conclusion del estudio (cuando los ratones tenian 35 semanas de edad), los animales se sacrificaron y sus
pancreas se recogieron para el analisis histopatoldgico. Se tifieron con H&E secciones en serie adyacentes para una
evaluacion general de los islotes, se sondaron con un anticuerpo anti-insulina para detectar la presencia de insulina
en las células B, y se tifieron de forma doble con anticuerpos anti-CD3 y anti-Foxp3 para localizar células T y Tregs.

Debido a la heterogeneidad genética de los ratones NOD, un pequefio numero de los animales no tratados no
desarrollé enfermedad a las 35 semanas de edad. El andlisis de los islotes de estos animales no diabéticos (de la
cohorte tratada con disolucion salina) mostré que las células B estaban intactas sin evidencia obvia de infiltracién
linfocitica o insulitis (Fig. 12B, paneles a-c). Unas pocas células Treg Foxp3* estaban presentes en los islotes de estos
ratones (flechas en el panel ¢). En contraste, los islotes de ratones NOD diabéticos (de la cohorte tratada con disolucion
salina) revelaron la presencia de insulitis invasiva (Fig. 12B, panel d) y la completa destruccién de las células (3 (panel
e). Ademas de células T CD3*y Tregs Foxp3+, también fueron evidentes grandes niumeros de linfocitos de células que
no son T (Fig. 12B, panel f). Se observaron descubrimientos histopatolégicos similares en los correspondientes ratones
tratados con BsB que permanecieron libres de enfermedad al final del estudio o que desarrollaron DT1 durante el
estudio. De forma interesante, en [60% de los islotes de ratones NOD tratados con BsB que permanecieron no
diabéticos, se observaron signos de peri-insulitis (Fig. 12B, panel g); sin embargo, las células B estaban bien
conservadas (Fig. 12B, panel h). La tinciéon con anticuerpos indicé que las células en la periferia de los islotes
comprenden principalmente células T CD3* y Tregs. (Fig. 12B, panel i). Una ampliacién de una seccién de la imagen
(cuadrado rojo en la Fig. 12B, panel i) revel6 claramente la presencia de numerosas Tregs Foxp3* (flechas amarillas
en la Fig. 12B, panel j) que estaban intercaladas con células T no Foxp3* sino CD3* (cabezas de flecha negras en la
Fig. 12B, panel j) ademéas de mononucleocitos de células que no son T (nucleos azules). El desarrollo de peri-insulitis
se ha observado en ratones NOD j6venes (4-10 semanas de edad) (Anderson y Bluestone, 2005) y en ratones mas
viejos tratados con otros agentes terapéuticos eficaces que retrasaron o revirtieron DT1 de nuevo comienzo en ratones
NOD (Chatenoud et al., 1994; Daniel et al., 2011; Simon et al., 2008; Vergani et al., 2010). Por tanto, un tratamiento
mas largo de ratones NOD con BsB protegi6 a los animales del desarrollo de insulitis invasiva y DT1 manifiesta. Sin
estar atados a una teoria particular, esto se medio, al menos en parte, por la induccion por segunda vez y posiblemente
in situ de Tregs especificas de antigeno de islotes.

La reticulacién de CTLA-4 y TCR por medio de MHCII usando una nueva proteina de fusién biespecifica (BsB) indujo
de forma eficaz la produccién de Tregs especificas de antigeno, ademas de las citocinas anti-inflamatorias, IL-10 y
TGF-B. Estudios anteriores mostraron que las Tregs son criticas para dar tolerancia inmunolégica, y que las Tregs
especificas de antigeno son mas eficaces en los modelos animales de enfermedades autoinmunitarias. BsB se evalu6
adicionalmente en modelos animales de enfermedades autoinmunitarias, tal como DT1. Sin estar atados a una teoria
particular, se hipotetiz6é que si BsB promovia la induccion de Tregs especificas de antigeno durante la fase temprana
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de activacion de células T autorreactivas en ratones NOD, podia retrasar el comienzo o detener la progresion de la
enfermedad convirtiendo las células T autorreactivas que estan experimentando activacién a Tregs.

A pesar de que BsB muestra una modesta potencia (debido a su moderada afinidad por el MHC-11y TCR) y una corta
vida media circulante (que limitd su exposicién), un tratamiento corto retras6é de forma reproducible el comienzo de
DT1 en ratones NOD tratados a una edad temprana (entre 4-6 semanas de edad) y cuando fueron mas viejos (entre
9-12 semanas de edad). Sin embargo, los beneficios observados fueron modestos y no sostenidos. Un tratamiento
mas largo (10 semanas) de ratones NOD (entre 4 y 13 semanas de edad) con BsB retras6 significativamente el
comienzo de la enfermedad y la incidencia de los animales que desarrollaron DT1. Sin estar atados a una teoria
particular, este beneficio se dio por la generacion por segunda vez de Tregs inducidas que se produjeron o localmente
(por ejemplo, en el pancreas o ganglios linfaticos de drenaje pancreatico) o distalmente que después se reclutaron al
pancreas para proteger los islotes de la destruccién por células T autorreactivas y otros leucocitos de células que no
son T. La tincién inmunohistoquimica de secciones de tejidos pancreaticos de ratones tratados con BsB de 35 semanas
de edad que permanecieron no diabéticos indico claramente un aumento en el nimero de Tregs Foxp3* en la periferia
de los islotes. Visualmente, parecia que estaban evitando que las células T CD3* y linfocitos de células que no son T
entraran a los islotes. Este fendmeno se observé en [650% de los islotes de ratones NOD tratados con BsB que
permanecieron no diabéticos al final del estudio, pero en ninguno de los islotes de animales diabéticos en el grupo de
control. Los islotes de unos pocos ratones no diabéticos en el grupo de control permanecieron desprovistos de
infiltraciones linfociticas y estuvieron libres de insulitis. Se sabe que por la heterogeneidad genética de los ratones
NOD, unos pocos animales en una cohorte de este tamafo nunca desarrollan diabetes en este periodo de tiempo. En
el restante [60% de los animales no diabéticos en el grupo tratado con BsB, los islotes también estuvieron desprovistos
de infiltraciones linfociticas y libres de insulitis. Las posibilidades para el estado libre de enfermedad de estos ratones
incluyen tratamiento con BsB y el antecedente genético.

Coherente con los descubrimientos histopatolégicos, se detecté un pequefio aumento, aunque estadisticamente
significativo en el nimero de Tregs Foxp3* en la sangre de animales tratados con BsB (tratados desde las 9-12
semanas de edad) cuando se compara con controles no tratados. Este aumento no fue evidente en ratones que
comenzaron el tratamiento a una edad mas temprana (4 semanas de edad). Sin estar atados a una teoria particular,
esto puede ser debido a que mas células T autorreactivas estuvieron experimentando la activacién en los ratones de
9 semanas de edad que en los de 4 semanas de edad. Los bajos niveles de células T autorreactivas en los ratones
de 4 semanas de edad podrian haber impedido la deteccién de Tregs inducidas aparte de aquellas en el entorno
existente de Tregs. El aumento en Tregs también fue de naturaleza temporal. Como se not6 una observacion similar
en los animales sometidos a terapia anti-CD3 (Nishio et al., 2010), es posible que las Tregs inducidas fueran inestables
y perdieran la expresion de Foxp3. Es mas concebible que las Tregs se reclutaran de la circulacion a tejidos diana
afectados. En contraste, los ratones NOD tratados con CTLA-41g mostraron una disminucién significativa en el nimero
de Tregs circulantes. El tratamiento agravé ademas la enfermedad como se evidencié por un comienzo acelerado de
la enfermedad y una mayor incidencia de animales que presentaban enfermedad manifiesta. Esto es coherente con
los informes previos que muestran que la ruta co-estimuladora esta implicada en la homeostasis de las Tregs, y que
una falta de co-estimulacién reduce la produccion de Tregs. Bloquear o eliminar CD80 o CD86 en ratones NOD
también da como resultado un comienzo mas temprano de DT1 (Salomon et al., 2000; Tang et al., 2003).

La aparicion de peri-insulitis se observa tipicamente en el pancreas de ratones NOD de entre 4 y 9 semanas de edad.
Si no se controla, la insulitis invasiva continta llevando a la completa destruccion de células 3 y al desarrollo de
diabetes manifiesta entre las 12 y 35 semanas de edad. Los pancreas de ratones NOD no diabéticos que se habian
tratado durante 10 semanas con BsB y se habian analizado a las 35 semanas de edad mostraron evidencia de peri-
insulitis que parecia haberse detenido en su progresién. No se observo ninguna indicacién de insulitis invasiva o
destruccién excesiva de células B productoras de insulina. Hay otros informes de diferentes intervenciones
terapéuticas que retrasan o previenen de forma similar la enfermedad en ratones NOD (Shoda et al., 2005). Los
resultados aqui son los mas parecidos a los presentados por Lee et al. (2010), quienes mostraron que la transferencia
de células T CD4+CD25BDC2.5 diabetogénicas carentes de Tregs CD4+CD25* en ratones NOD/SCID hembras
aceler6 el desarrollo de insulitis invasiva cuando se compara con ratones administrados con células T CD4+ totales
que contenian Tregs CD4+CD25+*. La insulitis invasiva estaba controlada en gran medida por la infiltracién de células
dendriticas (DC) mas que por células T BDC2.5 per se. Los autores supusieron por su estudio que las Tregs regulaban
la invasividad de DCs en los islotes modulando, al menos en parte, la quimiotaxia de DCs en respuesta a las
quimiocinas CCL19 y CCL21 segregadas por los islotes. Los patrones de tincion inmunohistoquimica para Tregs
Foxp3+, células T CD3* y leucocitos de células que no son T observados en las secciones pancreaticas de ratones
NOD no diabéticos, tratados con BsB, son coherentes con sus descubrimientos (Fig. 12B). Sin estar atados a una
teoria particular, las Tregs producidas en ratones NOD en respuesta a BsB probablemente actuaron para detener la
migracion de células T autorreactivas y linfocitos de células que no son T a los islotes. Un tratamiento mas largo con
BsB fue mas eficaz debido a que éste generd una induccién mas fuerte y sostenida de Tregs. El hecho de que la
estimulacién continua de Tregs inducidas con BsB en los cultivos celulares extendié la expresion de Foxp3+* en Tregs
es el soporte de esta nocién (Karman et al., 2012).

La terapia celular que usa Tregs recién aisladas, expandidas ex vivo o inducidas in vifro en modelos animales de
enfermedades autoinmunitarias o trasplantes de érganos ha demostrado que la transferencia adoptiva de Tregs puede
restaurar el equilibrio de Tregs frente a células T efectoras, controlando asi la exuberante autoinmunidad asociada
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con estas enfermedades (Allan et al., 2008; Jiang et al., 2006; Riley et al., 2009; Tang et al., 2012). Sin embargo, el
uso de transferencia adoptiva como una estrategia terapéutica presenta varios desafios para el traslado a la clinica.
En primer lugar, el nimero de Tregs autélogas que pueden aislarse de la sangre periférica de un humano es limitante.
Por tanto, la expansién extensiva ex vivo de las Tregs es a menudo necesaria, lo que puede alterar su funcionalidad
y pureza. En segundo lugar, puesto que las Tregs aisladas son policlonales, pueden ejercer una funcién supresora
paninmune en células T efectoras que no son diana. En tercer lugar, y lo mas importante, la plasticidad de las Tregs
plantea un desafio significativo (Bluestone et al., 2009; Zhou et al., 2009a). Se ha mostrado que las Tregs transferidas
de forma adoptiva pueden perder la expresion de Foxp3 y rediferenciarse en células Th17 (Koenen et al., 2008) o
células T de memoria patogénica (Zhou et al., 2009b) que elevan el riesgo de agravar la autoinmunidad o inflamacién.
Consecuentemente, un agente terapéutico que induce la generacién de Tregs de una manera especifica del antigeno
in situ es mas ventajoso que la terapia con células Treg adoptivas. Los resultados presentados aqui demuestran la
utilidad y efectividad de dicho agente (BsB) que reticula el CTLA-4 a MHCII en el contexto de un modelo de ratén de
DT1. La demostracién combinada de produccién de IL-10, TGF-f y Tregs en respuesta al tratamiento con BsB, ademas
de la eficacia en el modelo de ratén NOD de DT1, tiene el potencial de proporcionar un nuevo concepto terapéutico.
BsB también ofrece ventajas adicionales con respecto a otros moduladores inmunoldgicos por cuanto no afecta a las
células T en reposo u otros linfocitos. Los nimeros y porcentajes de células T CD4* y células B CD19* en la periferia
permanecieron igual en todos nuestros estudios NOD. Sin estar atados a una teoria particular, esta estrategia es
efectiva para retrasar o detener la progresion de la enfermedad. El desarrollo de variantes de BsB que sean mas
potentes y que alberguen un perfil farmacocinético mas favorable deberia confirmar estos estudios. De este modo,
este concepto puede aplicarse también con relacion a la gestién de otras enfermedades mediadas por el sistema
inmunitario.

Los resultados presentados aqui se obtuvieron usando los siguientes métodos y materiales, a menos que se indique
de otro modo.

Animales. Ratones hembras C57BL/6 (H-2°) tipo salvaje, BALB/c (H-29), OT-II transgénicos, que expresan el receptor
de célula T de cadena a y cadena 3 de ratdn especifico para ovoalbumina 323-339 (Ovaszs-339) de pollo en un contexto
genético C57BL/6, y ratones hembras diabéticos no obesos (NOD/LtJ) se adquirieron de The Jackson Laboratory. Los
animales se mantuvieron en una instalacion libre de patdgenos, y los estudios se realizaron de acuerdo con las
directrices expedidas por el Departamento de Salud y Servicios Humanos de EE.UU. (Publicacion NIH n® 86-23) y por
el Comité Institucional de Genzyme para el Cuidado y Uso de Animales.

Anticuerpos y reactivos. Se adquirieron de eBioscience o BD Biosciences anticuerpos anti-CD3 de raton (clon 145-
2C11), anti-CD25, anti-insulina y anti-Foxp3+, de grado funcional o marcados de forma fluorescente. Se adquirieron
de R&D Systems, Inc. y de Bristol-Myers Squibb, respectivamente, CTLA-4-Fc murina y CTLA-4lg humano (Orencia).
El control de isotipo IgG2a de raton se obtuvo de BioXCell Inc. CFSE, suero bovino fetal (SBF) de Ig ultrabajo y otros
medios de cultivo celular procedieron de Invitrogen. El péptido Ovaszz-339 de pollo se obtuvo de New England Peptide.

Construccién y produccién de la proteina de fusién biespecifica BsB. La construccion y expresion de la proteina de
fusién biespecifica (BsB) que comprende los dominios extracelulares de CD80w88a y LAG-3, ademas del Fc de IgG2a
de raton (CD80wa-LAG-3-Fc, BsB), se describieron anteriormente (Karman et al., 2012).

Ensayos Biacore y andlisis de composicién de monosacaridos. Se usé Biacore para comparar la uniéon de BsB y
mlgG2a al receptor Fc neonatal de raton (FcRn). Brevemente, un chip CM5 se inmovilizé con 1430 UR de FcRn-
HPC4 de ratén usando quimica de amina. Cada muestra se diluy6 en serie 1:2 hasta concentraciones finales de entre
200 y 6,25 nM en PBSP (PBS con 0,005% de Tensioactivo P-20), pH 6,0, y se inyecté durante 3 min por duplicado,
seguido de 3 min de lavado con amortiguador de disociacion. La superficie se regenerd con borato soédico 10 mM y
NaCl 1M, pH 8,5. La composicién de monosacaridos de hidratos de carbono de BsB se analiz6 segun el protocolo
descrito por Zhou et al. (Zhou et al., 2011).

Aislamiento de células T no tratadas anteriormente. Las células T no tratadas anteriormente de los bazos y ganglios
linfaticos de ratones BALB/c u OT-Il hembras de 8-12 semanas de edad se purificaron por separacion magnética,
seguida de la clasificacion celular activada por fluorescencia. Las células se seleccionaron primero de forma negativa
por separacién celular magnética (Miltenyi Biotech), y después se clasificaron como células CD4+CD25
CD62L2a"CD44bae 3 una pureza de mas de 98%.

