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DESCRIPCION
Medios para el diagnoéstico y tratamiento de CTCL
Campo de la invencion

La presente solicitud se refiere a medios novedosos para el diagnéstico y tratamiento de linfomas T y mas
particularmente de Linfomas Cutaneos de Células T (abreviadamente CTCL). De hecho la invenciéon proporciona
marcadores tumorales novedosos que son universales para CTCL y describe usos biotecnolégicos y médicos de los
mismos.

Antecedentes de la invencion

CTCL es un grupo de Linfomas T que principalmente implican la piel. El grupo CTCL concretamente comprende
Micosis Fungoides (abreviadamente MF), Sindrome de Sézary (abreviadamente SS), Papulosis Linfomatoide
(abreviadamente LP) y linfomas CD30+. MF transformado se caracteriza por invasiéon de la piel por linfocitos T
malignos derivados clonalmente que fenotipicamente se parecen a células auxiliares T maduras. Los linfomas LP y
CD30+ también se desarrollan en la piel. Las formas mas agresivas de CTCL se desarrollan cuando las células
malignas se convierten en no epidermotropicas y estan asociadas a implicacién extracutanea. SS es una forma mas
agresiva de CTCL que se caracteriza por una expansién clonal de células T CD4+/CD45R0O+ y la aparicién de estas
células T malignas en la sangre. La mayoria de CTCL es CTCL CD4+, pero existen algunos casos raros de CD8+
CTCL.

La biologia de la enfermedad de CTCL esta escasamente entendida, ya que es dificil identificar las células malignas,
debido a la carencia de marcadores de superficie de células especificas. En las lesiones cutaneas, por lo tanto es
dificil distinguir las células de CTCL de linfocitos T (no tumorales) que se infiltran en los reactivos.

El diagnéstico de linfomas T tales como CTCL en el momento actual se basa principalmente en las observaciones
citologicas e histolégicas de la presencia o ausencia de células tumorales en una muestra recogida de un area del
cuerpo sospechosa (observacion del aspecto histopatolégico en la biopsia de piel y/o presencia de células SS en la
sangre, por medio de la deteccién de células que muestran un nucleo cebreriforme). Tal método de diagnéstico no
es totalmente fiable, notablemente en las fases tempranas de la transformacion de linfocitos cutaneos en linfocitos
malignos. Tal método de diagndstico tampoco permite representar la enfermedad. Técnicamente hablando, es
también de larga duracion.

Hoy el tratamiento de CTCL se logra tentativamente mediante la induccion de apoptosis de células tumorales
mediante quimioterapia no especifica.

Por lo tanto existe una necesidad de soluciones mas precisas y apropiadas al problema del diagnéstico y tratamiento
de enfermedades que implican la proliferacién de células T malignas, tales como CTCL.

Sumario de la invencion

En vista de esta situaciéon de la técnica, los autores de la presente invencién ahora proporcionan soluciones al
problema de diagnéstico y tratamiento de CTCL basadas en la molécula de p140 (p140 se refiere también como
KIR3DL2).

La invencion de este modo se refiere al uso de un anticuerpo para preparar un farmaco para tratar un linfoma
cutaneo de células T (CTCL), en el que dicho anticuerpo se une a una molécula de KIR3DL2.

De acuerdo con una realizacion de la invencion, dicho anticuerpo se dirige contra una proteina que tiene la SEC ID
N.2: 2.

En otra realizacién, dicho anticuerpo se dirige contra una proteina que tiene la SEC ID N.%: 4.

En todavia otra realizacion el anticuerpo se dirige contra una proteina que tiene la SEC ID N.%: 2 y contra una
proteina que tiene la SEC ID N.%: 4.

La invencion también se refiere al uso de un anticuerpo tal como se ha definido anteriormente, comprendiendo
ademas un elemento seleccionado entre el grupo que consta de toxinas y radioelernentos tumorales, o
comprendiendo adicionalmente una enzima capaz de transformar un profarmaco antimitético en una forma de
farmaco activo, tal como una carboxipeptidasa.

Es también un objeto de la invencién proporcionar un método para evaluar el porcentaje de células de CTCL CD4+
presentes dentro de un cierto compartimiento del cuerpo de un paciente. Dicho método se caracteriza porque
comprende las siguientes etapas:
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- el porcentaje de células CD4+ que expresa moléculas de KIR3DL2 se mide en una muestra bioldgica recogida de
dicho paciente y

- el porcentaje de células de CTCL CD4+ malignas realmente presentes en compartimiento del cuerpo se considera
que cae dentro de un intervalo de +10 % alrededor de dicho porcentaje medido.

La invencion también se refiere a un método para diagnéstico de CTCL, caracterizado porque el porcentaje de
células T que expresan moléculas de KIR3DL2 se mide en una muestra bioldgica recogida de dicho paciente y se
compara con el porcentaje promedio observado en seres humanos sin CTCL, decidiéndose un diagnéstico positivo
de CTCL cuando el porcentaje medido es significativamente mayor que el porcentaje promedio.

La invencion también se refiere a un método para el diagnéstico de CTCL, caracterizado porque la presencia de
células CD4+ que expresan KIR3DL2 se busca en una muestra biolégica que potencialmente comprende células de
CTCL, concluyéndose un diagnéstico positivo de CTCL cuando tal presencia es realmente y significativamente
detectada.

Ventajosamente, en las realizaciones del método anterior, dicha medicion del porcentaje hace uso de un elemento
seleccionado del grupo que consta de un compuesto de uniéon a KIR3DL2, ADN de KIR3DL2. el ADN de las SEC ID
nameros. 1 0 3y la proteina de la SEC ID N.%: 4.

De acuerdo con otro aspecto, la invencion se refiere a un kit para evaluar el nivel de desarrollo de un CTCL, o para
el diagnoéstico de CTCL, que comprende un elemento seleccionado entre el grupo que consta de un compuesto de
unién a KIR3DL2, ADN de KIR3DL2, el ADN de las SEC ID nimeros. 1 0 3y la proteina de la SEC ID N.%: 4.

Todavia de acuerdo con otro aspecto, la invencién se refiere a un método in vitro para la identificacion de un
compuesto que es Util en la paliacién, prevencién, alivio, tratamiento de una proliferacion de células de CTCL
malignas, caracterizado por que comprende la deteccion de un compuesto que es capaz de unirse a una molécula
de KIR3DL2 tal como la SEC ID N.2: 2 o la SEC ID N.%: 4.