Ensayo de induccion de Tregs especificas de antigeno. Los ensayos en un marco de MLR alogénica se realizaron
como se presenta anteriormente (Karman et al., 2012). Para la activacion de células T especificas de antigeno, se
mezclaron 105 células T OT-Il no tratadas anteriormente en placas de 96 pocillos de fondo redondo con 105 APCs
singénicas irradiadas, en presencia de Ovaszs329 a 0,5 pg/mly 1 pg/ml de anticuerpo soluble anti-CD28 (clon 37.51,
eBioscience). Los constructos de ensayo, IgG2a de ratén, o CTLA-4lg de ratdn, se afadieron a las células cultivadas
a una concentracién de saturacion de 100 pg/ml. Las células se cultivaron durante 5 dias para inducir la produccion
de Tregs, y se analizaron por citometria de flujo. Los medios se recogieron para el analisis de IL-2, IL-10 y TGF-B
usando kits ELISA segun las instrucciones del fabricante. Para evaluar la proliferacién de células T, células T OT-II no
tratadas anteriormente purificadas se marcaron con 5 uM de CFSE durante 5 min a 37°C. Después se lavaron para
eliminar el CFSE no unido, y se usaron en ensayos de induccién de Tregs como se describe anteriormente. Las células
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se cultivaron durante 5 dias para permitirlas dividirse antes de analizarlas por citometria de flujo. Para detectar Foxp3*
en las células T, las células se tifieron para marcadores de superficie como se describe anteriormente, seguido de la
permeabilizacion con amortiguador Fix/Perm (eBioscience) y tincién con anticuerpo anti-Foxp3 conjugado con PE-Cy7
(clon FJK-16s, eBioscience).

Medidas farmacocinéticas de BsB en ratones. La farmacocinética de BsB se determiné en ratones C57BL/6 de 8
semanas de edad. Se administraron 20 mg/kg de BsB en ratones por inyeccién intraperitoneal. La sangre se recogio
por sangrado de la vena safenaa 1 h,5h, 24 h, 48 hy 72 h después de la administracion. Los niveles de BsB en cada
punto temporal se midieron usando un ensayo ELISA. Brevemente, se revistieron 100 pl (1 pg/ml) de un anticuerpo
anti-CD80 de raton en PBS en placas de 96 pocillos, y se incubaron toda la noche a 4°C. Las placas se bloquearon
con suero bovino fetal al 5% durante 1 h, después de lo cual se lavaron 4 veces con PBS. Se afiadieron después 100
pl de muestras sanguineas a diversas diluciones en los pocillos. Las placas se incubaron durante 2 h con agitacién
suave a temperatura ambiente, y se lavaron 4 veces con PBS. Se afadi6 anticuerpo anti-LAG-3 de raton biotinilado
(1 pg/ml), y se incubd durante 2 h. Las placas se lavaron 4 veces con PBS, después de lo cual se anadio
estreptavidina-HRP. Después de 30 min, las placas se lavaron 6 veces con PBS y se desarrollaron para la medida
colorimétrica. Como patrones, se us6 BsB purificada, diluida en diluyente de ensayo a diversas concentraciones.

Tratamiento de ratones NOD con BsB. En el tratamiento corto, se trataron ratones NOD hembras de 4 semanas de
edad con disolucién salina, 20 mg/kg de BsB, 20 mg/kg de IgG2a de ratén, o 10 mg/kg de CTLA-41g humano (Orencia)
tres veces a la semana por inyeccion intraperitoneal durante un periodo de 2,5 semanas. Para el modelo de prevencién
tardia, se trataron ratones NOD de 9-12 semanas de edad con disolucién salina o 20 mg/kg de BsB como
anteriormente durante 4 semanas. Para el tratamiento mas largo, se trataron ratones NOD con BsB o disolucién salina
como anteriormente durante 10 semanas desde una edad de 4 semanas a 13 semanas. Se monitorizaron
semanalmente los niveles de glucosa en sangre no en ayunas, comenzando a las 8 semanas de edad. Los ratones
se consideraron diabéticos cuando sus lecturas de glucosa fueron mayores de 300 mg/dl durante tres lecturas
consecutivas. Las Tregs Foxp3* en sangre periférica se examinaron después de dos semanas de tratamiento por
citometria de flujo. Brevemente, 50 pl de sangre completa se bloqueé con anti-FcyRllb y FcgRill (clon 93, eBioscience)
sin marcar durante 20 min. Las células se tifieron posteriormente durante 30 min con el anticuerpo anti-CD4 marcado
de forma fluorescente, y después se lavaron. Los globulos rojos se lisaron usando disolucion FACS Lysing solution
(BD Biosciences) durante 5 min. Después del lavado, las células se fijaron, se permeabilizaron, y se tifieron con un
anticuerpo anti-Foxp3 marcado con FITC durante 30 min como se describe anteriormente. Los pancreas se
diseccionaron a la mitad, con una mitad fija en formalina en amortiguador neutro y la otra colocada en compuesto
OCT, y después se congelaron en hielo seco.

Analisis estadistico. Las incidencias acumulativas de ratones NOD que presentan DT1 e hiperglucemia después del
tratamiento con BsB o controles se compararon usando la prueba de rango logaritmico (Cox-Mantel) en Prism 5
(Graphpad, ciudad y estado). Un valor de p<0,05 se consider6 estadisticamente significativo.

Andlisis histopatoldgico. El pancreas fijado con formalina en amortiguador neutro se tifié para las células CD3, Foxp3*
usando un procesador automatizado. Las secciones de tejido se desparafinaron usando xileno-etanol, los antigenos
se recuperaron incubando durante 25 min en amortiguador de citrato, y después se bloquearon con suero. Se
incubaron portaobjetos con un anticuerpo anti-CD3 durante 45 min, seguido durante 20 min de un polimero de
anticuerpo de cabra anti-conejo conjugado con peroxidasa de rdbano picante. La visualizacién cromogénica de CD3
se obtuvo incubando con tetrahidrocloruro de 3,3’-diaminobenzidina durante 2-4 min. Para detectar Foxp3-, las
secciones se bloquearon de nuevo con suero, seguido de exposicion a un anticuerpo anti-Foxp3 durante 45 min. Los
portaobjetos se incubaron después con un anticuerpo de conejo anti-lgG de rata durante 30 min, seguido de un
polimero de anticuerpo de cabra anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina. La visualizacion cromogénica se
consiguié usando Fast Red durante 10 min. Las secciones de tejido se contratifieron usando hematoxilina durante 2
min, y se lavaron 3 veces con Tween-20 al 0,05%/disolucion salina amortiguada con Tris entre etapas. Las secciones
en serie adyacentes se tifleron usando un anticuerpo anti-insulina como se describe anteriormente. Se tomaron
fotografias usando un microscopio fluorescente Nikon Eclipse E800 con una camara digital anexada de Diagnostic
Inc., y las imagenes se obtuvieron usando el software Spot Advanced.

Secuencias

Leyenda

CD80w88a = ligando de CTLA-4
IlgG2a = regién Fc de 1IgG2
G9=CGly9

Lag-3 = ligando de MHC

H6 = His 6

SEQID NO. 1:
25
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CTLA-4 BsB (Gen1) = CD80w88a(aal-235)-IgG2a(aa241-474)-G9-Lag-3(aa25-260)-H6 de ratdn
Secuencia nucleotidica del constructo sustituto de ratén (Gen1):

ATGGCTTGCAATTGTCAGTTGATGCAGGATACACCACTCCTCAAGTTTCCATGTC
CAAGGCTCATTCTTCTCTTTGTGCTGCTGATTCGTCTTTCACAAGTGTCTTCAGA
TGTTGATGAACAACTGTCCAAGTCAGTGAAAGATAAGGTATTGCTGCCTTGCCG
TTACAACTCTCCTCATGAAGATGAGTCTGAAGACCGAATCTACTGGCAAAAACAT
GACAAAGTGGTGCTGTCTGTCATTGCTGGGAAACTAAAAGTGGCGCCCGAGTAT
AAGAACCGGACTTTATATGACAACACTACCTACTCTCTTATCATCCTGGGCCTGG
TCCTTTCAGACCGGGGCACATACAGCTGTGTCGTFCAAAAGAAGGAAAGAGGAA
CGTATGAAGTTAAACACTTGGCTTTAGTAAAGTTGTCCATCAAAGCTGACTTCTC
TACCCCCAACATAACTGAGTCTGGAAACCCATCTGCAGACACTAAAAGGATTAC
CTGCTTTGCTFCCGGGGGITTCCCAAAGCCTCGCTTCTCTTGGTTGGAAAATGG
AAGAGAATTACCTGGCATCAATACGACAATTTCCCAGGATCCTGAATCTGAATTG
TACACCATTAGTAGCCAACTAGATTTCAATACGACTCGCAACCACACCATTAAGT
GTCTCATFAAATATGGAGATGCTCACGTGTCAGAGGACTTCACCTGGGAGCCCA
GAGGGCCCACAATCAAGCCCTGTCCTCCATGCAAATGCCCAGCACCTAACCTCT
TGGGTGGACCATCCGTCTTCATCTTCCCTCCAAAGATCAAGGATGTACTCATGA
TCTCCCTGAGCCCCATGGTCACATGTGTGGTGGTGGATGTGAGCGAGGATGAC
CCAGATGTCCAGATCAGCTGGTTCGTGAACAACCGTGGAAGTACTCACAGCTCAG
ACACAAACCCATAGAGAGGATTACAACAGTACTCTCCGGGTGGTCAGTGCCCTC
CCCATCCAGCACCAGGACTGGATGAGTGGCAAGGAGTTCAAATGCAAGGTCAA
CAACAAAGCCCTCCCAGCGCCCATCGAGAGAACCATCTCAAAACCCAAAGGGT
CAGTAAGAGCTCCACAGGTATATGTCTTGCCTCCACCAGAAGAAGAGATGACTA
AGAAACAGGTCACTCTGACCTGCATGGTCACAGACTTCATGCCTGAAGACATTT
ACGTGGAGTGGACCAACAACGGGAAAACAGAGCTAAACTACAAGAACACTGAA
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CCAGTCCTGGACTCTGATGGTTCTTACTTCATGTACAGCAAGCTGAGAGTGGAA
AAGAAGAACTGGGTGGAAAGAAATAGCTACTCCTGCTCAGTGGTCCACGAGGG
TCTGCACAATCACCACACGACTAAGAGCTTCTCCCGGACTCCGGGTAAAGGCG
GTGGCGGCGGAGGCGGTGGCGGTGGGCCTGGGAAAGAGCTCCCCGTGGTGT
GGGCCCAGGAGGGAGCTCCCGTCCATCTTCCCTGCAGCCTCAAATCCCCCAAC
CTGGATCCTAACTTTCTACGAAGAGGAGGGGTTATCTGGCAACATCAACCAGAC
AGTGGCCAACCCACTCCCATCCCGGCCCTTGACCTTCACCAGGGGATGCCCTC
GCCTAGACAACCCGCACCCGGTCGCTACACGGTGCTGAGCGTGGLCTCCAGGA
GGCCTGCGCAGCGGGAGGCAGCCCCTGCATCCCCACGTGCAGCTGGAGGAGT
GCGGCCTCCAGCGCGGGGACTTCTCTCTGTGGTTGCGCCCAGCTCTGCGCAC
CGATGCGGGCGAGTACCACGCCACCGTGCGCCTCCCGAACCGCGCCCTCTCC
TGCAGTCTCCGCCTGCGCGTCGGCCAGGCCTCGATGATTGCTAGTCCCTCAGG
AGTCCTCAAGCTGTCTGATTGGGTCCTTTTGAACTGCTCCTTCAGCCGTCCTGA
CCGCCCAGTCTCTGTGCACTGGTTCCAGGGCCAGAACCGAGTGCCTGTCTACA
ACTCACCGCGTCATTTTTTAGCTGAAACTTTCCTGTTACTGCCCCAAGTCAGCCC
CCTGGACTCTGGGACCTGGGGCTGTGTCCTCACCTACAGAGATGGCTTCAATG
TCTCCATCACGTACAACCTCAAGGTTCTGGGTCTGGAGCCCGTAGCCCACCATC
ACCATCATCACTGA
SEQID NO. 2:
CTLA-4 BsB (Gen1) = CD80w88a(aa1-235)-lgG2a(aa241-474)-G9-Lag-3(aa25-260)-H6 de raton

Secuencia proteica traducida del constructo sustituto de ratén (Gen1):

MACNCQLMQDTPLLKFPCPRLILLFVLLIRLSQVSSDVDEQLSKSVKDKVYLLPCRYN
SPHEDESEDRIYWQKHDKVVLSVIAGKLKVAPEYKNRTLYDNTTYSLIILGLYLSDRG
TYSCVVQKKERGTYEVKHLALVKLSIKADFSTPNITESGNPSADTKRITCFASGGFPK
PRFSWLENGRELPGINTTISQDPESELYTISSQLDFNTTRNHTIKCLIKYGDAHVSED
FTWEPRGPTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPMVTCVVVDVSE
DDPDVQISWFVNNVEVLTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQHODWMSGKEFKCKY
NNKALPAPIERTISKPKGSVRAPQVYVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVYTDFMPEDIYVE
WTNNGKTELNYKNTEPVLDSDGSYFMYSKLRVEKKNWYERNSYSCSVVHEGLHN
HHTTKSFSRTPGKGGGGGGGGGGPGKELPYYWAQEGAPVHLPCSLKSPNLDPNF
LRRGGVIWQHQPDSGQPTPIPALDLHQGMPSPRQPAPGRYTVLSVAPGGLRSGR
QPLHPHVQLEERGLOQRGDFSLWLRPALRTDAGEYHATVRLPNRALSCSLRLRVGQ
ASMIASPSGVLKLSDWYLLNCSFSRPDRPVSVHWFQGQNRVPVYNSPRHFLAETF
LLLPQVSPLDSGTWGCVLTYRDGFNVSITYNLKVLGLEPVAHHHHHH

SEQID NO. 3:

CTLA-4 BsB (Gen2) = CD80w88a(aa1-235)-G9-Lag-3(aa25-260)-lgG2a(aa241-474) de raton

Secuencia nucleotidica del constructo sustituto de raton (Gen 2):
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ATGGCTTGCAATTGTCAGTTGATGCAGGATACACCACTCCTCAAGTTTCCATGTC
CAAGGCTCATTCTTCTCTTTGTGCTGCTGATTCGTCTTTCACAAGTGTCTTCAGA
TGTTGATGAACAACTGTCCAAGTCAGTGAAAGATAAGGTATTGCTGCCTTGCCG
TTACAACTCTCCTCATGAAGATGAGTCTGAAGACCGAATCTACTGGCAAAAACAT
GACAAAGTGGTGCTGTCTGTCATTGCTGGGAAACTAAAAGTGGCGCCCGAGTAT
AAGAACCGGACTTTATATGACAACACTACCTACTCTCTTATCATCCTGGGCCTGG
TCCTTTCAGACCGGGGCACATACAGCTGTGTCGTTCAAAAGAAGGAAAGAGGAA
CGTATGAAGTTAAACACTTGGCTTTAGTAAAGTTGTCCATCAAAGCTGACTTCTC
TACCCCCAACATAACTGAGTCTGGAAACCCATCTGCAGACACTAAAAGGATTAC
CTGCTTTGCTTCCGGGGGTTTCCCAAAGCCTCGCTTCTCTTGGTTGGAAAATGG
AAGAGAATTACCTGGCATCAATACGACAATTTCCCAGGATCCTGAATCTGAATTG
TACACCATTAGTAGCCAACTAGATTTCAATACGACTCGCAACCACACCATTAAGT
GTCTCATTAAATATGGAGATGCTCACGTGTCAGAGGACTTCACCTGGGGCGGTG
GCGGCGGAGGCGGTGGCGGTGGGCCTGGGAAAGAGCTCCCCGTGGTGTGGG
CCCAGGAGGGAGCTCCCGTCCATCTTCCCTGCAGCCTCAAATCCCCCAACCTG
GATCCTAACTTTCTACGAAGAGGAGGGGTTATCTGGCAACATCAACCAGACAGT
GGCCAACCCACTCCCATCCCGGCCCTTGACCTTCACCAGGGGATGCCCTCGCC
TAGACAACCCGCACCCGGTCGCTACACGGTGCTGAGCGTGGCTCCAGGAGGC
CTGCGCAGCGGGAGGCAGCCCCTGCATCCCCACGTGCAGCTGGAGGAGCGCG
GCCTCCAGCGCGGGGACTTCTCTCTGTGGTTGCGCCCAGCTCTGCGCACCGAT
GCGGGCGAGTACCACGCCACCGTGCGCCTCCCGAACCGCGCCCTCTCCTGCA
GTCTCCGCCTGCGCGTCGGCCAGGCCTCGATGATTGCTAGTCCCTCAGGAGTC
CTCAAGCTGTCTGATTGGGTCCTTTTGAACTGCTCCTTCAGCCGTCCTGACCGC
CCAGTCTCTGTGCACTGGTTCCAGGGCCAGAACCGAGTGCCTGTCTACAACTC
ACCGCGTCATTTTTTAGCTGAAACTTTCCTGTTACTGCCCCAAGTCAGCCCCCT
GGACTCTGGGACCTGGGGCTGTGTCCTCACCTACAGAGATGGCTTCAATGTCT
CCATCACGTACAACCTCAAGGTTCTGGGTCTGGAGCCCGTAGCCCCCAGAGGG
CCCACAATCAAGCCCTGTCCTCCATGCAAATGCCCAGCACCTAACCTCTTGGGT
GGACCATCCGTCTTCATCTTCCCTCCAAAGATCAAGGATGTACTCATGATCTCC
CTGAGCCCCATGGTCACATGTGTGGTGGTGGATGTGAGCGAGGATGACCCAGA
TGTCCAGATCAGCTGGTTCGTGAACAACGTGGAAGTACTCACAGCTCAGACACA
AACCCATAGAGAGGATTACAACAGTACTCTCCGGGTGGTCAGTGCCCTCCCCAT
CCAGCACCAGGACTGGATGAGTGGCAAGGAGTTCAAATGCAAGGTCAACAACA
AAGCCCTCCCAGCGCCCATCGAGAGAACCATCTCAAAACCCAAAGGGTCAGTA
AGAGCTCCACAGGTATATGTCTTGCCTCCACCAGAAGAAGAGATGACTAAGAAA
CAGGTCACTCTGACCTGCATGGTCACAGACTTCATGCCTGAAGACATTTACGTG
GAGTGGACCAACAACGGGAAAACAGAGCTAAACTACAAGAACACTGAACCAGT
CCTGGACTCTGATGGTTCTTACTTCATGTACAGCAAGCTGAGAGTGGAAAAGAA
GAACTGGGTGGAAAGAAATAGCTACTCCTGCTCAGTGGTCCACGAGGGTCTGC
ACAATCACCACACGACTAAGAGCTTCTCCCGGACTCCGGGTAAATGA