La molécula p140, se conocia ya que era un receptor inhibidor, pero se ha descrito previamente solamente en los
subgrupos de células NK y de células CD3+ CD8+ de seres humanos sanos. Los autores de la presente invencion
ahora demuestran que p140 se expresa en la superficie de células T tumorales tales como células de CTCL.
Ademas demuestran que p140 se expresa en la superficie de células T CD4+ malignas, tales como células de CTCL
CD4+, mientras que otros receptores que usualmente se observan en la superficie de células NK (tales como p58.1,
p58.2, p70KIR, CD94/NKG2A) no se encuentran en la superficie de las las células T CD4+ malignas. De nota
adicional es que p140 no se ha observado por los autores de la presente invencion en la superficie de células T
CD4+ recogidas de pacientes que padecen enfermedades dermatoldgicas no tumorales tales como enfermedades
cutaneas inflamatorias (por ejemplo, lupus, liquen), o necrolisis epidérmica tdxica. En la superficie de células T CD4+
tumorales, se han identificado por los autores de la presente invencién dos formas alélicas de p140: clon 24 de la
forma alélica de KIR3D (SEC ID N.%: 1), y clon 1.1 de la forma alélica de p140 (SEC ID N.2: 3). El clon 24 de la forma
alélica de KIR3D (SEC ID N.2: 1) es un nuevo polinucledtido que codifica una nueva proteina (SEC ID N.%: 2): clon 24
de KIR3D (SEC ID N.% 1) muestra cinco diferencias cuando se compara con la secuencia de ADN del clon 1.1 de
p140 previamente descrito (SEC ID N.%: 3), dando como resultado cuatro sustituciones de aminoacidos en la
proteina madura (SEC ID N.%: 2) cuando se compara con la proteina madura del clon 1.1 de p140 (SEC ID N.2: 4).

Los autores de la presente invencion demuestran que el SC5 y p140 comparten ambos las mismas caracteristicas
técnicas. La molécula SC5 aparece como una nueva proteina bioquimica y funcionalmente, cuyo peso molecular
aparente es 96 kD en condiciones reductoras. Se ha aislado como el antigeno de un anticuerpo monoclonal que ha
sido producido por los autores de la presente invencion. El hibridoma que produce este anticuerpo monoclonal se ha
depositado el 30 de octubre de 2000 en el C.N.C.M. (C.N.C.M. Instituto Pasteur; 25, rue du Docteur Roux, F-75724
Paris Cedex 15, Francia) de acuerdo con el Tratado de Budapest (nimero de depésito de C.N.C.M.: I-2575). Cuando
se expresa en la superficie de la célula y se hace para agregar, las moléculas de SC5 actlan como receptores
inhibidores para la actividad y proliferacion celular.

Las caracteristicas técnicas compartidas por SC5 y p140 son como sigue:

- SC5 y p140 ambos son antigenos de diferenciacion de membranas que son caracteristicos de células T malignas,
y notablemente de células T CD4+ malignas,

- cualquier forma CTCL CD4+ esta implicada, existen células T CD4+ malignas que expresan SC5 o p140 en su
superficie (usualmente se expresan tanto SC5 como p140): de hecho SC5 asi como p140 cubren el intervalo entero
de CTCL CD4+ y notablemente el sindrome de Sézary (abreviadamente "SS"), Micosis Fungoides transformada
(abreviadamente "MF transformado"), Papulosis Linfomatoide (abreviadamente "LP"), y Linfomas CD30+,

- existe un vinculo tal entre la presencia deSC5 o p140 en la superficie de las células T CD4+ y la existencia de un
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CTCL CD4+, que un diagnostico de CTCL CD4+ basado en la presencia de SC5 o p140 en la superficie de células
CD4+ recogidas del area del cuerpo sospechosa (por ejemplo, muestra de eritroderma de piel cuando se sospecha
MF transformado, o muestra de sangre periférica cuando se sospecha una forma mas agresiva de CTCL, tal como
SS) tiene una fiabilidad de mas del 90 %, preferentemente de mas del 95 %, lo mas preferentemente del 100 %
(entre los pacientes que se ensayaron hasta ahora, la fiabilidad es del 100 %) : de hecho, de acuerdo con la
invencion, se puede concluir que una célula T CD4+ es tumoral tan pronto como existen moléculas p140 detectadas
en la superficie de estas células T CD4+, o tan pronto como se mide un porcentaje de células T SC5+ CD4+ mayor
que el nivel medio estandar (el nivel medio estandar esté en el intervalo 1-15 %, en general en el intervalo 5-10 %) y

- existe un vinculo tal entre la presencia de SC5 o p140 en la superficie de células T CD4+ y la existencia de un
CTCL CD4+, que el porcentaje de células T CD4+ SC5+, asi como de células T CD4+ p140+, que se mide en una
muestra de sangre periférica recogida de un paciente para quien se sospecha un Sindrome de Sézary (SS),
sustancialmente corresponde al porcentaje de células SS malignas que estan realmente presentes en la sangre
periférica de este paciente (dentro de un intervalo £10 % para células SC5+ CD4+, dentro de un intervalo #5 % para
células p140+ CD4+): por lo tanto los marcadores SC5 y p140 de la invencién comparten la caracteristica técnica
particular de permitir valorar la actuacién de un SS.

Hasta el mejor conocimiento de los autores de la presente invencion, SC5 y p140 son las primeras moléculas que se
describen por tener estas caracteristicas técnicas comunes.

De este modo la invencién proporciona los primeros marcadores universales de CTCL. No se conocia ningln
producto en la técnica anterior que fuera tal marcador universal de CTCL. El producto de la técnica mas cercano a
este respecto seria CD30 del que la presencia en la superficie de células T CD4+ malignas lleva a la conclusion de
que el paciente tiene una forma particular de CTCL CD4+ que se denomina en la técnica como linfoma CD30+.
CD30 es por lo tanto un marcador de CTCL, pero su fiabilidad esta limitada a una forma particular de CTCL
(linfomas CD30+), y CD30 no cubre todas las formas de CTCL CD4+: para CTCL CD4+ tal como SS, MF
transformado, o LP, no necesariamente existiria una célula T CD4+ maligna que expresaria CD30 en su superficie.
Los usos de CD30 en diagndstico y tratamiento de CTCL estan asi restringidos a una forma particular de CTCL,
mientras que los marcadores de la invencién abarcan ventajosamente el intervalo completo de CTCL CD4+.

Mas generalmente, los compuestos que se unen a p140 pueden, de acuerdo con la invencioén, usarse como agentes
de reclutamiento de complemento, como estimuladores de ADCC, o como vectores para agentes terapéuticos con el
fin de evitar, paliar, tratar linfomas T, tal como CTCL.

Por lo tanto la invencién también se refiere a los usos diagndsticos y terapéuticos de compuestos de unién a p140
tales como anticuerpos monoclonales anti-p140 y de productos derivados directamente de los mismos (por ejemplo,
anticuerpos monoclonales humanizados, o anticuerpos monoclonales con una especificidad doble de CD4 -
p140/SC5).

Descripcion detallada de la invencion

La molécula de p140 se ha descrito en la técnica anterior como un receptor inhibidor que se expresa por los
subgrupos de células NK y de células CD3+ CD8+ de pacientes sanos (no cancerosos). La presente invencién ahora
demuestra que p140 se expresa por células T malignas y notablemente por células de CTCL y proporciona una
forma alélica novedosa de p140 (clon 24 en el ejemplo 3 mas adelante; SEC ID N.%: 1) que codifica una proteina
novedosa (SEC ID N.%: 2). Las secuencias de ADNc y aminodcidos de esta forma alélica novedosa son como sigue:

SEC ID N.2: 1:
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CATGTCGCTCACTGTCGTCAGCATGGCGTGCGTTGGGTTCTTCTTGCTGCA
GGGGGCCTGGCCACTCATGGGTGGTCAGGACAAACCCTTCCTGTCTGCCCG
GCCCAGCACTGTGGTGCCTCAAGGAGGACACGTGGCTCTTCAGTGTCACTA
TCGTCGTGGGTTTAACAATTTCATGCTGTACAAAGAAGACAGAAGCCACGT
TCCCATCTTCCACGGCAGAATATTCCAGGAGAGCTTCATCATGGGCCCTGT
GACCCCAGCACATGCAGGGACCTACAGATGTCGGGGTTCACGCCCACACT
CCCTCACTGGGTGGTCGGCACCCAGCAACCCCCTGGTGATCATGGTCACAG
GAAACCACAGAAAACCTTCCCTCCTGGCCCACCCAGGGACCCTGCTGAAA
TCAGGAGAGACAGTCATCCTGCAATGTTGGTCAGATGTCATGTTTGAGCAC
TTCTTTCTGCACAGAGAGGGGATCTCTGAGGACCCCTCACGCCTCGTTGGA
CAGATCCATGATGGGGTCTCCAAGGCCAACTTCTCCATCGGTCCCTTGATG
CCTGTCCTTGCAGGAACCTACAGATGTTATGGTTCTGTTCCTCACTCCCCCT
ATCAGTTGTCAGCTCCCAGTGACCCCCTGGACATCGTGATCACAGGTCTAT
ATGAGAAACCTTCTCTCTCAGCCCAGCCGGGCCCCACGGTTCAGGCAGGA
GAGAACGTGACCTTGTCCTGTAGCTCCTGGAGCTCCTATGACATCTACCAT
CTGTCCAGGGAAGGGGAGGCCCATGAACGTAGGCTCCGTGCAGTGCCCAA
GGTCAACAGAACATTCCAGGCAGACTTTCCTCTGGGCCCTGCCACCCACGG
AGGGACCTACAGATGCTTCGGCTCTTTCCGTGCCCTGCCCTGCGTGTGGTC
AAACTCAAGTGACCCACTGCTTGTTTCTGTCACAGGAAACCCTTCAAGTAG
TTGGCCTTCACCCACAGAACCAAGCTCCAAATCTGGTATCTGCAGACACCT
GCATGTTCTGATTGGGACCTCAGTGGTCATCTTCCTCTTCATCCTCCTCCTC
TTCTTTCTCCTTTATCGCTGGTGCTCCAACAAAAAGAATGCTGCTGTAATG
GACCAAGAGCCTGCGGGGGACAGAACAGTGAATAGGCAGGACTCTGATG
AACAAGACCCTCAGGAGGTGACGTACGCACAGTTGGATCACTGCGTTTTC
ATACAGAGAAAAATCAGTCGCCCTTCTCAGAGGCCCAAGACACCCCCAAC
AGATACCAGCGTGTACACGGAACTTCCAAATGCTGAGCCCAGATCCAAAG
TTGTCTCCTGCCCACGAGCACCACAGTCAGGTCTTGAGGGGGTTTTCTAGG

GAGACAACAGCCCTGTCTCAAAACC

SEC ID N.2: 2:
5
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pLMGGQDKPF LSARPSTVVP QGGHVALQCH YRRGFNNFML YKEDRSHVPI
FHGRIFQESF IMGPVIPAHA GTYRCRGSRP HSLTGWSAPS NPLVIMVTGN
HRKPSLLAHP GTLLKSGETV ILQCWSDVMF EHFFLHREGI SEDPSRLVGQ
IHDGVSKANF SIGPLMPVLA GTYRCYGSVP HSPYQLSAPS DPLDIVITGL
YEKPSLSAQP GPTVQAGENV TLSCSSWSSY DIYHLSREGE AHERRLRAVP
KVNRTFQADF PLGPATHGGT YRCFGSFRAL PCVWSNSSDP LLVSVTGNPS
SSWPSPTEPS SKSGICRHLH VLIGTSVVIF LFILLLFFLL YRWCSNKKNA
AVMDQEPAGD RTVNRQDSDE QDPQEVTYAQ LDHCVFIQRK ISRPSQRPKT
PPTDTSVYTE LPNAEPRSKV VSCPRAPQSG LEGVF

Lgs secuencias de ADN y de aminoéacidos de la forma alélica de p140 (clon 1.1) previamente descrita son como
sigue:

5
SEC ID N.2: 3:

CATGTCGCTCACGGTCGTCAGCATGGCGTGCGTTGGGTTCTTCTTGCTGCA

GGGGGCCTGGCCACTCATGGGTGGTCAGGACAAACCCTTCCTGTCTGCCCG
GCCCAGCACTGTGGTGCCTCGAGGAGGACACGTGGCTCTTCAGTGTCACTA
TCGTCGTGGGTTTAACAATTTCATGCTGTACAAAGAAGACAGAAGCCACGT
TCCCATCTTCCACGGCAGAATATTCCAGGAGAGCTTCATCATGGGCCCTGT
GACCCCAGCACATGCAGGGACCTACAGATGTCGGGGTTCACGCCCACACT

CCCTCACTGGGTGGTCGGCACCCAGCAACCCCGTGGTGATCATGGTCACAG
GAAACCACAGAAAACCTTCCCTCCTGGCCCACCCAGGGCCCCTGCTGAAA

TCAGGAGAGACAGTCATCCTGCAATGTTGGTCAGATGTCATGTTTGAGCAC
TTCTTTCTGCACAGAGAGGGGATCTCTGAGGACCCCTCACGCCTCGTTGGA
CAGATCCATGATGGGGTCTCCAAGGCCAACTTCTCCATCGGTCCCTTGATG
CCTGTCCTTGCAGGAACCTACAGATGTTATGGTTCTGTTCCTCACTCCCCCT
ATCAGTTGTCAGCTCCCAGTGACCCCCTGGACATCGTGATCACAGGTCTAT
ATGAGAAACCTTCTCTCTCAGCCCAGCCGGGCCCCACGGTTCAGGCAGGA
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GAGAACGTGACCTTGTCCTGTAGCTCCTGGAGCTCCTATGACATCTACCAT
CTGTCCAGGGAAGGGGAGGCCCATGAACGTAGGCTCCGTGCAGTGCCCAA
GGTCAACAGAACATTCCAGGCAGACTTTCCTCTGGGCCCTGCCACCCACGG
AGGGACCTACAGATGCTTCGGCTCTTTCCGTGCCCTGCCCTGCGTGTGGTC
AAACTCAAGTGACCCACTGCTTGTTTCTGTCACAGGAAACCCTTCAAGTAG
TTGGCCTTCACCCACAGAACCAAGCTCCAAATCTGGTATCTGCAGACACCT
GCATGTTCTGATTGGGACCTCAGTGGTCATCTTCCTCTTCATCCTCCTCCTC
TTCTTTCTCCTTTATCGCTGGTGCTCCAACAAAAAGAATGCTGCTGTAATG
GACCAAGAGCCTGCGGGGGACAGAACAGTGAATAGGCAGGACTCTGATG
AACAAGACCCTCAGGAGGTGACGTACGCACAGTTGGATCACTGCGTTTTC
ATACAGAGAAAAATCAGTCGCCCTTCTCAGAGGCCCAAGACACCCCTAAC
AGATACCAGCGTGTACACGGAACTTCCAAATGCTGAGCCCAGATCCAAAG
TTGTCTCCTGCCCACGAGCACCACAGTCAGGTCTTGAGGGGGTTTTCTAGG
GAGACAACAGCCCTGTCTCAAAACC