SEQ ID NO. 4:
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CTLA-4 BsB (Gen2) = CD80w88a(aa1-235)-G9-Lag-3(aa25-260)-IgG2a(aa241-474) de raton
Secuencia proteica traducida del constructo sustituto de ratén (Gen 2):

MACNCQLMQDTPLLKFPCPRLILLFVLLIRLSQVSSDVDEQLSKSVKDKVLLPCRYN
SPHEDESEDRIYWQKHDKVVLSVIAGKLKVAPEYKNRTLYDNTTYSLIILGLVLSDRG
TYSCVVQKKERGTYEVKHLALVKLSIKADFSTPNITESGNPSADTKRITCFASGGFPK
PRFSWLENGRELPGINTTISQDPESELYTISSQLDFNTTRNHTIKCLIKYGDAHVSED
FTWGGGGGGGGGGPGKELPVYVWAQEGAPYHLPCSLKSPNLDPNFLRRGGYIWQ
HQPDSGQOPTPIPALDLHQGMPSPRQPAPGRY TVLSVAPGGLRSGRQPLHPHVQLE
ERGLQRGDFSLWLRPALRTDAGEYHATVRLPNRALSCSLRLRVGQASMIASPSGVL
KLSDWVLLNCSFSRPDRPVSVHWFQGQNRYPVYNSPRHFLAETFLLLPQVSPLDS
GTWGCVLTYRDGFNVSITYNLKVLGLEPVAPRGPTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSVFI
FPPKIKDVLMISLSPMVTCVVVDVSEDDPDVQISWFVNNVEVLTAQTQTHREDYNST
LRYVSALPIQHOQDWMSGKEFKCKVNNKALPAPIERTISKPKGSVRAPQVYVLPPPEE
EMTKKQVTLTCMVTDFMPEDIYVEWTNNGKTELNYKNTEPVLDSDGSYFMYSKLR
VEKKNWVERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK
SEQ ID NO. 5:

Secuencia nucleotidica de tipo salvaje del constructo humano CTLA-4 BsB = CD80(aa1-234)-G9-Lag-3(aa27-262-
lgGla(aa241-471) humano

ATGGGCCACACACGGAGGCAGGGAACATCACCATCCAAGTGTCCATACCTCAA
TTTCTTTCAGCTCTTGGTGCTGGCTGGTCTTTCTCACTTCTGTTCAGGTGTTATC
CACGTGACCAAGGAAGTGAAAGAAGTGGCAACGCTGTCCTGTGGTCACAATGT
TTCTGTTGAAGAGCTGGCACAAACTCGCATCTACTGGCAAAAGGAGAAGAAAAT
GGTGCTGACTATGATGTCTGGGGACATGAATATATGGCCCGAGTACAAGAACC
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GGACCATCTTTGATATCACTAATAACCTCTCCATTGTGATCCTGGCTCTGCGCCC
ATCTGACGAGGGCACATACGAGTGTGTTGTTCTGAAGTATGAAAAAGACGCTTT
CAAGCGGGAACACCTCGGCTGAAGTGACGTTATCAGTCAAAGCTGACTTCCCTAC
ACCTAGTATATCTGACTTTGAAATTCCAACTTCTAATATTAGAAGGATAATTTGCT
CAACCTCTGGAGGTTTTCCAGAGCCTCACCTCTCCTGGTTGGAAAATGGAGAAG
AATTAAATGCCATCAACACAACAGTTTCCCAAGATCCTGAAACTGAGCTCTATGC
TGTTAGCAGCAAACTGGATTTCAATATGACAACCAACCACAGCTTCATGTGTCTC
ATCAAGTATGGACATTTAAGAGTGAATCAGACCTTCAACTGGAATACAACCGGC
GGTGGCGGCGGAGGCGGTGGCGGTTCCGGAGCTGAGGTCCCGGTGGTGTGG
GCCCAGGAGGGGGCTCCTGCCCAGCTCCCCTGCAGCCCCACAATCCCCCTCC
AGGATCTCAGCCTTCTGCGAAGAGCAGGGGTCACTTGGCAGCATCAGCCAGAC
AGTGGCCCGCCCGCTGCCGCCCCCGGCCATCCCOTGGCCCCCGGCCCTCACC
CGGCGGCGCCCTCCTCCTGGGGGCCCAGGCCCCGLCCGCTACACGGTGCTGAG
CGTGGGTCCCGGAGGCCTGCGCAGCGGGAGGCTGCCCCTGCAGCCCCGCGT
CCAGCTGGATGAGCGCGGCCGGCAGCGCGGGGACTTCTCGCTATGGCTGCGC
CCAGCCCGGCGCGCGGACGCCGGCGAGTACCGCGCCGCGGTGCACCTCAGG
GACCGCGCCCTCTCCTGCCGCCTCCGTCTGCGCCTGGGCCAGGCCTCGATGA
CTGCCAGCCCCCCAGGATCTCTCAGAGCCTCCGACTGGGTCATTTTGAACTGCT
CCTTCAGCCGCCCTGACCGCCCAGCCTCTGTGCATTGGTTTCGGAACCGGGGC
CAGGGCCGAGTCCCTGTCCGGGAGTCCCCCCATCACCACTTAGCGGAAAGCTT
CCTCTTCCTGCCCCAAGTCAGCCCCATGGACTCTGGGCCCTGGGGCTGCATCC
TCACCTACAGAGATGGCTTCAACGTCTCCATCATGTATAACCTCACTGTTCTGG
GTCTGCTGGTGCCCCGGGGCTCCGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACA
TGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTT
CCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACAT
GCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTAC
GTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGT
ACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGG
CTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCC
CATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGT
ACACCCTGCCCCCATCTCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACC
TGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCCTGGAGTGGGAGAGCAA
TGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACG
GCTCCTTCTTCCTATACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAG
GGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACG
CAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA
SEQ ID NO. 6:

Secuencia proteica traducida de tipo salvaje del constructo humano CTLA-4 BsB = CD80(aa1-234)-G9-Lag-3(aa27-
262-1gGla(aa241-471) humano
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MGHTRRQGTSPSKCPYLNFFQLLVLAGLSHFCSGVIHVTKEVKEVATLSCGHNVYSY
EELAQTRIYWQKEKKMYLTMMSGDMNIWPEYKNRTIFDITNNLSIVILALRPSDEGTY
ECVVLKYEKDAFKREHLAEVTLSVKADFPTPSISDFEIPTSNIRRICSTSGGFPEPHL
SWLENGEELNAINTTVSQDPETELYAVSSKLDFNMTTNHSFMCLIKYGHLRVNQTF

NWNTTGGGGGGGGGSGAEVPWWAQEGAPAQLPCSPTIPLQDLSLLRRAGVTWQ
HQPDSGPPAAAPGHPLAPGPHPAAPSSWGPRPRRYTYLSVGPGGLRSGRLFLQP

RVQLDERGRCGRGDFSLWLRPARRADAGEYRAAVHLRDRALSCRLRLRLGQASMT

ASPPGSLRASDVVVILNCSFSRPDRPASYHWFRNRGQGRVYPVRESPHHHLAESFL

FLPQVSPMDSGPWGCILTYRDGFNVSIMYNLTVLGLLVPRGSEPKSCDKTHTCPPC
PAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG

QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQID NO. 7:

Secuencia nucleotidica 1 variante del constructo humano CTLA-4 BsB = CD80W84A/S190A(aal-234)-G9-Lag-
3R316/75E(aa27-262-1gGlaN596/297Q(aa240-471) humano

ATGGGCCACACACGGAGGCAGGGAACATCACCATCCAAGTGTCCATACCTCAA
TTTCTTTCAGCTCTTGGTGCTGGCTGGTCTTTCTCACTTCTGTTCAGGTGTTATC
CACGTGACCAAGGAAGTGAAAGAAGTGGCAACGCTGTCCTGTGGTCACAATGT
TTCTGTTGAAGAGCTGGCACAAACTCGCATCTACTGGCAAAAGGAGAAGAAAAT
GGTGCTGACTATGATGTCTGGGGACATGAATATAGCCCCCGAGTACAAGAACC
GGACCATCTTTGATATCACTAATAACCTCTCCATTGTGATCCTGGCTCTGCGCCC
ATCTGACGAGGGCACATACGAGTGTGTTGTTCTGAAGTATGAAAAAGACGCTTT
CAAGCGGGAACACCTGGCTGAAGTGACGTTATCAGTCAAAGCTGACTTCCCTAC
ACCTAGTATATCTGACTTTGAAATTCCAACTTCTAATATTAGAAGGATAATTTGCT
CAACCTCTGGAGGTTTTCCAGAGCCTCACCTCTCCTGGTTGGAAAATGGAGAAG
AATTAAATGCCATCAACACAACAGTTGCCCAAGATCCTGAAACTGAGCTCTATGC
TGTTAGCAGCAAACTGGATTTCAATATGACAACCAACCACAGCTTCATGTGTCTC
ATCAAGTATGGACATTTAAGAGTGAATCAGACCTTCAACTGGAATACAACCGGC
GGTGGCGGCGGAGGCGGTGGCGGTTCCGGAGCTGAGGTCCCGGTGGTGTGG
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GCCCAGGAGGGGGCTCCTGCCCAGCTCCCCTGCAGCCCCACAATCCCCCTCC
AGGATCTCAGCCTTCTGCGAAGAGCAGGGGTCACTTGGCAGCATCAGCCAGAC
AGTGGCCCGCCCGCTGCCGCCCCCGGLCCATCCCCTGGCCCCCGGCCCTCACC
CGGCGGCGCCCTCCTCCTGGGGGCCCAGGCCCGAGCGCTACACGGTGCTGAG
CGTGGGTCCCGGAGGCCTGCGCAGCGGCAGGCTGCCCCTGCAGCCCCGCGT
CCAGCTGGATGAGCGCGGCCGGCAGCGCGGGGACTTCTCGCTATGGCTGCGC
CCAGCCCGGCGCGCGGACGCCGGCGAGTACCGCGCCGCGGTGCACCTCAGG
GACCGCGCCCTCTCCTGCCGCCTCCGTCTGCGCCTGGGCCAGGCCTCGATGA
CTGCCAGCCCCCCAGGATCTCTCAGAGCCTCCGACTGGGTCATTTTGAACTGCT
CCTTCAGCCGCCCTGACCGCCCAGCCTCTGTGCATTGGTTTCGGAACCGGGGE
CAGGGCCGAGTCCCTGTCCGGGAGTCCCCCCATCACCACTTAGCGGAAAGCTT
CCTCTTCCTGCCCCAAGTCAGCCCCATGGACTCTGGGCCCTGGGGCTGCATCC
TCACCTACAGAGATGGCTTCAACGTCTCCATCATGTATAACCTCACTGTTCTGG
GTCTGCTGGTGCCCCGGGGCTCCGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACA
AGCCCACCGAGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGATCCTCAGTCTTCCTCTT
CCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACAT
GCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTAC
GTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGT
ACCAGAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGG
CTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCC
CATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGT
ACACCCTGCCCCCATCTCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACC
TGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAA
TGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACG
GCTCCTTCTTCCTATACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAG
GGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACG
CAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA
SEQID NO. 8:

Secuencia proteica 1 traducida variante del constructo humano CTLA-4 BsB = CD80W84A/S190A(aa1-234)-G9-Lag-
3R316/75E(aa27-262-19GlaN596/297Q(aa240-471) humano

MGHTRRQGTSPSKCPYLNFFQLLVYLAGLSHFCSGVIHVTKEVKEVATLSCGHNVSY
EELAQTRIYWQKEKKMYLTMMSGDMNIAPEYKNRTIFDITNNLSIVILALRPSDEGTY
ECVVLKYEKDAFKREHLAEVTLSYKADFPTPSISDFEIPTSNIRRIICSTSGGFPEPHL
SWLENGEELNAINTTVAQDPETELYAVSSKLDFNMTTNHSFMCLIKYGHLRVNQTF
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NWNTTGGGGGGGGGSGAEVPVVWAQEGAPAQLPCSPTIPLODLSLLRRAGVTW
QHQPDSGPPAAAPGHPLAPGPHPAAPSSWGPRPERYTVLSVGPGGLRSGRLPLQ
PRVQLDERGRQRGDFSLWLRPARRADAGEYRAAVHLRDRALSCRLRLRLGQASM
TASPPGSLRASDWVILNCSFSRPDRPASVHWFRNRGQGRVPVRESPHHHLAESFL
FLPQVSPMDSGPWGCILTYRDGFNVSIMYNLTVLGLLYPRGSEPKSCDKTHTSPPS
PAPELLGGSSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVYSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYQSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNYFSCSYVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
SEQID NO. 9:

Secuencia nucleotidica 2 variante del constructo humano CTLA-4 BsB = CD80W84A/S190AS201A(aa1-234)-G9-Lag-
3R316/75E(aa27-262-1gGlaN596/297Q(aa240-471) humano

ATGGGCCACACACGGAGGCAGGGAACATCACCATCCAAGTGTCCATACCTCAA
TTTCTTTCAGCTCTTGGTGCTGGCTGGTCTTTCTCACTTCTGTTCAGGTGTTATC
CACGTGACCAAGGAAGTGAAAGAAGTGGCAACGCTGTCCTGTGGTCACAATGT
TTCTGTTGAAGAGCTGGCACAAACTCGCATCTACTGGCAAAAGGAGAAGAAAAT
GGTGCTGACTATGATGTCTGGGGACATGAATATAGCCCCCGAGTACAAGAACC
GGACCATCTTTGATATCACTAATAACCTCTCCATTGTGATCCTGGCTCTGCGCCC
ATCTGACGAGGGCACATACGAGTGTGTTGTICTGAAGTATGAAAAAGACGCTTTC
AAGCGGGAACACCTGGCTGAAGTGACGTTATCAGTCAAAGCTGACTTCCCTACA
CCTAGTATATCTGACTTTGAAATTCCAACTTCTAATATTAGAAGGATAATTTGCTC
AACCTCTGGAGGTTTTCCAGAGCCTCACCTCTCCTGGTTGGAAAATGGAGAAGA
ATTAAATGCCATCAACACAACAGTTGCCCAAGATCCTGAAACTGAGCTCTATGCT
GTTGCCAGCAAACTGGATTTCAATATGACAACCAACCACAGCTTCATGTGTCTCA
TCAAGTATGGACATTTAAGAGTGAATCAGACCTTCAACTGGAATACAACCGGCG
GTGGCGGCGGAGGCGGTGGCGGTTCCGGAGCTGAGGTCCCGETGGTGTGGG
CCCAGGAGGGGGCTCCTGCCCAGCTCCCCTGCAGCCCCACAATCCCCCTCCA
GGATCTCAGCCTTCTGCGAAGAGCAGGGGTCACTTGGCAGCATCAGCCAGACA
GTGGCCCGCCCGCTGCCGCCCCLCGGCCATCCCCTGGCCCCCGGCCCTCACCC
GGCGGCGCCCTCCTCCTGGGGGCCCAGGCCCGAGCGCTACACGGTGCTGAGC
GTGGGTCCCGGAGGCCTGCGCAGCGGGAGGCTGCCCCTGCAGCCCCGCGTC
CAGCTGGATGAGCGCGGCCGGCAGCGCGGGGACTTCTCGCTATGGCTGCGEC
CAGCCCGGCGCGCGGACGCCGGCGAGTACCGCGCCGCGGTGCACCTCAGGG
ACCGCGCCCTCTCCTGCCGCCTCCGTCTGCGCCTGGGCCAGGCCTCGATGACT
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GCCAGCCCCCCAGGATCTCTCAGAGCCTCCGACTGGGTCATTTTGAACTGCTC