SEC ID N.2: 4:

pLMGGQDKPF LSARPSTVVP RGGHVALQCH YRRGFNNFML YKEDRSHVPI
FHGRIFQESF IMGPVTPAHA GTYRCRGSRP HSLTGWSAPS NPVVIMVTGN
HRKPSLLAHP GPLLKSGETV ILQCWSDVMF EHFFLHREGI SEDPSRLVGQ
IHDGVSKANF SIGPLMPVLA GTYRCYGSVP HSPYQLSAPS DPLDIVITGL
YEKPSLSAQP GPTVQAGENV TLSCSSWSSY DIYHLSREGE AHERRLRAVP
KVNRTFQADF PLGPATHGGT YRCFGSFRAL PCVWSNSSDP LLVSVTGNPS
SSWPSPTEPS SKSGICRHLH VLIGTSVVIF LFILLLFFLL YRWCSNKKNA
AVMDQEPAGD RTVNRQDSDE QDPQEVTYAQ LDHCVFIQRK ISRPSQRPKT
PLTDTSVYTE LPNAEPRSKV VSCPRAPQSG LEGVF

La SEC ID N.2: 1 difiere de la SEC ID N.2: 3 en cinco localizaciones.

La SEC ID N.2: 2 resultante difiere del p140 descrito en la técnica anterior (SEC ID N.%: 4) por cuatro sustituciones de
aminoacidos (mostradas en negrita y caracteres subrayados): R en lugar de Q en la posicién 20, V en lugar de L en
la posicion 92, P en lugar de T en la posicion 102 y L en lugar de P en la posicién 401 (véase la figura 3).

La presente solicitud abarca cualquier compuesto aislado cuya secuencia es, o comprende la SEC ID N.%: 1 y/o la
SEC ID N.2: 2. También abarca cualquier ARNm que sea complementario con la SEC ID N.%: 1 y cualquier ADN
gendmico que codifique la SEC ID N.2: 2.

Las técnicas apropiadas para producir las proteinas de p140 estan disponibles para las persona expertas.

Notablemente incluyen la produccion de células que se han modificado por ingenieria genética tal como para
producir las proteinas de p140 en su medio de cultivo. Un ejemplo de tales técnicas comprende la insercién de la
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SEC ID N.2: 1 o N.2: 3 en un vector de baculovirus, transfectando de manera operativa una célula de insecto tal
como linea celular Sf9 con este vector, recuperando la proteina de p140 producida en el medio de cultivo (por
ejemplo, por percolacién del medio de cultivo a través de una columna -por ejemplo, una columna de Sefadex- que
separa los compuestos proteicos en funcion de su peso molecular y aislando el eluato de 140 kD).

Los compuestos capaces de unirse a p140 en condiciones de tipo fisiolégico (condiciones in vivo, o en condiciones
in vitro que imitan las in vivo) se han descrito previamente y se pueden obtener por los expertos en la técnica por
cualquier técnica apropiada disponible. Por "compuesto de unién a p140", se quiere decir en el presente documento
cualquier compuesto que sea capaz en dichas condiciones de tipo fisioldgico de reconocer una molécula de p140
como un antigeno (SEC ID N.2: 2 y/o SEC ID N.°: 4) cuando se expresa por una célula en una localizacién de
receptor transmembrana (es decir, reconocimiento de la parte de la SEC ID N.2: 2 y/o N.%: 4 que esta por encima de
la bicapa lipidica de dicha célula).

Tal compuesto de unién a p140 comprende notablemente moléculas HLA-A11 y HLA-A3 (ligandos naturales de
p140) y notablemente proteinas de fusion tales como proteinas de fusion Fc-HLA-A11 y Fc-HLA-AS3. Los
compuestos de union a p140 también comprenden antisuero de p140 (obtenible por inmunizaciéon de un animal tal
como conejo contra p140 y recuperando el antisuero asi producido -una etapa adicional de inmuno-purificacion se
puede realizar tal como para incrementar la concentracién de p140 en el antisuero, por ejemplo, por percolacién a
través de una columna de p140). Otros compuestos de unién a p140 comprenden anticuerpos monoclonales
dirigidos a la SEC ID N.°: 4 de p140, tal como por ejemplo AZ158, Q66, Q241 descritos en Pende y cols. 1996 (J.
Exp. Med. 184: 505 - 518). Tales mAb anti-SEC ID N.2: 4 pueden también reconocer la nueva SEC ID N.%: 2 como un
antigeno.

Cualquier técnica disponible para la produccion de mAb es apropiada para la produccion de los mAb anti-p140. Un
ejemplo de tal técnica comprende las etapas de:

(i) inmunizar un animal contra p140,

(i) producir hibridomas a partir de células de bazo de este animal y cultivarlas para que produzcan anticuerpos
monoclonales en sus sobrenadantes de cultivo,

(iii) evaluar los sobrenadantes para determinar la presencia de un anticuerpo que es capaz de unirse a la molécula
de p140 que se ha usado como un inmundgeno en la etapa i y que también es capaz de unirse a las células T no
malignas que quedan principalmente en su compartimiento citoplasmico y unirse a células de CTCL CD4+ malignas
principalmente en su superficie celular,

(iv) seleccionar y clonar hibridomas produciendo el anticuerpo deseado,

(v) recuperar el anticuerpo de dichos clones del sobrenadante anterior. Los compuestos de unién a p140 preferidos
también comprenden una entidad anti-CD4 (por ejemplo, mAb bi-especifico).

Tales compuestos de unién a p140 son Utiles para la deteccion de p140 en células T malignas, tales como células
de CTCL, en particular CTCL CD4+. De esta manera son Utiles para la deteccién de cancer CD4+. También son
Gtiles como vectores polipeptidicos, como se describe mas adelante.

La invencién también se refiere a vectores polipeptidicos que comprenden un compuesto de uniéon a p140 tal como
un mAb dirigido contra la parte extracelular de SEC ID N.%: 2 y/o SEC ID N.%: 4. Tales vectores polipeptidicos son
Utiles para administrar moléculas a, o en la proximidad de células T malignas, tales como notablemente células de
CTCL y células de CTCL CD4+ malignas en particular.

Las moléculas que se pueden administrar de manera util a células T malignas, tales como células de CTCL
comprenden notablemente moléculas capaces de inducir muerte celular o apoptosis, tales como un radioelemento o
una toxina. Tales moléculas también comprenden cualquier enzima capaz de transformar un profarmaco antimitético
en una forma de farmaco activo, tal como una carboxipeptidasa, Un vector polipeptidico que lleva tal enzima
después se usa de manera ventajosa en combinacién con un profarmaco antimitético (tal como profarmaco de
mostaza de fenol). Por lo tanto la invenciéon también abarca un kit médico que comprende un vector tal y un farmaco
antimitético tal.

Las moléculas que se pueden administrar de manera util en la proximidad de las células T malignas tales como
células de CTCL comprenden notablemente moléculas capaces de estimular las funciones inmunes de células que
estan en la proximidad de las células T malignas en un esfuerzo para inducir un efecto antitumoral de estas células
proximas hacia dichas células T malignas. Ejemplos de tales moléculas comprenden notablemente citocinas tales
como interferon gamma e interleucina tal como IL-2 (véase por ejemplo, Xu y cols. 2000, Cancer Research 60: 4475-
4484). Cuando un vector polipeptidico de la invencion se desea para dirigir células CD4+ tales como células de
CTCL CD4+, después este vector de manera ventajosa comprende adicionalmente una entidad anti-CD4.
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La invencién también abarca cualquier composicién farmacéutica que comprenda tales vectores polipeptidicos y en
particular cualquier medicamento que comprenda tales vectores polipeptidicos. Tales medicamentos son Utiles en el
control de una proliferacion y/o actividad funcional (que incluye la produccién de IL-2 no deseada) de células T
inapropiada o no deseada. Son particularmente Utiles para la prevencién, paliacién, alivio o tratamiento de una
actividad inmune inapropiada y notablemente para la prevencion o inhibicién de un linfoma de T tal como CTCL y en
particular CTCL CD4+. El uso de tales vectores para la fabricacion de un farmaco propuesto para la prevencién,
paliacion, alivio o tratamiento de una proliferacion y/o actividad de células T inapropiada y notablemente para la
prevencion o inhibicion de una proliferacién de CTCL es de este modo un objeto de la presente solicitud.

Los compuestos de union a p140 segun se define anteriormente, también se pueden usar como agentes de
reclutamiento de complemento, o como estimuladores o activadores de ADCC en la prevencién, paliacion, alivio o
tratamiento de linfomas T, tal como CTCL y en particular CTCL CD4+. Por lo tanto la invencién abarca el uso de
tales compuestos de unién a p140 en la fabricacion de un farmaco de linfoma anti-T, de un farmaco anti-CTCL, de
un farmaco anti-CD4+ CTCL y también abarca tales farmacos.

La invencién también proporciona un método para la evaluacién del nivel de desarrollo de un CTCL (actuacion):
permite evaluar la proporcion (por ejemplo, porcentaje) de células de CTCL CD4+ malignas presentes dentro de un
cierto compartimiento del cuerpo de un paciente. De acuerdo con este método, la proporcion de células CD4+ que
expresan en su superficie moléculas de p140 se mide en una muestra biolégica recogida de dicho compartimiento
del cuerpo. La proporcién de células de CTCL CD4+ que estan realmente presentes en dicho compartimiento del
cuerpo se puede considerar como sustancialmente igual a dicha proporcién medida. Usualmente cae dentro de un
intervalo +10 % alrededor de esta proporcién medida.

La invencion también proporciona un método para diagnostico de CTCL, en el que el porcentaje de células T que
expresan las moléculas p140 se expresa en una muestra biolégica recogida de un paciente y se compara con el
porcentaje promedio observado en seres humanos sin CTCL (preferentemente en seres humanos sanos) y en los
que un diagnostico positivo de CTCL se decide cuando dicho porcentaje medido es significativamente mayor que
dicho porcentaje promedio.

Este método de diagnéstico de CTCL particularmente se aplica a CTCL que son CD4+; en este caso el porcentaje
de células T medido es preferentemente un porcentaje CD4+. Los métodos de evaluacion/diagndéstico de CTCL de la
invencion son altamente eficaces para todos los tipos de CTCL CD4+ y notablemente para MF transformado, para
SS, para LP, asi como para linfomas CD30+. Dicha muestra bioldgica puede por ejemplo entonces ser una muestra
de piel recogida de un eritroderma (por ejemplo, sospecha de MF transformado), y/o una muestra de sangre PBL o
total (con el fin de evaluar si un MF transformado ha evolucionado en una forma mas agresiva tal como SS). Cuando
se detecta p140 en la superficie de dichas células CD4+, entonces no se requiere ninguna etapa adicional: el simple
hecho de detectar p140 en la superficie de células T CD4+ se refiere a un diagnéstico positivo de CTCL CD4+.

Los métodos de la invencion se pueden implementar con cualquier elemento apropiado y notablemente con un
elemento seleccionado del grupo que consta de compuestos de union a p140 segun se definen en el presente
documento, el ADN de p140, el ADN que comprende la SEC ID N.2: 1 o la SEC ID N.% 3 o que codifica la SEC ID
N.2:2 0la SEC ID N.%: 4.

Tal elemento se usa entonces como un medio de deteccion para la expresion de superficie celular de p140.
Preferentemente, dichos medios de deteccion también comprenden una entidad anti-CD4 con el fin de detectar
células SC5+/p140+ CD4+ en un procedimiento de una sola etapa.

Cuando se usa material ADNc/ARNm como un medio de deteccion, después las células CD4+ se tienen que lisar tal
como para detectar el ARNm que se hibrida a p140 que esta realmente presente en dichas células (deteccion de los
transcritos). Tal medio de deteccion de ADNc/ARNm se puede colocar ventajosamente sobre o en un soporte sélido
tal como un procesador de ADN o una microesfera de ADN.

Cuando el material de mAb o derivado de mAb se usa como un medio de deteccién, después la expresion de
superficie de p140 se detecta. Es conveniente cualquier técnica anticuerpo-antigeno. Los ejemplos notablemente
comprenden andlisis de citometria de flujo.

La invencion también abarca un método para la identificacion de un compuesto que es Uutil en la paliacion,
prevencion, alivio, tratamiento de una actividad de células T no deseada o inapropiada, tal como notablemente una
proliferacién de células T malignas tales como células de CTCL y en particular células de CTCL CD4+. Este método
se caracteriza porque comprende la detecciéon de un compuesto que es capaz de unirse a una molécula de p140 (tal
como la SEC ID N.%: 2 y/o la SEC ID N.% 4). Tales compuestos se pueden usar como vectores polipetidicos
descritos anteriormente. Una forma fécil de implementar este método de identificacién es proceder con moléculas r
p140 inmovilizadas sobre un soporte solido tal como una proteina A Sefarosa CL-4B. Los compuestos candidatos
para la implementacién del método notablemente comprenden sueros inmunizados contra p140.