CTTCAGCCGCCCTGACCGCCCAGCCTCTGTGCATTGGTTTCGGAACCGGGGCC
AGGGCCGAGTCCCTGTCCGGGAGTCCCCCCATCACCACTTAGCGGAAAGCTTC
CTCTTCCTGCCCCAAGTCAGCCCCATGGACTCTGGGCCCTGGGGCTGCATCCT

CACCTACAGAGATGGCTTCAACGTCTCCATCATGTATAACCTCACTGTTCTGGG

TCTGCTGGTGCCCCGGGGCTCCGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACAA

GCCCACCGAGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGATCCTCAGTCTTCCTCTTC

CCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATG

CGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACG
TGCGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTA

CCAGAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGC
TGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCC

ATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTA

CACCCTGCCCCCATCTCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCT
GCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT
GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACG

GCTCCTTCTTCCTATACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAG

GGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACG
CAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA

SEQ ID NO. 10:

Secuencia proteica 2 traducida variante del constructo humano CTLA-4 BsB = CD80W84A/S190AS201A(aa1-234)-
G9-Lag-3R316/75E(aa27-262-1gG1aN596/297Q(aa240-471) humano

MGHTRRQGTSPSKCPYLNFFQLLYLAGLSHFCSGVIHVTKEVKEVATLSCGHNVSY
EELAQTRIYWQKEKKMVLTMMSGDMNIAPEYKNRTIFDITNNLSIVILALRPSDEGTY
ECVVLKYEKDAFKREHLAEVTLSVKADFPTPSISDFEIPTSNIRRIICSTSGGFPEPHL
SWLENGEELNAINTTVAQDPETELYAVASKLDFNMTTNHSFMCLIKYGHLRVNQTF

NWNTTGGGGGGGGGSGAEYPVVYWAQEGAPAQLPCSPTIPLQDLSLLRRAGYTW

QHQPDSGPPAAAPGHPLAPGPHPAAPSSWGPRPERYTVLSVGPGGLRSGRLPLQ
PRVQLDERGRQRGDFSLWLRPARRADAGEYRAAVHLRDRALSCRLRLRLGQASM
TASPPGSLRASDWVILNCSFSRPDRPASYVHWFRNRGQGRVPVRESPHHHLAESFL
FLPQVSPMDSGPWGCILTYRDGFNVSIMYNLTVLGLLVPRGSEPKSCDKTHTSPPS
PAPELLGGSSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYQSTYRVYVSYLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG

QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNYFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQID NO. 11:

Secuencia nucleotidica 3 variante del constructo humano CTLA-4 BsB = CD80E196A/5190A(aa1-234)-G9-Lag-
3R316/75E(aa27-262-19G1aN596/297Q(aa240-471) humano
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ATGGGCCACACACGGAGGCAGGGAACATCACCATCCAAGTGTCCATACCTCAA
TTTCTTTCAGCTCTTGCTGCTGGCTGGTCTTTCTCACTTCTGTTCAGGTGTTATC
CACGTGACCAAGGAAGTGAAAGAAGTGGCAACGCTGTCCTGTGGTCACAATGT
TTCTGTTGAAGAGCTGGCACAAACTCGCATCTACTGGCAAAAGGAGAAGAAAAT
GGTGCTGACTATGATGTCTGGGGACATGAATATATGGCCCGAGTACAAGAACC
GGACCATCTTTGATATCACTAATAACCTCTCCATTGTGATCCTGGCTCTGCGCCC
ATCTGACGAGGGCACATACGAGTGTGTTGTTCTGAAGTATGAAAAAGACGCTTT
CAAGCGGGAACACCTGGCTGAAGTGACGTTATCAGTCAAAGCTGACTTCCCTAC
ACCTAGTATATCTGACTTTGAAATTCCAACTTCTAATATTAGAAGGATAATTTGCT
CAACCTCTGGAGGTTTTCCAGAGCCTCACCTCTCCTGGTTGGAAAATGGAGAAG
AATTAAATGCCATCAACACAACAGTTGCCCAAGATCCTGAAACTGCCCTCTATGC
TGTTAGCAGCAAACTGGATTTCAATATGACAACCAACCACAGCTTCATGTGTCTC
ATCAAGTATGGACATTTAAGAGTGAATCAGACCTTCAACTGGAATACAACCGGC
GGTGGCGGCGGAGGCGGTGGCGGTTCCGGAGCTGAGGTCCCGGTGGTGTGG
GCCCAGGAGGGGGCTCCTGCCCAGCTCCCCTGCAGCCCCACAATCCCCCTCC
AGGATCTCAGCCTTCTGCGAAGAGCAGGGGTCACTTGGCAGCATCAGCCAGAC
AGTGGCCCGCCCGCTGCCGCCOCCGGLCATCCCCTGGCCCCCGGCCCTCACK
CGGCGGCGCCCTCCTCCTGGGGGCCCAGGCCCGAGCGCTACACGGTGCTGAG
CGTGGGTCCCGGAGGCCTGCGCAGCGGGAGGCTGCCCCTGCAGCCCCGCGT
CCAGCTGGATGAGCGCGGCCGGCAGCGCGGGGACTTCTCGCTATGGCTGCGC
CCAGCCCGGCGCGCGGACGCCGGCGAGTACCGCGCCGCGGTGCACCTCAGG
GACCGCGCCCTCTCCTGCCGCCTCCGTCTGCGCCTGGGCCAGGCCTCGATGA
CTGCCAGCCCCCCAGGATCTCTCAGAGCCTCCGACTGGGTCATTTTGAACTGCT
CCTTCAGCCGCCCTGACCGCCCAGCCTCTGTGCATTGGTTTCGGAACCGGGGC
CAGGGCCGAGTCCCTGTCCGGGAGTCCCCCCATCACCACTTAGCGGAAAGCTT
CCTCTTCCTGCCCCAAGTCAGCCCCATGGACTCTGGGCCCTGGGGCTGCATCC
TCACCTACAGAGATGGCTTCAACGTCTCCATCATGTATAACCTCACTGTTCTGG
GTCTGCTGGTGCCCCGGGGCTCCGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACA
AGCCCACCGAGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGATCCTCAGTCTTCCTCTT
CCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACAT
GCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTAC
GTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGT
ACCAGAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGG
CTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCC
CATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGT
ACACCCTGCCCCCATCTCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACC
TGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAA
TGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACG
GCTCCTTCTTCCTATACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAG
GGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACG
CAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA
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SEQID NO. 12:

Secuencia proteica 3 traducida variante del constructo humano CTLA-4 BsB = CD80E196A/S190A(aa1-234)-G9-Lag-
3R316/75E(aa27-262-19G1aN596/297Q(aa240-471) humano

MGHTRRQGTSPSKCPYLNFFQLLVLAGLSHFCSGVIHVTKEVKEVATLSCGHNVSY
EELAQTRIYWQKEKKMVLTMMSGDMNIWPEYKNRTIFDITNNLSIVILALRPSDEGTY
ECVVLKYEKDAFKREHLAEVTLSVKADFPTPSISDFEIPTSNIRRICSTSGGFPEPHL
SWLENGEELNAINTTVAQDPETALYAVSSKLDFNMTTNHSFMCLIKYGHLRVNQTF
NWNTTGGGGGGGGGSGAEVPVVWAQEGAPAQLPCSPTIPLQDLSLLRRAGVTW
QHQPDSGPPAAAPGHPLAPGPHPAAPSSWGPRPERYTVLSVGPGGLRSGRLPLQ
PRVQLDERGRQRGDFSLWLRPARRADAGEYRAAVHLRDRALSCRLRLRLGQASM
TASPPGSLRASDVVVILNCSFSRPDRPASVHWFRNRGQGRVPYRESPHHHLAESF
LFLPQVSPMDSGPWGCILTYRDGFNVSIMYNLTVLGLLYPRGSEPKSCDKTHTSPP
SPAPELLGGSSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEY
HNAKTKPREEQYQSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

5 SEQ ID NO. 13:

Secuencia nucleotidica 4 variante del constructo humano CTLA-4 BsB = CD80E196A/S190AS201A(aa1-234)-G9-Lag-
3R316/75E(aa27-262-19G1aN596/297Q(aa240-471) humano
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ATGGGCCACACACGGAGGCAGGGAACATCACCATCCAAGTGTCCATACCTCAA
TTTCTTTCAGCTCTTGGTGCTGGCTGGTCTTTCTCACTTCTGTTCAGGTGTTATC
CACGTGACCAAGGAAGTGAAAGAAGTGGCAACGCTGTCCTGTGGTCACAATGT
TTCTGYFGAAGAGCTGGCACAAACTCGCATCTACTGGCAAAAGGAGAAGAAAAT
GGTGCTGACTATGATGTCTGGGGACATGAATATATGGCCCGAGTACAAGAACC
GGACCATCTTTGATATCACTAATAACCTCTCCATTGTGATCCTGGCTCTGCGCCC
ATCTGACGAGGGCACATACGAGTGTGTTGTTCTGAAGTATGAAAAAGACGCTTT
CAAGCGGGAACACCTGGCTGAAGTGACGTTATCAGTCAAAGCTGACTTCCCTAC
ACCTAGTATATCTGACTTTGAAATTCCAACTTCTAATATTAGAAGGATAATTTGCT
CAACCTCTGGAGGTTTTCCAGAGCCTCACCTCTCCTGGTTGGAAAATGGAGAAG
AATTAAATGCCATCAACACAACAGTTGCCCAAGATCCTGAAACTGCCCTCTATGC
TGTTGCCAGCAAACTGGATTTCAATATGACAACCAACCACAGCTTCATGTGTCTC
ATCAAGTATGGACATTTAAGAGTGAATCAGACCTTCAACTGGAATACAACCGGC
GETGGCGGCGGAGGCGETGGCEGTTCCGGAGCTGAGGTCCCGGTGGTGTGG
GCCCAGGAGGGGGCTCCTGCCCAGCTCCCCTGCAGCCCCACAATCCCCCTCC
AGGATCTCAGCCTTCTGCGAAGAGCAGGGGTCACTTGGCAGCATCAGCCAGAC
AGTGGCCCGCCCGCTGCCGCCCCCGGCCATCCCCTGGCCCCCGGCCCTCACC
CGGCGGCGCCCTCCTCCTGGGGGCLCCAGGCCCGAGCGCTACACGGTGCTGAG
CGTGGGTCCCGGAGGCCTGCGCAGCGGGAGGCTGCCCCTGCAGCCCCGLGT
CCAGCTGGATGAGCGCGGCCGGCAGCCCGGGGACTTCTCGCTATGGCTGCGE
CCAGCCCGGCGCGCGGACGCCGGCGAGTACCGCGCCGLCGGTGCACCTCAGG
GACCGCGCCCTCTCCTGCCGCCTCCGTCTGCGCCTGGGCCAGGCLCTCGATGA
CTGCCAGCCCCCCAGGATCTCTCAGAGCCTCCCGACTGGGTCATTTTGAACTGCT
CCTTCAGCCGCCCTGACCGCCCAGCCTCTGTGCATTGGTTTCGGAACCGGGGC
CAGGGCCCAGTCCCTGTCCGGGAGTCCCCCCATCACCACTTAGCGGAAAGCTT
CCTCTTCCTGCCCCAAGTCAGCCCCATGGACTCTGGGCCCTGGGGCTGCATCC
TCACCTACAGAGATGGCTTCAACGTCTCCATCATGTATAACCTCACTGTTCTGG
GTCTGCTGGTGCCCCGGGGCTCCGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACA
AGCCCACCGAGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGATCCTCAGTCTTCCTCTT
CCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACAT
GCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTAC
GTGGACGGCGTGGAGGTCCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGT
ACCAGAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGG
CTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCC
CATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGT
ACACCCTGCCCCCATCTCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACC
TGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAA
TGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACG
GCTCCTTCTTCCTATACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAG
GGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACG
CAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA
SEQ ID NO. 14:

Secuencia proteica 4 traducida variante del constructo humano CTLA-4 BsB = CD80E196A/S190AS201A(aa1-234)-
5 G9-Lag-3R316/75E(aa27-262-19G1aN596/297Q(aa240-471) humano
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MGHTRRQGTSPSKCPYLNFFQLLVLAGLSHFCSGVIHVTKEVKEVATLSCGHNVYSY
EELAQTRIYWQKEKKMYLTMMSGDMNIWPEYKNRTIFDITNNLSIVILALRPSDEGTY
ECVVLKYEKDAFKREHLAEVTLSVKADFPTPSISDFEIPTSNIRRIICSTSGGFPEPHL
SWLENGEELNAINTTVAQDPETALYAVASKLDFNMTTNHSFMCLIKYGHLRVYNQTF
NWNTTGGGGGGGGGSGAEVPYVWAQEGAPAQLPCSPTIPLQDLSLLRRAGVTIN
QHQPDSGPPAAAPGHPLAPGPHPAAPSSWGPRPERYTVLSVGPGGLRSGRLPLQ
PRVQLDERGRQRGDFSLWLRPARRADAGEYRAAVHLRDRALSCRLRLRLGQASM
TASPPGSLRASDWVILNCSFSRPDRPASYVHWFRNRGQGRVPVRESPHHHLAESFL
FLPQVSPMDSGPWGCILTYRDGFNVSIMYNLTVLGLLYPRGSEPKSCDKTHTSPPS
PAPELLGGSSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYQSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPARIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO. 15
CD80 humano

MGHTRRQGTS PSKCPYLNFF QLLYLAGLSH FCSGVIHVTK EVKEVATLSC
GHNVSVEELA QTRIYWQKEK KMVLTMMSGD MNIWPEYKNR TIFDITNNLS
IVILALRPSD EGTYECVVLK YEKDAFKREH LAEVTLSVKA DFPTPSISDF
EIPTSNIRRI ICSTSGGFPE PHLSWLENGE ELNAINTTVS QDPETELYAV
SSKLDFNMTT NHSFMCLIKY GHLRYNQTFN WNTTKQEHFP DNLLPSWAIT
LISVNGIFVI CCLTYCFAPR CRERRRNERL RRESVYRPYV

SEQID NO. 16
ADN de BsBA (CD80wa-Fc) = CD80w88a(aa1-235)-1gG2a(aa241-474) de raton

Secuencia nucleotidica del constructo sustituto de ratéon (BsBA; CD80wa-Fc):
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ATGGCTTGCAATTGTCAGTTGATGCAGGATACACCACTCCTCAAGTTTCCATGTC
CAAGGCTCATTCTTCTCTTTGTGCTGCTGATTCGTCTTTCACAAGTGTCTTCAGA
TGTTGATGAACAACTGTCCAAGTCAGTGAAAGATAAGGTATTGCTGCCTTGCCG

TTACAACTCTCCTCATGAAGATGAGTCTGAAGACCGAATCTACTGGCAAAAACAT
GACAAAGTGGTGCTGTCTGTCATTGCTGGGAAACTAAAAGTGGCGCCCGAGTAT
AAGAACCGGACTTTATATGACAACACTACCTACTCTCTTATCATCCTGGGCCTGG
TCCTTTCAGACCGGGGCACATACAGCTGTGTCGTTCAAAAGAAGGAAAGAGGAA
CGTATGAAGTTAAACACTTGGCTTTAGTAAAGTTGTCCATCAAAGCTGACTTCTC
TACCCCCAACATAACTGAGTCTGGAAACCCATCTGCAGACACTAAAAGGATTAC

CTGCTTTGCTTCCGGGGGTTTCCCAAAGCCTCGCTTCTCTTGGTTGGAAAATGE
AAGAGAATTACCTGGCATCAATACGACAATTTCCCAGGATCCTGAATCTGAATTG
TACACCATTAGTAGCCAACTAGATTTCAATACGACTCGCAACCACACCATTAAGT
GTCTCATTAAATATGGAGATGCTCACGTGTCAGAGGACTTCACCTGGGAGCCCA
GAGGGCCCACAATCAAGCCCTGTCCTCCATGCAAATGCCCAGCACCTAACCTCT
TGGGTGGACCATCCGTCTTCATCTTCCCTCCAAAGATCAAGGATGTACTCATGA

TCTCCCTGAGCCCCATGGTCACATGTGTGGTGGTGGATGTGAGCGAGGATGAC
CCAGATGTCCAGATCAGCTGGTTCGTGAACAACGTGGAAGTACTCACAGCTCAG
ACACAAACCCATAGAGAGGATTACAACAGTACTCTCCGGGTGGTCAGTGCCCTC
CCCATCCAGCACCAGGACTGGATGAGTGGCAAGGAGTTCAAATGCAAGGTCAA
CAACAAAGCCCTCCCAGCGCCCATCGAGAGAACCATCTCAAAACCCAAAGGGT

CAGTAAGAGCTCCACAGGTATATGTCTTGCCTCCACCAGAAGAAGAGATGACTA
AGAAACAGGTCACTCTGACCTGCATGGTCACAGACTTCATGCCTGAAGACATTT

ACGTGGAGTGGACCAACAACGGGAAAACAGAGCTAAACTACAAGAACACTGAA

CCAGTCCTGGACTCTGATGGTTCTTACTTCATGTACAGCAAGCTGAGAGTGGAA
AAGAAGAACTGGGTGGAAAGAAATAGCTACTCCTGCTCAGTGGTCCACGAGGG

TCTGCACAATCACCACACGACTAAGAGCTTCTCCCGGACTCCGGGTAAAGGCG

GTGGCGGCGGAGGCGGTGGCGGTGGGCCTGGGAAAGAGCTGGGTCTGGAGC
CCGTAGCCCACCATCACCATCATCACTGA

SEQID NO. 17
Proteina de BsBA (CD80wa-Fc) = CD80w88a(aa1-235)-19G2a(aa241-474) de ratén

Secuencia proteica traducida del constructo sustituto de ratén (BsBA; CD80wa-Fc):

MACNCQLMQDTPLLKFPCPRLILLFVLLIRLSQVSSDVDEQLSKSVKDKVLLPCRYN
SPHEDESEDRIYWQKHDKYVLSVIAGKLKVAPEYKNRTLYDNTTYSLIILGLVLSDRG
TYSCVVQKKERGTYEVKHLALVKLSIKADFSTPNITESGNPSADTKRITCFASGGFPK
PRFSWLENGRELPGINTTISQDPESELYTISSQLDFNTTRNHTIKCLIKYGDAHVSED
FTWEPRGPTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPMVTCVVVDVSE
DDPDVQISWFVNNVEVLTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQHQDWMSGKEFKCKY
NNKALPAPIERTISKPKGSVRAPQVYVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVTDFMPEDIYVE
WTNNGKTELNYKNTEPVLDSDGSYFMYSKLRVEKKNWVERNSYSCSVVHEGLHN
HHTTKSFSRTPGKGGGGGGGGGGPGKELGLEPVAHHHHHH
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<223> Secuencia nucleotidica de constructo sustituto de ratén (Gen 2)

<400> 3

atggcttgca
ctcattcttce
caactgtcca
gaagatgagt
attgctggga

acctactcte

attgtcagtt
tctttgtget
agtcagtgaa
ctgaagaccg
aactaaaagt

ttatcatcct

gatgcaggat
gctgattegt
agataaggta
aatctactgg
ggcgceegag

gggcctggte

acaccactcc
ctttcacaag
ttgectgecett
caaaaacatg
tataagaacc

ctttcagace

48

tcaagtttcc
tgtcttcaga
gccgttacaa
acaaagtggt
ggactttata

ggggcacata

Leu Ser

Ser Pro

Ser Phe
640

Gln Asn
655

Thr Phe

Gly Cys

Asn Leu

His

atgtccaagg
tgttgatgaa
ctctecctcat
gctgtectgte
tgacaacact

cagctgtgte

60

120

180

240

300

360



gttcaaaaga
atcaaagctg
aaaaggatta
aatggaagag
tacaccatta
attaaatatg
ggtggceggtyg
catcttcecct
gttatctgge
caccagggga
gctccaggag
cgcggectee
ggcgagtacc
cgcgteggece
gtccttttga
ggccagaacc
ttactgececee
gatggcttca
cccagagggce
ggtggaccat
agccccatgg
agctggttcg
tacaacagta
ggcaaggagt
atctcaaaac
gaagagatga
gacatttacg
ccagtecctgg
aactgggtgg
cacacgacta
<210>4
<211>712
<212> PRT

aggaaagagg
acttctctac
cctgetttge
aattacctgg
gtagccaact
gagatgctca
ggcctgggaa
gcagcctcaa
aacatcaacc
tgcectegece
gcctgegeag
agcgegggga
acgccaccgt
aggcctcgat
actgctccett
gagtgcctgt
aagtcagccc
atgtctccat
ccacaatcaa
ccgtecttcat
tcacatgtgt
tgaacaacgt
ctctcegggt
tcaaatgcaa
ccaaagggtc
ctaagaaaca
tggagtggac
actctgatgg
aaagaaatag

agagcttctce

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2810424 T3

aacgtatgaa
ccccaacata
ttecegggggt
catcaatacg
agatttcaat
cgtgtcagag
agagctccce
atcccccaac
agacagtggc
tagacaaccc
cgggaggcag
cttctctetg
gcgecteceg
gattgctagt
cagccgtcect
ctacaactca
cctggactcet
cacgtacaac
gceccetgtect
cttcecteca
ggtggtggat
ggaagtactc
ggtcagtgcce
ggtcaacaac
agtaagagct
ggtcactctg
caacaacggg
ttcttactte
ctactcctge

ccggactceceg

gttaaacact
actgagtctg
ttecccaaage
acaatttccc
acgactcgca
gacttcacct
gtggtgtggg
ctggatccta
caacccactc
gcacccggte
cccctgeatce
tggttgecgee
aaccgcgcecce
ccctcaggag
gaccgcccag
ccgegtcatt
gggacctggg
ctcaaggttc
ccatgcaaat
aagatcaagg
gtgagcgagg
acagctcaga
ctcececatce
aaagccctcce
ccacaggtat
acctgcatgg
aaaacagagc
atgtacagca
tcagtggtce

ggtaaatga

tggctttagt
gaaacccatc
ctcgettcete
aggatcctga
accacaccat
ggggcggtgg
cccaggaggg
actttctacg
ccatececegge
gctacacggt
cccacgtgea
cagctctgeg
tctecctgecag
tcctcaaget
tctectgtgea
ttttagctga
gctgtgtecct
tgggtctgga
gcccagcace
atgtactcat
atgacccaga
cacaaaccca
agcaccagga
cagcgcccat
atgtcttgec
tcacagactt
taaactacaa
agctgagagt

acgagggtct

aaagttgtcc
tgcagacact
ttggttggaa
atctgaattg
taagtgtctce
cggcggagge
agctccegte
aagaggaggg
ccttgacctt
gctgagegtg
gctggaggag
caccgatgcg
tctecegectg
gtctgattgg
ctggttccag
aactttcctg
cacctacaga
gcccgtagece
taacctcettg
gatctcectg
tgtccagatce
tagagaggat
ctggatgagt
cgagagaacc
tccaccagaa
catgcctgaa
gaacactgaa
ggaaaagaag

gcacaatcac

<223> Secuencia proteica traducida de constructo sustituto de raton (Gen 2)

49

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2139



<400> 4

Met

1

Pro

Gln

Lys

Glu

65

Ile

Tyr

Asp

Tyr

Phe

145

Lys

Ser

Ser

Phe

Ala

Cys

Val

Val

50

Asp

Ala

Asp

Arg

Glu

130

Ser

Arg

Trp

Gln

Asn
210

Cys

Pro

Ser

35

Leu

Arg

Gly

Asn

Gly

115

vVal

Thr

Ile

Leu

Asp

195

Thr

Asn

Arg

20

Ser

Leu

Ile

Lys

Thr

100

Thr

Lys

Pro

Thr

Glu

180

Pro

Thr

Cys

Leu

Asp

Pro

Tyr

Leu

85

Thr

Tyr

His

Asn

Cys

165

Asn

Glu

Arg

Gln

Ile

Val

Cys

Trp

70

Lys

Tyr

Ser

Leu

Ile

150

Phe

Gly

Ser

Asn

Leu

Leu

Asp

Arg

55

Gln

Val

Ser

Cys

Ala

135

Thr

Ala

Arg

Glu

His
215

Met

Leu

Glu

40

Tyr

Lys

Ala

Leu

vVal

120

Leu

Glu

Ser

Glu

Leu

200

Thr

ES 2810424 T3

Gln

Phe

25

Gln

Asn

His

Pro

Ile

105

val

val

Ser

Gly

Leu

185

Tyr

Ile

Asp

10

Vval

Leu

Ser

Asp

Glu

90

Ile

Gln

Lys

Gly

Gly

170

Pro

Thr

Lys

Thr

Leu

Ser

Pro

Lys

75

Tyr

Leu

Lys

Leu

Asn

155

Phe

Gly

Ile

Cys

50

Pro

Leu

Lys

His

60

Val

Lys

Gly

Lys

Ser

140

Pro

Pro

Ile

Ser

Leu
220

Leu

Ile

Ser

45

Glu

Val

Asn

Leu

Glu

125

Ile

Ser

Lys

Asn

Ser

205

Ile

Leu

Arg

Val

Asp

Leu

Arg

Val

110

Arg

Lys

Ala

Pro

Thr

190

Gln

Lys

Lys

15

Leu

Lys

Glu

Ser

Thr

95

Leu

Gly

Ala

Asp

Arg

175

Thr

Leu

Tyr

Phe

Ser

Asp

Ser

Val

80

Leu

Ser

Thr

Asp

Thr

160

Phe

Ile

Asp

Gly



Asp

225

Gly

Gly

Pro

Ser

Pro

305

Ala

Gln

Arg

Leu

Ala

385

Val

His

His

Asp

Val

Ala

Gly

Ala

Asn

Gly

290

Ser

Pro

Leu

Pro

Pro

370

Ser

Leu

Trp

Phe

Ser

450

Ser

His

Gly

Pro

Phe

275

Gln

Pro

Gly

Glu

Ala

355

Asn

Met

Leu

Phe

Leu

435

Gly

Ile

Val

Gly

vVal

260

Leu

Pro

Arg

Gly

Glu

340

Leu

Arg

Ile

Asn

Gln

420

Ala

Thr

Thr

Ser

Pro

245

His

Arg

Thr

Gln

Leu

325

Arg

Arg

Ala

Ala

Cys

405

Gly

Glu

Trp

Tyr

Glu

230

Gly

Leu

Arg

Pro

Pro

310

Arg

Gly

Thr

Leu

Ser

390

Ser

Gln

Thr

Gly

Asn

Asp

Lys

Pro

Gly

Ile

295

Ala

Ser

Leu

Asp

Ser

375

Pro

Phe

Asn

Phe

Cys

455

Leu

Phe

Glu

Cys

Gly

280

Pro

Pro

Gly

Gln

Ala

360

Cys

Ser

Ser

Arg

Leu

440

val

Lys

ES 2810424 T3

Thr

Leu

Ser

265

Val

Ala

Gly

Arg

Arg

345

Gly

Ser

Gly

Arg

Val

425

Leu

Leu

Val

Trp

Pro

250

Leu

Ile

Leu

Arg

Gln

330

Gly

Glu

Leu

Val

Pro

410

Pro

Leu

Thr

Leu

Gly

235

Val

Lys

Trp

Asp

Tyr

315

Pro

Asp

Tyr

Arg

Leu

395

Asp

Val

Pro

Tyr

Gly

51

Gly

Val

Ser

Gln

Leu

300

Thr

Leu

Phe

His

Leu

380

Lys

Arg

Tyr

Gln

Arg

460

Leu

Gly

Trp

Pro

His

285

His

Vval

His

Ser

Ala

365

Arg

Leu

Pro

Asn

val

445

Asp

Glu

Gly

Ala

Asn

270

Gln

Gln

Leu

Pro

Leu

350

Thr

val

Ser

Val

Ser

430

Ser

Gly

Pro

Gly

Gln

255

Leu

Pro

Gly

Ser

His

335

Trp

val

Gly

Asp

Ser

415

Pro

Pro

Phe

Val

Gly

240

Glu

Asp

Asp

Met

Val

320

Val

Leu

Arg

Gln

Trp

400

val

Arg

Leu

Asn

Ala



ES 2810424 T3

465 470 475 480

Pro Arg Gly Pro Thr Ile Lys Pro Cys Pro Pro Cys Lys Cys Pro Ala
485 490 495

Pro Asn Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Lys Ile
500 505 510

Lys Asp Val Leu Met Ile Ser Leu Ser Pro Met Val Thr Cys Val Val
515 520 525

Val Asp Val Ser Glu Asp Asp Pro Asp Val Gln Ile Ser Trp Phe Val
530 535 540

Asn Asn Val Glu Val Leu Thr Ala Gln Thr Gln Thr His Arg Glu Asp
545 550 555 560

Tyr Asn Ser Thr Leu Arg Val Val Ser Ala Leu Pro Ile Gln His Gln
565 570 575

Asp Trp Met Ser Gly Lys Glu Phe Lys Cys Lys Val Asn Asn Lys Ala
580 585 590

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Arg Thr Ile Ser Lys Pro Lys Gly Ser Val
595 600 605

Arg Ala Pro Gln Val Tyr Val Leu Pro Pro Pro Glu Glu Glu Met Thr
610 615 620

Lys Lys Gln Val Thr Leu Thr Cys Met Val Thr Asp Phe Met Pro Glu
625 630 635 640

Asp Ile Tyr Val Glu Trp Thr Asn Asn Gly Lys Thr Glu Leu Asn Tyr
645 650 655

Lys Asn Thr Glu Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Tyr Phe Met Tyr
660 665 670

Ser Lys Leu Arg Val Glu Lys Lys Asn Trp Val Glu Arg Asn Ser Tyr
675 680 685

Ser Cys Ser Val Val His Glu Gly Leu His Asn His His Thr Thr Lys
690 695 700

Ser Phe Ser Arg Thr Pro Gly Lys
705 710

<210>5

<211> 2160

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia nucleotidica de tipo salvaje de constructo humano de CTLA-4 BsB
52



<400> 5

atgggccaca
cagctcttgg
gaagtgaaag
caaactcgca
atgaatatat
attgtgatcc
tatgaaaaag
gacttcccta
atttgctcaa
gaattaaatg
agcagcaaac
ggacatttaa
ggtggeggtt
ctcecectgea
acttggcage
ccecggeccte
ctgagcgtgg
ctggatgagce
gcggacgecg
ctcegtetge
tccgactggg
tggtttcgga
gcggaaagcet
atcctcacct
ctgctggtge
tgcccagcac

gacaccctca

cacggaggca
tgetggctgg
aagtggcaac
tctactggca
ggcccgagta
tggctctgeg
acgctttcaa
cacctagtat
cctctggagg
ccatcaacac
tggatttcaa
gagtgaatca
ccggagctga
gccccacaat
atcagccaga
acccggegge
gtccecggagg
gcggecggea
gcgagtaccg
gcctgggeca
tcattttgaa
accggggcca
tcctettect
acagagatgg
ccecggggete
ctgaactcct

tgatctceeg

ES 2810424 T3

gggaacatca
tctttctcac
gctgtcecetgt
aaaggagaag
caagaaccgg
cccatctgac
gcgggaacac
atctgacttt
ttttccagag
aacagtttcc
tatgacaacc
gaccttcaac
ggtceceggtg
ccecectecag
cagtggcccg
gcecctectee
cctgegecage
gcgeggggac
cgccgeggtg
ggcctcgatg
ctgctcctte
gggccgagte
gcceccaagte
cttcaacgtce
cgagcccaaa

ggggggaccg

gacccctgag

ccatccaagt
ttctgttecag
ggtcacaatg
aaaatggtgc
accatctttg
gagggcacat
ctggctgaag
gaaattccaa
cctcacctcet
caagatcctg
aaccacagct
tggaatacaa
gtgtgggccc
gatctcagcc
cccgetgeeg
tgggggccca
gggaggctge
ttctecgetat
cacctcaggg
actgccagce
agccgceccectg
cctgtcecggg
agccccatgg
tccatcatgt
tcttgtgaca
tcagtcttcece

gtcacatgcg

53

gtccatacct
gtgttatcca
tttctgttga
tgactatgat
atatcactaa
acgagtgtgt
tgacgttatc
cttctaatat
cctggttgga
aaactgagct
tcatgtgtct
ccggeggtgyg
aggagggggc
ttctgcgaag
ccceceggeca
ggcccegecg
ccctgecagece
ggctgecgecce
accgcgecct
ccccaggatce
accgcccagce
agtccccccea
actctgggece
ataacctcac
aaactcacac
tctteccecee

tggtggtgga

caatttcttt
cgtgaccaag
agagctggca
gtctggggac
taacctctce
tgttctgaag
agtcaaagct
tagaaggata
aaatggagaa
ctatgctgtt
catcaagtat
cggcggaggce
tecectgececag
agcaggggtc
tcecectggece
ctacacggtg
ccgegtecag
agcccggcge
ctcetgecge
tctcagagcce
ctctgtgecat
tcaccactta
ctggggctge
tgttctgggt
atgcccaccg
aaaacccaag

cgtgagccac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



10

gaagaccctg
acaaagccgce
ctgcaccagg
ccagccccca
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggctc
<210> 6
<211>719
<212> PRT
<213> Secuen