La invencion se ilustra por los ejemplos, que no pretenden de ninguna manera restringir la invencién a las
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realizaciones particulares descritas mas adelante. Las personas de habilidad normal en la técnica contemplan
realizaciones alternativas y tales realizaciones alternativas derivadas del conocimiento comun en la técnica estan
dentro del alcance de la invencion. Los expertos en la técnica en particular aprecian que diversas técnicas inmunes
estandar y diversas técnicas de biologia molecular estandar estan disponibles para ellos (véase por ejemplo,
"Antibodies: a laboratory manual" Ed Harlow, David lane, Cold Spring Harbor Laboratory 1988; Maniatis 1982,
"Molecular cloning: a laboratory manual", Cold Spring Harbor, New York, Cold Spring Harbor Laboratory; "Current
protocols in Immunology" protocols on CD-ROM, John Wiley, West Sussex, Inglaterra; "Immunological techniques
made easy", editado por Olivier Cachet y cols., John Wiley, West Sussex, Inglaterra; y la publicacion
especificamente mencionada en la presente solicitud). El contenido de tales documentos de la técnica anterior se
incorpora en el presente documento por referencia. También se entiende que los experimentos descritos en el
presente documento en los detalles completos para una forma particular de CTCL CD4+ se pueden directamente
transponer por los expertos en la técnica a cualquier otra forma de CTCL CD4+.

En estos ejemplos, se hace referencia a las siguientes figuras:

- Las figuras 1A, 1B ilustran la deteccion de moléculas de p140/KIR sobre lineas celulares de CTCL (figura 1A) y en
linfocitos de tumores recientes (figura 1B). El andlisis citométrico de flujo de inmunotincion doble se realizé como se
describe en Bagot y cols. 1998 (Blood 91: 4331-4341) y en Poszepczynska y cols. 2000 (Blood 96: 1056-1063).

- La figura 2 ilustra el analisis bioquimico de las moléculas de p140: el clon AM61 de NK (p140+/p70-), derivadas de
un donante sano y las lineas celulares de Pno y Cou-L se marcaron superficialmente con biotina y se
inmunoprecipitaron con los mAb anti-p140 y anti-CD8. Las muestras se trataron (+) o no (-) con N-glicosidasa F y se
analizaron en un 8 % (panel izquierdo) u 11 % (panel derecho) de SDS-PAGE en condiciones reductoras. Sefarosa
Proteina-A sola representa el control negativo. Los marcadores de peso molecular (kD) se indican a la derecha.

- La figura 3 muestra la alineacion de la secuencia de aminodacidos de las proteinas codificadas KIR3D cl. 24 (SEC
ID 20 N.%: 2) y cl. 1.1 (SEC ID N.2: 4). Los amino&cidos que corresponden al péptido sefial estan en letras
mindsculas, mientras que la region transmembrana esta subrayada en la secuencia consenso. Los aminoacidos
idénticos a la secuencia consenso se indican por puntos.

Ejemplo 1: P140 se expresa por células de CTCL CD4+, e identificacion de una forma novedosa de P140

Los linfomas cutaneos de células T (CTCL) son un grupo heterogéneo de linfomas que implican principalmente la
piel. Micosis fungoides (MF) se caracteriza por la invasion cutanea de los linfocitos T CD4+ malignos derivados
clonalmente que se parecen fenotipicamente a células auxiliares T maduras. Una forma mas agresiva de CTCL se
desarrolla cuando la célula maligna se hace no epidermotrépica y se asocia con la implicacion extracutaneas. El
sindrome de Sézary (SS) es una forma mas agresiva de CTCL que se caracteriza por una expansién clonal de
células T CD4+/CD45R0O+ y la aparicion de estas células T malignas. La biologia de la enfermedad permanece
escasamente entendida, ya que es dificil identificar la célula maligna, debido a la carencia de marcadores celulares
especificos de superficie. De este modo, en las lesiones cutaneas es dificil distinguir células de CTCL CD4+ de
linfocitos T CD4+ que se infiltran en los reactivos. Bagot y cols. previamente describieron una Unica linea celular de
T CD4+ derivada de lesiones de CTCL (Bagot y cols. 1998, Blood 91: 4331-4341); esta linea celular y las células
tumorales in vivo expresaron un tamano idéntico de la region 3 de determinacion de complementariedad de
transcripciones TCR-VB. Mas recientemente, Poszepezynska y cols. (Blood 2000, 96: 1056 - 1063) caracterizaron de
manera funcional la linea celular de T tumoral CD4+CD8aa + dependiente de IL-7.aislada de sangre de otro paciente
con un CTCL eritrodérmico cutaneo. Esta linea celular de T tumorales era idéntica a las poblaciones de células T
circulantes principales, como se demuestra por la expresion de TCR-VB22 y la identidad de las secuencias de
TCRB-VDJ.

Aqui, los autores de la presente invencién muestran que estas dos lineas de CTCL diferentes expresan el receptor
inhibidor de p140/KIR para los alelos HLA-A. De manera importante, este receptor se detecta en células tumorales
aisladas recientemente derivadas del mismo paciente. Ademaés, el p140/KIR también se coexpresé por un
subconjunto principal de linfocitos CD4+ en otros siete pacientes con SS y por células CD4+ de piel tumorales en
dos pacientes adicionales con MF avanzada. El p140/KIR se detecta en individuos normales en un subconjunto de
células NK y o en células CD3+CD8+ de sangre periférica. Ademas, las células T obtenidas de piel en otras
enfermedades dermatoldgicas tales como enfermedades cutaneas inflamatorias y necrolisis epidérmica toxica no
expresaron este receptor (Le Cleach y cols. 2000, Clin. Exp. Immunol. 119: 225-230). De este modo, los hallazgos
actuales de los autores de la presente invencion demuestran que el p140/KIR representa un marcador adecuado
sobre células CD4+ para la identificacion de CTCL.

Materiales y métodos

Pacientes

Después de un consentimiento informado y aprobacion por un comité ético, los autores de la presente invencion
obtuvieron muestras de piel y sangre de once pacientes con un CTCL. Ocho pacientes tenian un sindrome de
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Sézary con 10 a 45 % de células de Sézary circulantes en la sangre. En siete casos, el fenotipo de las células
tumorales era CD3+, CD4+, CD8-. En un caso, el fenotipo era CD3+, CD4+, CD8aa+ (paciente Pno). Tres pacientes
tenian una micosis fungoides transformada (Lez, Cou, Bic) y presentaban tumores cutaneos diseminados con un
fenotipo CD3+, CD4+, CD8-. Todos los pacientes no estaban tratados previamente con quimioterapia.

Aislamiento de linfocitos tumorales

Las células tumorales recientes de CTCL se obtuvieron de fragmentos tumorales dispersados mecanicamente en
suspensiones de células individuales (Bagot y cols. 1998, Blood 91: 4331-4341). Las células mononucleares se
lavaron después y se congelaron en suero humano mas 10 % de sulféxido de dimetilo para uso posterior. Para los
pacientes de sindrome de Sézary, se aislaron las células sanguineas mononucleares por la técnica de Ficoll-
Isopaque (Pharrnacia fine Chemicals, Piscataway, NJ).

Cultivo a largo plazo de lineas de células tumorales

Los autores de la presente invencién establecieron el cultivo a largo plazo de la linea celular Pno (TCRVB22+, CD3+,
CD4+, CD8aa +, MHC clase I+, MHC clase II-) in vitro de la sangre periférica del paciente como se ha descrito
previamente (Bagot y cols. 1998, Blood 91: 4331-4341). Los autores de la presente invencion demostraron que tanto
el clon maligno circulante en la sangre del paciente como la linea celular de T cultivadas derivadas eran idénticos
para su fenotipo de la superficie celular y para su tamafo y secuencia de la region TCRJB VDJ (Poszepczynska y
cols. 2000, véase supra). Otras fuentes de lineas celulares de SS se pueden encontrar en la ATCC (por ejemplo,
HUT 78 ATCC TIB-161).

La linea celular de Cou-L (TCRVBI3+) se cultivé in vitro con rlL-2 durante mas de tres afios. Corresponde al subclon
de la linea de CTCL CD4+ Cou-LS descrito previamente (Bagot y cols. 1998, véase supra). La linea celular de Cou-
L, la original TCRVB13+, CTCL CD4+ Cou-LS y las células tumorales recientemente aisladas de la piel compartian
el mismo tamario y secuencia de la region TCRf VDJ (Bagot y cols. 1998, véase supra).

Estudios de anticuerpos monoclonales (mAb) y de citometria de flujo

Se realizé andlisis de inmunofluorescencia de uno y dos colores como se ha descrito previamente (Bagot y cols.
1998, véase. supra). Anti-CD3 (Cell Analysis 2000 referencia de catélogo 6604629), anti-CD4 (Cell Analysis 2000
referencia de catalogo 6602138), anti-MHC Class | (Cell Analysis 2000 referencia de catalogo IMO107) y Il (Cell
Analysis 2000 referencia de catalogo IMO108) son obtenibles de Beckman Coulter (véase catalogo Cell Analysis
2000).

El mAb anti-TCRVB13+ se comprd de Bioadvance (Emerainville, Francia, referencia de catalogo TCR 1738) y el
mAb anti-TCRVB22+ se obtuvo de Beekman-Coulter (Marsella, Francia, Cell Analysis 2000 referencia de catalogo
IM/1484/IM1365). El mAb anti-CD8 a3 25T6.5H7 es obtenible de Beckman Coulter (Cell Analysis 2000 referencia de
catélogo 1M 2014. Como los mAb anti-p140, se han usado Q66 (IgM, anti-p140) y AZ1S8 (IgG2a, que reconocen
tanto p70/NKBI como p140) que se han descrito en Pende y cols. 1996 (J. Exp. Med. 184: 505-518); sin embargo
cualquier compuesto de unién de anti-140 es apropiado (por ejemplo, antisuero anti-p140, proteinas de fusién
FcHLA-A11, Fc-HLA-A3). Los mAb Z27 (IgG1, anti-p70/NKB1), EB6 (IgGl, anti-p58.1/p50.1), GL183 (IgG1, anti.p58
.2/p50.2), XA 185 (IgG1, anti-CD94), Z199 y 2270 (IgG2b y IgG2a respectivamente, anti-NKG2A) y B9.4 (IgG2b, anti-
CD8) son todos obtenibles de Beekman Coulter (véase Cell Analysis 2000 referencias de catalogo IM2748, IM2277,
IM2278, IM1610, IM2750, IM0102).

Los anti-ratén de cabra IgG FITC y anti-ratén de cabra IgM PE también se pueden obtener de Beekman Coulter
(véase Cell Analysis referencias de catalogo IM08 e IMOSSS).

Caracterizacion bioquimica

Se incubaron 20 x 10° células (15" a 20 °C) en 1 ml de PBS pH 8 que contenia 250 pg de EZ- LINK SULFO-NHS-LC-
LC-BIOTIN (Pierce, Rockford, IL) y se lavaron tres veces en tampén de lavado (10 mM TRIS pH 8, 0,14 M NaCl). Se
lisaron después las células en 1 % de NP- 40 y se inmunoprecipitaron con los mAb AZ 158 (IgG2a, antip70/140) o
B9.4 (IgG2 b, anti-CD8) acoplados a Sefarosa-PA (Pharmacia Biotech Inc. Piscataway, NJ). Las muestras se
analizaron por SDS-PAGE discontinuo bien no digeridas o bien digeridas con N-glicosidasa F (Boehringer
Mannheim, GmbH, Alemania) y se transfirieron a Immobilon P (Millipore Corp, Bedform, MA). Después de tefiir con
Neutravidina (Pierce) se usé el kit Renaissance Chemiluminescence (NEN, Boston, MA) para la deteccién. Se
obtuvieron clones de células NK por dilucién limitante como se describe en Pende y cols. 1996 (J. Exp. Med. 184:
505-518).

Anadlisis de RT-PCR

El ARN total se extrajo de lineas celulares de Pno y de Cou-LCD8 aa de CTCL usando sistema de limpieza de ARN
(AGS GmbH, Heidelberg, Alemania). Se realiz6 la sintesis de ADNc usando el cebado de oligodT. Los cebadores
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usados para la amplificacion de ADNc del ORF (marco abierto de lectura) completo de KIR que muestra tres
dominios de tipo (1395 pares de bases) eran los siguientes: 5’'CATGT(CT)GCTCA(CT)GGTCGTC (lg3 UP; SEC ID
N.2: 5) y 55GGTTTTGAGACAGGGCTG (g3 DOWN; SEC ID N.% 6). La amplificacion se realizé durante 30 ciclos (30
seg. a 94 °C, 30 seg. a 55 °C, 30 seg. a 12 °C), seguidos de una incubacion durante 7 min. a 12 °C, utilizando
AmpliTAQ (Perkin Elmer-Applied Biosystems, Foster City, CA). Los productos PCR se subclonaron en el vector
pcDNAS3.1//V5-His-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA). Se realiz6 la secuenciacién de ADN usando el Kit de
Secuenciacién de Ciclo d-Rodamina Terminator y un Secuenciador Automatico 377 de Applied Biosysterns
Automatic Sequencer (Perkin Elmer-Applied Biosystems).

Transfecciones transitorias

Células COS-7 se transfectaron con pcDNA3.1 TOPO-KIR3D cl.24 o con pCR3-cl. 1.1 (Pende y cols. 1996, J. Exp.
Med. 184: 505-518) utilizando Fugene 6 (Roche, 20 Monza ltalia). En resumen, las células se sembraron a
5x10%/placa; 24 hr mas tarde se incubaron con 6 pg de plasmido y 10 pl de reactivo Fugene-6 en DMEM/FCS al 10
%. Después de 48 o 72 hrs, las células transfectadas se usaron para andlisis citofluorométrico. Se tifieron los
transfectantes de células con los mAb Q66 y AZ158, seguidos de un anticuerpo de cabra conjugado a ficoeritrina
para IlgG2a o IgM de ratén y se analizaron por citometria de flujo usando un FACSort (Becton Dickinson, San José,
CA).