<220>

aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatceteg
tctatcccag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaacca

cia artificial

ES 2810424 T3

caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggatgagctg
cgacatcgcce
tcecegtgetg
caggtggcag

ctacacgcag

gtggacggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
caggggaacg

aagagcctct

tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctccettcett
tcttecteatg

ccetgtetec

taatgccaag
cctcaccgte
caaagccctce
accacaggtg
gacctgectg
gcagccggag
cctatacagce
ctccgtgatg

gggtaaatga

1680

1740

1800

1860

13520

13980

2040

2100

2160

<223> Secuencia proteica traducida de tipo salvaje de constructo humano de CTLA-4 BsB

<400> 6

Met Gly His
1

Leu Asn Phe

Ser Gly Val

35

Ser Cys

50

Tyr
65

Trp

Met Asn Ile

Asn Asn

Thr Tyr

115

Glu His

Gly

Gln

Leu

Glu

Leu

Thr Arg Arg

Phe
20

Gln

Ile

His

His

Glu

Lys

Pro
85

Trp

Ser Ile

100

Cys Val

Ala

Leu

val

Asn Val

Lys

70

Glu

val

Val

Glu Val

Gln Gly

Leu Val

Thr

Leu Ala

Ser Pro

10

Gly

25

Thr Lys

40

Ser Val
55

Lys Met

Tyr Lys

Ile

Leu Lys

120

Thr Leu

Glu Val

Glu

vVal

Asn Arg

Leu Ala

105

Tyr

Ser Val

Lys
Glu

Leu

Thr
75

Leu

Thr

Leu Arg

Glu

Lys

Lys

54

Ser Lys Cys

His
30

Leu Ser

Glu Val
45

Ala

Ala Thr

60

Gln

Met Met Ser

Ile Phe Asp

Pro Ser Asp

110

Asp Ala Phe

125

Ala Asp Phe

Pro
15

Tyr

Phe Cys

Thr Leu

Arg Ile

Gly Asp

Ile Thr

95

Glu Gly

Lys

Arg

Pro Thr



Pro

145

Ile

Glu

Pro

Thr

val

225

Gly

Pro

Leu

Pro

Ala

305

Ser

Arg

Trp

val

130

Ser

Cys

Asn

Glu

Thr

210

Asn

Gly

Ala

Leu

Pro

290

Ala

val

val

Leu

His
370

Ile

Ser

Gly

Thr

195

Asn

Gln

Gly

Gln

Arg

275

Ala

Pro

Gly

Gln

Arg

355

Leu

Ser

Thr

Glu

180

Glu

His

Thr

Ser

Leu

260

Arg

Ala

Ser

Pro

Leu

340

Pro

Arg

Asp

Ser

165

Glu

Leu

Ser

Phe

Gly

245

Pro

Ala

Ala

Ser

Gly

325

Asp

Ala

Asp

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Phe

Asn

230

Ala

Cys

Gly

Pro

Trp

310

Gly

Glu

Arg

Arg

135

Glu

Gly

Asn

Ala

Met
215

Trp

Glu

Ser

Val

Gly

295

Gly

Leu

Arg

Arg

Ala
375

Ile

Phe

Ala

Val

200

Cys

Asn

val

Pro

Thr

280

His

Pro

Arg

Gly

Ala

360

Leu

ES 2810424 T3

Pro

Pro

Ile

185

Ser

Leu

Thr

Pro

Thr

265

Trp

Pro

Arg

Ser

Arg

345

Asp

Ser

Thr

Glu

170

Asn

Ser

Ile

Thr

Trp

250

Ile

Gln

Leu

Pro

Gly

330

Gln

Ala

Cys

Ser

155

Pro

Thr

Lys

Lys

Gly

235

Trp

Pro

His

Ala

Arg

315

Arg

Arg

Gly

Arg

55

140

Asn

His

Thr

Leu

Tyr

220

Gly

Ala

Leu

Gln

Pro

300

Arg

Leu

Gly

Glu

Leu
380

Ile

Leu

Val

Asp

205

Gly

Gly

Gln

Gln

Pro

285

Gly

Tyr

Pro

Asp

Tyr

365

Arg

Arg

Ser

Ser

190

Phe

His

Gly

Glu

Asp

270

Asp

Pro

Thr

Leu

Phe

350

Arg

Leu

Arg

Trp

175

Gln

Asn

Leu

Gly

Gly

255

Leu

Ser

His

Val

Gln

335

Ser

Ala

Arg

Ile

160

Leu

Asp

Met

Arg

Gly

240

Ala

Ser

Gly

Pro

Leu

320

Pro

Leu

Ala

Leu



Gly

385

Asp

Ala

Arg

Gln

Arg

465

Leu

Thr

Phe

Pro

Val

545

Thr

Val

Cys

Ser

Pro
625

Gln

val

Ser

Glu

val

450

Asp

Leu

Cys

Leu

Glu

530

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

610

Ser

Ala

Val

Val

Ser

435

Ser

Gly

Val

Pro

Phe

515

Val

Phe

Pro

Thr

Val

595

Ala

Arg

Ser

Val

His

420

Pro

Pro

Phe

Pro

Pro

500

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

580

Ser

Lys

Asp

Met

Ile

405

Trp

His

Met

Asn

Arg

485

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

565

Leu

Asn

Gly

Glu

Thr

390

Leu

Phe

His

Asp

Val

470

Gly

Pro

Lys

val

Tyr

550

Glu

His

Lys

Gln

Leu
630

Ala

Asn

Arg

His

Ser

455

Ser

Ser

Ala

Pro

Val

535

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

615

Thr

Ser

Cys

Asn

Leu

440

Gly

Ile

Glu

Pro

Lys

520

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

600

Arg

Lys

ES 2810424 T3

Pro

Ser

Arg

425

Ala

Pro

Met

Pro

Glu

505

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

585

Pro

Glu

Asn

Pro

Phe

410

Gly

Glu

Trp

Tyr

Lys

490

Leu

Thr

val

Val

Ser

570

Leu

Ala

Pro

Gln

Gly

395

Ser

Gln

Ser

Gly

Asn

475

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

555

Thr

Asn

Pro

Gln

Val
635

Ser

Arg

Gly

Phe

Cys

460

Leu

Cys

Gly

Met

His

540

Val

Tyr

Gly

Ile

val

620

Ser

56

Leu

Pro

Arg

Leu

445

Ile

Thr

Asp

Gly

Ile

525

Glu

His

Arg

Lys

Glu

605

Tyr

Leu

Arg

Asp

Val

430

Phe

Leu

Val

Lys

Pro

510

Ser

Asp

Asn

val

Glu

590

Lys

Thr

Thr

Ala

Arg

415

Pro

Leu

Thr

Leu

Thr

495

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

575

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

400

Pro

Val

Pro

Tyr

Gly

480

His

Val

Thr

Glu

Lys

560

Ser

Lys

ITle

Pro

Leu
640
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Val Lys

Gly Gln

Asp Gly
675

Trp Gln
690

His Asn His

705
<210>7
<211> 2160
<212> ADN

Gly

Pro

Ser

Gln

Phe Tyr

645

660

Phe Phe

Tyr Thr

Pro

Glu Asn Asn

Leu

Gly Asn Val

Gln

Ser Asp
Tyr

Lys

Ser
680

Tyr

Phe
695

Ser

Lys Ser

710

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2810424 T3

Ile Ala Val

650

Thr
665

Thr Pro

Lys Leu Thr

Ser Val

Cys

Leu
715

Leu Ser

Glu Trp

Pro Val

Val Asp

685

Met
700

His

Ser Pro

Glu

Lys

Glu

Gly

Ser Asn
655

Leu Asp Ser
670

Ser Arg

Ala Leu

Lys

<223> Secuencia nucleotidica variante 1 de constructo humano de CTLA-4 BsB

<400>7

atgggccaca
cagctcttgg
gaagtgaaag
caaactcgca
atgaatatag
attgtgatcc
tatgaaaaag
gacttceccta
atttgctcaa
gaattaaatg
agcagcaaac
ggacatttaa
ggtggcggtt
ctcecectgea
acttggcagce
ccecggeccte

ctgagcgtgg

cacggaggca
tgctggetgg
aagtggcaac
tctactggca
ccececcgagta
tggctctgeg
acgctttcaa
cacctagtat
cctetggagg
ccatcaacac
tggatttcaa
gagtgaatca
ccggagectga
gccccacaat
atcagccaga
acccggegge

gtccecggagg

gggaacatca
tectttctcac
gctgtectgt
aaaggagaag
caagaaccgg
cccatctgac
gcgggaacac
atctgacttt
ttttccagag
aacagttgcce
tatgacaacc
gaccttcaac
ggtcceggtg
cceectecag
cagtggecceg
gcectectee

cctgecgecage

ccatccaagt
ttctgttcag
ggtcacaatg
aaaatggtgc
accatctttg
gagggcacat
ctggctgaag
gaaattccaa
cctcacctct
caagatcctg
aaccacagct
tggaatacaa
gtgtgggcce
gatctcagece
ccecgetgecg
tgggggccca

gggaggctge

57

gtccatacct
gtgttatcca
tttetgttga
tgactatgat
atatcactaa
acgagtgtgt
tgacgttatc
cttctaatat
cctggttgga
aaactgagct
tcatgtgtct
ceggeggtgg
aggagggggc
ttctgecgaag
cccceggeca
ggcccgageg

ccctgecagec

caatttecttt
cgtgaccaag
agagctggca
gtctggggac
taacctctce
tgttctgaag
agtcaaagct
tagaaggata
aaatggagaa
ctatgectgtt
catcaagtat
cggcggaggce
tcctgeccag
agcaggggtce
tcceectggee
ctacacggtg

ccgegtecag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
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ctggatgagc
gcggacgecg
ctcegtetge
tccgactggg
tggtttcgga
gcggaaagct
atcctcacct
ctgetggtge
agcccagcac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccgce
ctgcaccagg
ccagccccca
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggctc
<210>8
<211>719
<212> PRT

gcggccggea
gcgagtaccg
gcctgggeca
tcattttgaa
accggggcca
tcctettect
acagagatgg
cceggggete
ctgaactcct
tgatctceceg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatecteg
tctatceccag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaacca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia proteica traducida variante 1 de constructo humano de CTLA-4 BsB

<400> 8

ES 2810424 T3

gcgeggggac
cgccgeggtyg
ggcctcecgatg
ctgctcctte
gggccgagte
gccccaagte
cttcaacgtce
cgagcccaaa
ggggggatcc
gacccctgag
caactggtac
gtaccagagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggatgagctg
cgacatcgcee
tccegtgetg
caggtggcag

ctacacgcag

ttctecgetat
cacctcaggg
actgccagcece
agccgcecctg
cctgteeggg
agccccatgg
tccatcatgt
tcttgtgaca
tcagtcttce
gtcacatgcg
gtggacggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggce
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg

caggggaacg

aagagcctct

ggctgegece
accgegcecct
ccccaggatc
accgcccagce
agtcccccceca
actctgggcece
ataacctcac
aaactcacac
tcttccecce
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctecttett
tcttctcatg

ccetgtetec

agcccggcgce
ctecctgeege
tctcagagcce
ctctgtgecat
tcaccactta
ctggggetge
tgttctgggt
aagcccaccg
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcaccgte
caaagccctce
accacaggtg
gacctgectg
gcagccggag
cctatacagce
ctccgtgatg

gggtaaatga

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

1

5

10

15

Leu Asn Phe Phe Gln Leu Leu Val Leu Ala Gly Leu Ser His Phe Cys
25

20

30

Ser Gly Val Ile His Val Thr Lys Glu Val Lys Glu Val Ala Thr Leu

35

40

58

45

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



Ser

Tyr

65

Met

Asn

Thr

Glu

Pro

145

Ile

Glu

Pro

Thr

Val

225

Gly

Ala

Ser

Gly

Cys

50

Trp

Asn

Asn

Tyr

His

130

Ser

Cys

Asn

Glu

Thr

210

Asn

Gly

Pro

Leu

Pro
290

Gly

Gln

Ile

Leu

Glu

115

Leu

Ile

Ser

Gly

Thr

195

Asn

Gln

Gly

Ala

Leu

275

Pro

His

Lys

Ala

Ser

100

Cys

Ala

Ser

Thr

Glu

180

Glu

His

Thr

Ser

Gln

260

Arg

Ala

Asn

Glu

Pro

85

Ile

val

Glu

Asp

Ser

165

Glu

Leu

Ser

Phe

Gly

245

Leu

Arg

Ala

Val

Lys

70

Glu

vVal

val

vVal

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Phe

Asn

230

Ala

Pro

Ala

Ala

Ser

55

Lys

Tyr

Ile

Leu

Thr

135

Glu

Gly

Asn

Ala

Met

215

Trp

Glu

Cys

Gly

Pro
295

Vval

Met

Lys

Leu

Lys

120

Leu

Ile

Phe

Ala

val

200

Cys

Asn

Val

Ser

val

280

Gly

ES 2810424 T3

Glu

Val

Asn

Ala

105

Tyr

Ser

Pro

Pro

Ile

185

Ser

Leu

Thr

Pro

Pro

265

Thr

His

Glu

Leu

Arg

Leu

Glu

Val

Thr

Glu

170

Asn

Ser

Ile

Thr

vVal

250

Thr

Trp

Pro

Leu

Thr

75

Thr

Arg

Lys

Lys

Ser

155

Pro

Thr

Lys

Lys

Gly

235

Val

Ile

Gln

Leu

Ala

60

Met

Ile

Pro

Asp

Ala

140

Asn

His

Thr

Leu

Tyr

220

Gly

Trp

Pro

His

Ala
300

59

Gln

Met

Phe

Ser

Ala

125

Asp

Ile

Leu

Vval

Asp

205

Gly

Gly

Ala

Leu

Gln

285

Pro

Thr

Ser

Asp

Asp

110

Phe

Phe

Arg

Ser

Ala

190

Phe

His

Gly

Gln

Gln

270

Pro

Gly

Arg

Gly

Ile

95

Glu

Lys

Pro

Arg

Trp

175

Gln

Asn

Leu

Gly

Glu

255

Asp

Asp

Pro

Ile

Asp

Thr

Gly

Arg

Thr

Ile

160

Leu

Asp

Met

Arg

Gly

240

Gly

Leu

Ser

His



Pro

305

Leu

Pro

Leu

Ala

Leu

385

Ser

Ala

Arg

Gln

Arg

465

Leu

Thr

Phe

Pro

Val
545

Ala

Ser

Arg

Trp

val

370

Gly

Asp

Ser

Glu

Val

450

Asp

Leu

Ser

Leu

Glu

530

Lys

Ala

Val

Val

Leu

355

His

Gln

Trp

Val

Ser

435

Ser

Gly

Val

Pro

Phe

515

val

Phe

Pro

Gly

Gln

340

Arg

Leu

Ala

val

His

420

Pro

Pro

Phe

Pro

Pro

500

Pro

Thr

Asn

Ser

Pro

325

Leu

Pro

Arg

Ser

Ile
405

Trp

His

Met

Asn

Arg

485

Ser

Pro

Cys

Trp

Ser

310

Gly

Asp

Ala

Asp

Met

390

Leu

Phe

His

Asp

Val

470

Gly

Pro

Lys

vVal

Tyr
550

Trp

Gly

Glu

Arg

Arg

375

Thr

Asn

Arg

His

Ser

455

Ser

Ser

Ala

Pro

vVal

535

val

Gly

Leu

Arg

Arg

360

Ala

Ala

Cys

Asn

Leu

440

Gly

Ile

Glu

Pro

Lys

520

val

Asp

ES 2810424 T3

Pro

Arg

Gly

345

Ala

Leu

Ser

Ser

Arg

425

Ala

Pro

Met

Pro

Glu

505

Asp

Asp

Gly

Arg

Ser

330

Arg

Asp

Ser

Pro

Phe

410

Gly

Glu

Trp

Tyr

Lys

490

Leu

Thr

val

val

Pro

315

Gly

Gln

Ala

Cys

Pro

395

Ser

Gln

Ser

Gly

Asn

475

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu
555

Glu

Arg

Arg

Gly

Arg

380

Gly

Arg

Gly

Phe

Cys

460

Leu

Cys

Gly

Met

His

540

Val

60

Arg

Leu

Gly

Glu

365

Leu

Ser

Pro

Arg

Leu

445

Ile

Thr

Asp

Gly

Ile

525

Glu

His

Tyr

Pro

Asp

350

Tyr

Arg

Leu

Asp

Val

430

Phe

Leu

vVal

Lys

Ser

510

Ser

Asp

Asn

Thr

Leu

335

Phe

Arg

Leu

Arg

Arg

415

Pro

Leu

Thr

Leu

Thr

495

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

320

Gln

Ser

Ala

Arg

Ala

400

Pro

Val

Pro

Tyr

Gly

480

His

Val

Thr

Glu

Lys
560
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Thr

val

Cys

Ser

Pro

625

val

Gly

Asp

Trp

His
705

Lys

Leu

Lys

Lys

610

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

690

Asn

<210>9

Pro

Thr

Val

595

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

675

Gln

His

Arg

val

580

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

660

Phe

Gly

Tyr

Glu

565

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

645

Asn

Phe

Asn

Thr

Glu

His

Lys

Gln

Leu

630

Pro

Asn

Leu

val

Gln
710

Gln

Gln

Ala

Pro

615

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

695

Lys

Tyr

Asp

Leu

600

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

680

Ser

Ser

<211> 2160
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2810424 T3

Gln Ser Thr

570

Trp Leu Asn

585

Pro Ala Pro

Glu Pro Gln

Gln Val

635

Asn

Ile Ala

650

Val

Thr
665

Thr Pro

Lys Leu Thr

Cys Ser Val

Leu
715

Leu Ser

Tyr Arg Val

Glu
590

Gly Lys

Ile Glu

605

Lys

vVal Thr

620

Tyr

Ser Leu Thr

Glu Trp Glu

Val Leu

670

Pro

Val Asp

685

Lys

Met
700

His Glu

Ser Pro Gly

val
575

Ser
Tyr Lys
Thr Ile
Pro

Leu

Leu
640

Cys

Ser Asn

655

Asp Ser

Ser Arg
Ala

Leu

Lys

<223> Secuencia nucleotidica variante 2 de constructo humano de CTLA-4 BsB

<400>9

atgggccaca
cagctcttgg
gaagtgaaag
caaactcgca
atgaatatag

attgtgatcce

cacggaggca
tgctggctgg
aagtggcaac
tctactggca
ccececgagta

tggctctgeg

gggaacatca
tctttctcac
gctgtectgt
aaaggagaag
caagaaccgg

cccatctgac

ccatccaagt
ttctgttcag
ggtcacaatg
aaaatggtgc
accatctttg

gagggcacat

61

gtccatacct
gtgttatcca
tttetgttga
tgactatgat
atatcactaa

acgagtgtgt

caatttcttt
cgtgaccaag
agagctggca
gtctggggac
taacctctce

tgttctgaag

60

120

180

240

300

360



tatgaaaaag
gacttcccta
atttgctcaa
gaattaaatg
gccagcaaac
ggacatttaa
ggtggeggtt
ctcecectgea
acttggcagc
ccecggeccte
ctgagcgtgg
ctggatgagce
gcggacgcecg
ctcegtetge
tccgactggg
tggtttcgga
gcggaaagcet
atcctcacct
ctgctggtge
agcccagcac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccgc
ctgcaccagg
ccagccccca
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggctc
<210> 10
<211>719
<212> PRT

acgctttcaa
cacctagtat
cctectggagg
ccatcaacac
tggatttcaa
gagtgaatca
ccggagcectga
gccccacaat
atcagccaga
acccggegge
gtcceggagg
gcggecggea
gcgagtaccg
gcctgggeca
tcattttgaa
accggggcca
tcctettect
acagagatgg
ccecggggcete
ctgaactcct
tgatctceeg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
cccecatcteg
tctatcccag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaacca

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2810424 T3

gcgggaacac
atctgacttt
tttteccagag
aacagttgcc
tatgacaacc
gaccttcaac
ggtccceggtg
ccccctecag
cagtggcccg
gcectectee
cctgegecage
gcgeggggac
cgccgeggtg
ggcctcgatg
ctgctcctte
gggccgagte
gcceccaagtce
cttcaacgtc
cgagcccaaa
ggggggatcc
gacccctgag
caactggtac
gtaccagagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggatgagctg
cgacatcgce
tcecegtgetg
caggtggcag

ctacacgcag

ctggctgaag
gaaattccaa
cctcacctcet
caagatcctg
aaccacagct
tggaatacaa
gtgtgggccc
gatctcagcce
cccgetgeecg
tgggggccca
gggaggctge
ttctegetat
cacctcaggg
actgccagce
agccgceccectg
cctgtceggg
agccccatgg
tccatcatgt
tcttgtgaca
tcagtcttce
gtcacatgcg
gtggacggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggce
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
caggggaacg

aagagcctct

tgacgttatc
cttctaatat
cctggttgga
aaactgagct
tcatgtgtct
ccggeggtgg
aggagggggc
ttctgecgaag
ccceceggeca
ggcccgageg
ccctgecagee
ggctgegece
accgcgecct
ccccaggatce
accgcccagce
agtccccccea
actctgggece
ataacctcac
aaactcacac
tcttecceee
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagcegt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gcteccttett
tcttctecatg

ccctgtetee

agtcaaagct
tagaaggata
aaatggagaa
ctatgctgtt
catcaagtat
cggcggaggce
tcctgececag
agcaggggtc
tcecectggece
ctacacggtg
ccgegtcecag
agcccggcge
ctcetgecge
tctcagagcce
ctctgtgcat
tcaccactta
ctggggctge
tgttctgggt
aagcccaccg
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcaccegte
caaagccctce
accacaggtg
gacctgectg
gcagccggag
cctatacage
ctcegtgatg

gggtaaatga

<223> Secuencia proteica traducida variante 2 de constructo humano de CTLA-4

62

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



<400> 10

Met

1

Leu

Ser

Ser

Tyr

65

Met

Asn

Thr

Glu

Pro

145

Ile

Glu

Pro

Thr

Gly

Asn

Gly

Cys

50

Trp

Asn

Asn

Tyr

His

130

Ser

Cys

Asn

Glu

Thr
210

His

Phe

Val

35

Gly

Gln

Ile

Leu

Glu

115

Leu

Ile

Ser

Gly

Thr

195

Asn

Thr

Phe

20

Ile

His

Lys

Ala

Ser

100

Cys

Ala

Ser

Thr

Glu

180

Glu

His

Arg

Gln

His

Asn

Glu

Pro

85

Ile

val

Glu

Asp

Ser

165

Glu

Leu

Ser

Leu

Val

Vval

Lys

70

Glu

Val

val

val

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Phe

Gln

Leu

Thr

Ser

55

Lys

Tyr

Ile

Leu

Thr

135

Glu

Gly

Asn

Ala

Met
215

Gly

val

Lys

40

Val

Met

Lys

Leu

Lys

120

Leu

Ile

Phe

Ala

Val

200

Cys

ES 2810424 T3

Thr

Leu

25

Glu

Glu

Val

Asn

Ala

105

Tyr

Ser

Pro

Pro

Ile

185

Ala

Leu

Ser

10

Ala

Val

Glu

Leu

Arg

90

Leu

Glu

val

Thr

Glu

170

Asn

Ser

Ile

Pro

Gly

Lys

Leu

Thr

75

Thr

Arg

Lys

Lys

Ser

155

Pro

Thr

Lys

Lys

63

Ser

Leu

Glu

Ala

60

Met

Ile

Pro

Asp

Ala

140

Asn

His

Thr

Leu

Tyr
220

Lys

Ser

val

45

Gln

Met

Phe

Ser

Ala

125

Asp

Ile

Leu

Val

Asp

205

Gly

Cys

His

30

Ala

Thr

Ser

Asp

Asp

110

Phe

Phe

Arg

Ser

Ala

190

Phe

His

Pro

15

Phe

Thr

Arg

Gly

Ile

95

Glu

Lys

Pro

Arg

Trp

175

Gln

Asn

Leu

Tyr

Cys

Leu

Ile

Asp

80

Thr

Gly

Arg

Thr

Ile

160

Leu

Asp

Met

Arg



Val

225

Gly

Ala

Ser

Gly

Pro

305

Leu

Pro

Leu

Ala

Leu

385

Ser

Ala

Arg

Gln

Arg

Asn

Gly

Pro

Leu

Pro

290

Ala

Ser

Arg

Trp

Val

370

Gly

Asp

Ser

Glu

vVal

450

Asp

Gln

Gly

Ala

Leu

275

Pro

Ala

val

val

Leu

355

His

Gln

Trp

Val

Ser

435

Ser

Gly

Thr

Ser

Gln

260

Arg

Ala

Pro

Gly

Gln

340

Arg

Leu

Ala

vVal

His

420

Pro

Pro

Phe

Phe

Gly

245

Leu

Arg

Ala

Ser

Pro

325

Leu

Pro

Arg

Ser

Ile

405

Trp

His

Met

Asn

Asn

230

Ala

Pro

Ala

Ala

Ser

310

Gly

Asp

Ala

Asp

Met

390

Leu

Phe

His

Asp

Val

Trp

Glu

Cys

Gly

Pro

295

Trp

Gly

Glu

Arg

Arg

375

Thr

Asn

Arg

His

Ser

455

Ser

Asn

Val

Ser

Val

280

Gly

Gly

Leu

Arg

Arg

360

Ala

Ala

Cys

Asn

Leu

440

Gly

Ile

ES 2810424 T3

Thr

Pro

Pro

265

Thr

His

Pro

Arg

Gly

345

Ala

Leu

Ser

Ser

Arg

425

Ala

Pro

Met

Thr

vVal

250

Thr

Trp

Pro

Arg

Ser

330

Arg

Asp

Ser

Pro

Phe

410

Gly

Glu

Trp

Tyr

Gly

235

Val

Ile

Gln

Leu

Pro

315

Gly

Gln

Ala

Cys

Pro

395

Ser

Gln

Ser

Gly

Asn

64

Gly

Trp

Pro

His

Ala

300

Glu

Arg

Arg

Gly

Arg

380

Gly

Arg

Gly

Phe

Cys

460

Leu

Gly

Ala

Leu

Gln

285

Pro

Arg

Leu

Gly

Glu

365

Leu

Ser

Pro

Arg

Leu

445

Ile

Thr

Gly

Gln

Gln

270

Pro

Gly

Tyr

Pro

Asp

350

Tyr

Arg

Leu

Asp

Val

430

Phe

Leu

val

Gly

Glu

255

Asp

Asp

Pro

Thr

Leu

335

Phe

Arg

Leu

Arg

Arg

415

Pro

Leu

Thr

Leu

Gly

240

Gly

Leu

Ser

His

Val

320

Gln

Ser

Ala

Arg

Ala

400

Pro

Val

Pro

Tyr

Gly



465

Leu

Thr

Phe

Pro

Val

545

Thr

val

Cys

Ser

Pro

625

val

Gly

Asp

Trp

His
705

Leu

Ser

Leu

Glu

530

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

610

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

690

Asn

<210> 11

Val

Pro

Phe

515

Val

Phe

Pro

Thr

val

595

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

675

Gln

His

<211> 2160

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro

Pro

500

Pro

Thr

Asn

Arg

val

580

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

660

Phe

Gly

Tyr

Arg

485

Ser

Pro

Cys

Trp

Glu

565

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

645

Asn

Phe

Asn

Thr

470

Gly

Pro

Lys

val

Tyr

550

Glu

His

Lys

Gln

Leu

630

Pro

Asn

Leu

Vval

Gln
710

Ser

Ala

Pro

Val

535

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

615

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

695

Lys

Glu

Pro

Lys

520

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

600

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

680

Ser

Ser

ES 2810424 T3

Pro

Glu

505

Asp

Asp

Gly

Gln

Trp

585

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

665

Lys

Cys

Leu

Lys

490

Leu

Thr

val

Val

Ser

570

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

650

Thr

Leu

Ser

Ser

475

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

555

Thr

Asn

Pro

Gln

Vval

635

val

Pro

Thr

Val

Leu
715

Cys

Gly

Met

His

540

Val

Tyr

Gly

Ile

Val

620

Ser

Glu

Pro

Val

Met

700

Ser

Asp

Gly

Ile

525

Glu

His

Arg

Lys

Glu

605

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

685

His

Pro

Lys

Ser

510

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

590

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

670

Lys

Glu

Gly

Thr

495

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

575

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

655

Asp

Ser

Ala

Lys

480

His

Val

Thr

Glu

Lys

560

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

640

Asn

Ser

Arg

Leu

<223> Secuencia nucleotidica variante 3 de constructo humano de CTLA-4 BsB

65



<400> 11

atgggccaca
cagctcttgg
gaagtgaaag
caaactcgca
atgaatatat
attgtgatcc
tatgaaaaag
gacttcccta
atttgctcaa
gaattaaatg
agcagcaaac
ggacatttaa
ggtggeggtt
ctcecectgea
acttggcage
ccecggeccte
ctgagcgtgg
ctggatgagce
gcggacgecg
ctcegtetge
tccgactggg
tggtttcgga
gcggaaagcet
atcctcacct
ctgctggtge
agcccagcac

gacaccctca

cacggaggca
tgetggctgg
aagtggcaac
tctactggca
ggcccgagta
tggctctgeg
acgctttcaa
cacctagtat
cctctggagg
ccatcaacac
tggatttcaa
gagtgaatca
ccggagctga
gccccacaat
atcagccaga
acccggegge
gtccecggagg
gcggecggea
gcgagtaccg
gcctgggeca
tcattttgaa
accggggcca
tcctettect
acagagatgg
ccecggggete
ctgaactcct

tgatctceeg

ES 2810424 T3

gggaacatca
tctttctcac
gctgtcecetgt
aaaggagaag
caagaaccgg
cccatctgac
gcgggaacac
atctgacttt
ttttccagag
aacagttgcc
tatgacaacc
gaccttcaac
ggtceceggtg
ccecectecag
cagtggcccg
gcecctectee
cctgegecage
gcgeggggac
cgccgeggtg
ggcctcgatg
ctgctcctte
gggccgagte
gcceccaagte
cttcaacgtce
cgagcccaaa

ggggggatcc

gacccctgag

ccatccaagt
ttctgttecag
ggtcacaatg
aaaatggtgc
accatctttg
gagggcacat
ctggctgaag
gaaattccaa
cctcacctcet
caagatcctg
aaccacagct
tggaatacaa
gtgtgggccc
gatctcagcc
cccgetgeeg
tgggggccca
gggaggctge
ttctecgetat
cacctcaggg
actgccagce
agccgceccectg
cctgtcecggg
agccccatgg
tccatcatgt
tcttgtgaca
tcagtcttcece

gtcacatgcg

66

gtccatacct
gtgttatcca
tttctgttga
tgactatgat
atatcactaa
acgagtgtgt
tgacgttatc
cttctaatat
cctggttgga
aaactgccct
tcatgtgtct
ccggeggtgyg
aggagggggc
ttctgcgaag
ccceceggeca
ggcccgageg
ccctgecagece
ggctgecgecce
accgcgecct
ccccaggatce
accgcccagce
agtccccccea
actctgggece
ataacctcac
aaactcacac
tctteccecee

tggtggtgga

caatttcttt
cgtgaccaag
agagctggca
gtctggggac
taacctctce
tgttctgaag
agtcaaagct
tagaaggata
aaatggagaa
ctatgctgtt
catcaagtat
cggcggaggce
tecectgececag
agcaggggtc
tcecectggece
ctacacggtg
ccgegtecag
agcccggcge
ctcetgecge
tctcagagcce
ctctgtgecat
tcaccactta
ctggggctge
tgttctgggt
aagcccaccg
aaaacccaag

cgtgagccac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620
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gaagaccctg
acaaagccgce
ctgcaccagg
ccagccccca
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggctc
<210> 12
<211>720
<212> PRT
<213> Secuen

<220>

<223> Secuencia proteica traducida variante 3 de constructo humano de CTLA-4 BsB

<400> 12

Met Gly His
1

Leu Asn Phe

Ser Gly Val

35

Ser Cys

50

Tyr
65

Trp

Met Asn Ile

Asn Asn

Thr Tyr

115

Glu His

Gly

Gln

Leu

Glu

Leu

aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatceteg
tctatcccag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaacca

cia artificial

Thr Arg Arg

Phe
20

Gln

Ile

His

His

Glu

Lys

Pro
85

Trp

Ser Ile

100

Cys Val

Ala

Leu

val

Asn Val

Lys

70

Glu

val

Val

Glu Val

ES 2810424 T3

caactggtac
gtaccagagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggatgagctg
cgacatcgcce
tcecegtgetg
caggtggcag

ctacacgcag

Gln Gly

Leu Val

Thr

Leu Ala

gtggacggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg
caggggaacg

aagagcctct

Ser Pro

10

Gly

25

Thr Lys

40

Ser Val
55

Lys Met

Tyr Lys

Ile

Leu Lys

120

Thr Leu

Glu Val

Glu

vVal

Asn Arg

Leu Ala

105

Tyr

Ser Val

Lys
Glu

Leu

Thr
75

Leu

Thr

Leu Arg

Glu

Lys

Lys

67

tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctccettcett
tcttecteatg

ccetgtetec

Ser Lys Cys

His
30

Leu Ser

Glu Val
45

Ala

Ala Thr

60

Gln

Met Met Ser

Ile Phe Asp

Pro Ser Asp

110

Asp Ala Phe

125

Ala Asp Phe

taatgccaag
cctcaccgte
caaagccctce
accacaggtg
gacctgectg
gcagccggag
cctatacagce
ctccgtgatg

gggtaaatga

Pro
15

Tyr

Phe Cys

Thr Leu

Arg Ile

Gly Asp

Ile Thr

95

Glu Gly

Lys

Arg

Pro Thr

1680

1740

1800

1860

13520

13980

2040

2100

2160



Pro

145

Ile

Glu

Pro

Thr

val

225

Gly

Ala

Ser

Gly

Pro

305

Leu

Pro

Leu

Ala

130

Ser

Cys

Asn

Glu

Thr

210

Asn

Gly

Pro

Leu

Pro

290

Ala

Ser

Arg

Trp

val
370

Ile

Ser

Gly

Thr

195

Asn

Gln

Gly

Ala

Leu

275

Pro

Ala

val

Val

Leu

355

His

Ser

Thr

Glu

180

Ala

His

Thr

Ser

Gln

260

Arg

Ala

Pro

Gly

Gln

340

Arg

Leu

Asp

Ser

165

Glu

Leu

Ser

Phe

Gly

245

Leu

Arg

Ala

Ser

Pro

325

Leu

Pro

Arg

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Phe

Asn

230

Ala

Pro

Ala

Ala

Ser

310

Gly

Asp

Ala

Asp

135

Glu

Gly

Asn

Ala

Met
215

Trp

Glu

Cys

Gly

Pro
295

Trp

Gly

Glu

Arg

Arg
375

Ile

Phe

Ala

Val

200

Cys

Asn

val

Ser

vVal

280

Gly

Gly

Leu

Arg

Arg

360

Ala

ES 2810424 T3

Pro

Pro

Ile

185

Ser

Leu

Thr

Pro

Pro

265

Thr

His

Pro

Arg

Gly

345

Ala

Leu

Thr

Glu

170

Asn

Ser

Ile

Thr

Val

250

Thr

Trp

Pro

Arg

Ser

330

Arg

Asp

Ser

Ser

155

Pro

Thr

Lys

Lys

Gly

235

val

Ile

Gln

Leu

Pro

315

Gly

Gln

Ala

Cys

68

140

Asn

His

Thr

Leu

Tyr

220

Gly

Trp

Pro

His

Ala

300

Glu

Arg

Arg

Gly

Arg
380

Ile

Leu

Val

Asp

205

Gly

Gly

Ala

Leu

Gln

285

Pro

Arg

Leu

Gly

Glu

365

Leu

Arg

Ser

Ala

190

Phe

His

Gly

Gln

Gln

270

Pro

Gly

Tyr

Pro

Asp

350

Tyr

Arg

Arg

Trp

175

Gln

Asn

Leu

Gly

Glu

255

Asp

Asp

Pro

Thr

Leu

335

Phe

Arg

Leu

Ile

160

Leu

Asp

Met

Arg

Gly

240

Gly

Leu

Ser

His

val

320

Gln

Ser

Ala

Arg



Leu

385

Ser

Pro

Val

Pro

Tyr

465

Gly

His

Val

Thr

Glu

545

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro
625

Gly

Asp

Ala

Arg

Gln

450

Arg

Leu

Thr

Phe

Pro

530

Val

Thr

Val

Cys

Ser

610

Pro

Gln

Val

Ser

Glu

435

val

Asp

Leu

Ser

Leu

515

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

595

Lys

Ser

Ala

Val

Val

420

Ser

Ser

Gly

val

Pro

500

Phe

val

Phe

Pro

Thr

580

Val

Ala

Arg

Ser

Val

405

His

Pro

Pro

Phe

Pro

485

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

565

Val

Ser

Lys

Asp

Met

390

Ile

Trp

His

Met

Asn

470

Arg

Ser

Pro

Cys

Trp

550

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu
630

Thr

Leu

Phe

His

Asp

455

Val

Gly

Pro

Lys

Val

535

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

615

Leu

Ala

Asn

Arg

His

440

Ser

Ser

Ser

Ala

Pro

520

val

Val

Gln

Gln

Ala

600

Pro

Thr

ES 2810424 T3

Ser

Cys

Asn

425

Leu

Gly

Ile

Glu

Pro

505

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

585

Leu

Arg

Lys

Pro

Ser

410

Arg

Ala

Pro

Met

Pro

490

Glu

Asp

Asp

Gly

Gln

570

Trp

Pro

Glu

Asn

Pro

395

Phe

Gly

Glu

Trp

Tyr

475

Lys

Leu

Thr

Val

Val

555

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln
635

Gly

Ser

Gln

Ser

Gly

460

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

540

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

620

Val

69

Ser

Arg

Gly

Phe

445

Cys

Leu

Cys

Gly

Met

525

His

Val

Tyr

Gly

Ile

605

Vval

Ser

Leu

Pro

Arg

430

Leu

Ile

Thr

Asp

Gly

510

Ile

Glu

His

Arg

Lys

590

Glu

Tyr

Leu

Arg

Asp

415

Val

Phe

Leu

Val

Lys

495

Ser

Ser

Asp

Asn

Val

575

Glu

Lys

Thr

Thr

Ala

400

Arg

Pro

Leu

Thr

Leu

480

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

560

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys
640
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Leu Val

Asn Gly

Ser Asp

Arg Trp

690

Leu His

705

Lys

Gln

Gly

675

Gln

Asn

Gly

Pro

660

Ser

Gln

His

Phe

645

Glu

Phe

Gly

Tyr

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
710

Pro

Asn

Leu

val

695

Gln

Ser

Tyr

Tyr

680

Phe

Lys

ES 2810424 T3

Asp

Lys

665

Ser

Ser

Ser

Ile

650

Thr

Lys

Cys

Leu

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
715

val

Pro

Thr

val

700

Leu

Glu

Pro

Val

685

Met

Ser

Trp

Val

670

Asp

His

Pro

Glu

655

Leu

Lys

Glu

Gly

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
720

<210> 13
<211> 2160
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia nucleotidica variante 4 de constructo humano de CTLA-4 BsB

<400> 13

atgggccaca
cagctcttgg
gaagtgaaag
caaactcgca
atgaatatat
attgtgatcc
tatgaaaaag
gacttceccta
atttgctcaa
gaattaaatg
gccagcaaac
ggacatttaa
ggtggcggtt
ctcecectgea
acttggcagce
ccecggeccte

ctgagcgtgg

cacggaggca
tgctggetgg
aagtggcaac
tctactggca
ggcccgagta
tggctctgeg
acgctttcaa
cacctagtat
cctetggagg
ccatcaacac
tggatttcaa
gagtgaatca
ccggagectga
gccccacaat
atcagccaga
acccggegge

gtccecggagg

gggaacatca
tectttctcac
gctgtectgt
aaaggagaag
caagaaccgg
cccatctgac
gcgggaacac
atctgacttt
ttttccagag
aacagttgcce
tatgacaacc
gaccttcaac
ggtcceggtg
cceectecag
cagtggecceg
gcectectee

cctgecgecage

ccatccaagt
ttctgttcag
ggtcacaatg
aaaatggtgc
accatctttg
gagggcacat
ctggctgaag
gaaattccaa
cctcacctct
caagatcctg
aaccacagct
tggaatacaa
gtgtgggcce
gatctcagece
ccecgetgecg
tgggggccca

gggaggctge

70

gtccatacct
gtgttatcca
tttetgttga
tgactatgat
atatcactaa
acgagtgtgt
tgacgttatc
cttctaatat
cctggttgga
aaactgccct
tcatgtgtct
ceggeggtgg
aggagggggc
ttctgecgaag
cccceggeca
ggcccgageg

ccctgecagec

caatttecttt
cgtgaccaag
agagctggca
gtctggggac
taacctctce
tgttctgaag
agtcaaagct
tagaaggata
aaatggagaa
ctatgectgtt
catcaagtat
cggcggaggce
tcctgeccag
agcaggggtce
tcceectggee
ctacacggtg

ccgegtecag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
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ctggatgagc
gcggacgecg
ctcegtetge
tccgactggg
tggtttcgga
gcggaaagct
atcctcacct
ctgetggtge
agcccagcac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccgce
ctgcaccagg
ccagccccca
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggctc
<210> 14
<211>719
<212> PRT

gcggccggea
gcgagtaccg
gcctgggeca
tcattttgaa
accggggcca
tcctettect
acagagatgg
cceggggete
ctgaactcct
tgatctceceg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatecteg
tctatceccag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaacca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia proteica traducida variante 4 de constructo humano de CTLA-4 BsB

<400> 14

ES 2810424 T3

gcgeggggac
cgccgeggtyg
ggcctcecgatg
ctgctcctte
gggccgagte
gccccaagte
cttcaacgtce
cgagcccaaa
ggggggatcc
gacccctgag
caactggtac
gtaccagagc
tggcaaggag
catctccaaa
ggatgagctg
cgacatcgcee
tccegtgetg
caggtggcag

ctacacgcag

ttctecgetat
cacctcaggg
actgccagcece
agccgcecctg
cctgteeggg
agccccatgg
tccatcatgt
tcttgtgaca
tcagtcttce
gtcacatgcg
gtggacggcg
acgtaccgtg
tacaagtgca
gccaaagggce
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg

caggggaacg

aagagcctct

ggctgegece
accgegcecct
ccccaggatc
accgcccagce
agtcccccceca
actctgggcece
ataacctcac
aaactcacac
tcttccecce
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctecttett
tcttctcatg

ccetgtetec

agcccggcgce
ctecctgeege
tctcagagcce
ctctgtgecat
tcaccactta
ctggggetge
tgttctgggt
aagcccaccg
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctcaccgte
caaagccctce
accacaggtg
gacctgectg
gcagccggag
cctatacagce
ctccgtgatg

gggtaaatga

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

1

5

10

15

Leu Asn Phe Phe Gln Leu Leu Val Leu Ala Gly Leu Ser His Phe Cys
25

20

30

Ser Gly Val Ile His Val Thr Lys Glu Val Lys Glu Val Ala Thr Leu

35

40

71

45

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



Ser

Tyr

65

Met

Asn

Thr

Glu

Pro

145

Ile

Glu

Pro

Thr

Val

225

Gly

Ala

Ser

Gly

Cys

50

Trp

Asn

Asn

Tyr

His

130

Ser

Cys

Asn

Glu

Thr

210

Asn

Gly

Pro

Leu

Pro
290

Gly

Gln

Ile

Leu

Glu

115

Leu

Ile

Ser

Gly

Thr

195

Asn

Gln

Gly

Ala

Leu

275

Pro

His

Lys

Trp

Ser

100

Cys

Ala

Ser

Thr

Glu

180

Ala

His

Thr

Ser

Gln

260

Arg

Ala

Asn

Glu

Pro

85

Ile

val

Glu

Asp

Ser

165

Glu

Leu

Ser

Phe

Gly

245

Leu

Arg

Ala

Val

Lys

70

Glu

vVal

val

vVal

Phe

150
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusién biespecifica, que comprende un ligando especifico para CTLA-4 y un ligando especifico para
un complejo pMHC.

2. Una proteina de fusion biespecifica segun la reivindicacion 1, en la el ligando especifico para CTLA-4 se selecciona
de CD80 (B7-1) o CD86 (B7-2), o un anticuerpo especifico para CTLA-4.

3. Una proteina de fusion biespecifica segun la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en la que el ligando especifico
para el complejo pMHC se selecciona de un anticuerpo anti-MHC y LAG-3.

4. Una proteina de fusién biespecifica segun la reivindicacion 2, en la que el ligando especifico para CTLA-4 es CD80,
preferiblemente un CD80 mutado para aumentar la especificidad por CTLA-4.

5. Una proteina de fusion biespecifica segun la reivindicacién 4, en la que CD80 es CD80 humano que comprende al
menos una de las mutaciones W84A, K71G, K71V, S109G, R123S, R123D, G124L, S190A, S201A, R63A, M81A,
N97A y E196A, preferiblemente W84A o E196A.

6. Una proteina de fusién biespecifica segun la reivindicacién 3, en la que el ligando especifico para el complejo pMHC
es LAG-3, preferiblemente LAG-3 mutado para aumentar la especificidad por pMHCII.

7. Una proteina de fusién biespecifica segun la reivindicacion 6, en la que LAG-3 es LAG-3 humano que comprende
al menos una de las mutaciones R73E, R75A, R75E y R76E, preferiblemente R75A o R75E.

8. La proteina de fusion biespecifica de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, para uso en la induccion de
inmunotolerancia de una célula T, cuando la célula T se pone en contacto con una célula presentadora de antigeno la
cual presenta un antigeno por medio de una molécula MHC y la proteina de fusion biespecifica.

9. La proteina de fusion biespecifica de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, para uso en el tratamiento de una
enfermedad seleccionada de una enfermedad autoinmunitaria y rechazo de trasplante.

10. La proteina de fusion biespecifica para uso segun la reivindicacion 9, en la que la proteina de fusion biespecifica
se administra en combinacién con un supresor o0 modulador inmunitario.

11. La proteina de fusién biespecifica para uso segun la reivindicacién 9 o reivindicaciéon 10, en la que la enfermedad
autoinmunitaria se selecciona de diabetes tipo 1 (DT1), lupus eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoide (AR),
enfermedad intestinal inflamatoria (EIl), colitis ulcerosa (CU), enfermedad de Crohn (EC), esclerosis multiple (EM),
esclerodermia, pénfigo vulgar (PV), psoriasis, dermatitis atépica, celiaquia, enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Graves (tiroides), sindrome de Sjégren, sindrome de Guillain-Barré, sindrome
de Goodpasture, enfermedad de Addison, granulomatosis de Wegener, esclerosis biliar primaria, colangitis
esclerosante, hepatitis autoinmunitaria, polimialgia reumatica, fenémeno de Raynaud, arteritis temporal, arteritis de
células gigantes, anemia hemolitica autoinmunitaria, anemia perniciosa, panarteritis nudosa, enfermedad de Behget,
cirrosis biliar primaria, uveitis, miocarditis, fiebre reumatica, espondilitis anquilosante, glomerulonefritis, sarcoidosis,
dermatomiositis, miastenia grave, polimiositis, alopecia areata, y vitiligo.

12. La proteina de fusién biespecifica para uso segun la reivindicacion 11, en la que la enfermedad autoinmunitaria es
diabetes tipo 1 (DT1).
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