Resultados
Se tifien lineas celulares de CTCL por los mAb para el p140/K1R

Dos lineas tumorales de Pno de CTCL de largo plazo (marcadas con mAb anti-TCR-VB22) 30 (Poszepezynska y
cols. 2000, véase supra) y Cou-L (marcada con mAb anti-CD3) (Bagot y cols. 1998, véase. supra) se analizaron
determinando la reactividad con diferentes mAb anti-KIR. Los autores de la presente invencion encontraron que
ambas lineas celulares eran reactivas con los mAb Q66 (véase la figura 9A) y AZ158, reconociendo ambos el
p140/KIR. Por el contrario, estas lineas celulares no expresaban otros receptores inhibidores especificos para
moléculas HLA clase |, incluyendo p58.1, p58.2, p70 KIR y el receptor de tipo lecitina CD94/NKG2A (Poszepczynska
y cols. 2000, véase supra).

Linfocitos T tumorales aislados recientemente de pacientes CTCL se tifien por los mAb anti-p140/KIR

Determinando si p140/IKIR se expresaba por células tumorales aisladas recientemente, los autores de la presente
invencion ensayaron la reactividad de mAb Q66 con células tumorales aisladas de la sangre en Pno de paciente de
SS y fragmentos de piel tumorales de Cou de paciente de MF. Los autores de la presente invencion encontraron que
la mayoria de las células tumorales se tifieron por este mAb (figura 1B). En particular, los autores de la presente
invencion observaron que la mayoria de linfocitos tumorales TCRVB22+ aislados de la sangre del paciente Pno eran
reactivos con anticuerpo Q66 y que la mayoria de linfocitos tumorales TCRV6 13+ aislados de la piel del paciente
Cou se tifieron por el mismo anticuerpo (figura 1B).

A continuacidn, los autores de la presente invencién estudiaron el fenotipo de linfocitos T tumorales de la sangre de
siete pacientes adicionales con un sindrome de Sézary, con las células malignas representando 10 al 45 % de
linfocitos CD4+ circulantes y linfocitos T tumorales aislados de tumores de piel de otros dos pacientes con un MF.
Notablemente, todos los pacientes ensayados mostraron una poblacién significativa que coexpresaba CD4 vy
p140/KIR (véase la Tabla 2 mas adelante).

Tabla 2: Linfocitos CD4+ tefiidos con mAb anti-Q66 aislados de la piel de pacientes con micosis fungoides
transformada y de sangre de pacientes con sindrome de Sézary.

. Porcentaje de células positivas con
Muestras de pacientes

mAb anti-CD4 mAb anti-CD4 + Ab anti-Q66

MF

Lez 65 29
Bic 53 44
SS

Bri 85 35
Bar 90 18
Att 95 35
Ros 98 15
Can 78 36
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Pet 45 9
Rib 98 19

Se deberia indicar que todas las células Q66+ estaban incluidas en la poblacién de células CD4+. De este modo, la
expresion de p140/KIR, que en individuos normales esta restringida a subconjuntos de linfocitos de las poblaciones
de NK y CD8+, parece ser una caracteristica de linfocitos T CD4+ de tumor de CTCL, tanto en la piel como en la
sangre. Como control, linfocitos T de piel derivados de otra enfermedad dermatoldgica, necrolisis epidérmica, que se
mostré que contenian pequefos porcentajes de diversos linfocitos T que expresan KIR (Le Cleach y cols. 2000, Clin.
Exp. Immunol. 119: 225-230), fallaron en expresar p140/KIR.

Caracterizacion molecular del receptor p140 expresado por CTCL.

Las lineas celulares de Pno y Cou-L se marcaron en superficie con biotina y los lisados celulares se
inmunoprecipitaron con un anti-p140 (mAb AZ 158). Como se muestra en la figura 2, este mAb inmunoprecipitado a
partir de un clon de NK y de las lineas celulares de Pno y Cou-L traza una molécula con una masa molecular de
aproximadamente 70 kD en condiciones reductoras. El tratamiento con N-glicosidasa revel6 una estructura central
de proteina de aproximadamente 50 kD con una movilidad ligeramente superior para Pno y Cou-L comparada con el
clon de NK. Estos datos sugieren que el receptor inhibidor de p140 expresado por estas lineas de células tumorales
de CTCL podria ser casi similar a aquel detectado previamente en las células NK normales (Pende y cols. 1996, J.
Exp. Med. 184: 505-518).

A continuacion, los investigadores determinaron si el ADNc que codifica la molécula reconocida por los mAb de Q66
y AZ158 sobre lineas celulares de Pno y Cou-L de CTCL correspondia a uno de los ADNc ya descritos que codifican
p140/KIR (SEC ID N.%: 3). En este extremo, RT-PCR se realizé6 sobre ARN derivado de estas lineas celulares
usando un conjunto de cebadores capaces de amplificar todo el ADNc que codifica KIR con tres dominios de tipo Ig.
A partir de la linea de células de Pno, los autores de la presente invencién aislaron un ADNc de longitud completa,
denominada KIR3D el.24 (SEC ID N.%: 1). La comparacion de su secuencia de nucleé6tidos con las secuencias de
ADN que codifican todas las KIR caracterizadas por tres dominios de tipo Ig extracelulares revel6 que KIR3D cl.24
representa una forma alélica novedosa del receptor p140. En particular, su secuencia de nucleétidos muestra cinco
diferencias comparada con la descrita previamente cl 1.1 ADNc (Pende y cols. 1996, J. Exp. Med. 184 : 505-518),
que da como resultado cuatro sustituciones de aminoacido en la proteina madura (véase la figura 3; SEC ID N.2: 2:
proteina del clon 24; SEC ID N.% 4: proteina del clon 1.1) . Tres de las cuatro sustituciones se encuentran en el
dominio de tipo Ig extracelular (pos. 20, 92 y 111 de la proteina madura), mientras que la otra esta localizada en la
region citoplasmatica (pos. 401). RT-PCR realizada sobre la linea celular de Cou-L de CTCL revel6 dos diferentes
formas alélicas de p140/KIR una que corresponde a ADNc del cl. 1.1. y la otra idéntica a cl.24 de KIR3D (aislada de
la linea celular de Pno). EI ADNc derivado de las lineas celulares de CTCL se transfectdé después de forma
transitoria en células COS-7. Como se esperaba, todos los transfectantes de células se tifieron de manera luminosa
por mAb de Q66 y AZ158, mientras no eran reactivos con mAb Z27 especifico de p70/KIR usado como un control
negativo. Finalmente, RT-PCR se realiz6 sobre ARN extraido de PBL derivado de tres pacientes de SS (incluyendo
paciente de Pno) y de células derivadas de la piel de un paciente adicional de MF. También en estas muestras una u
otra isoforma alélica de p140/KIR descrita anteriormente se podria identificar.

Los mismos resultados se obtuvieron en células malignas de CTCL recogidas de pacientes.
Discusién

Lesiones cutdneas en CTCL contienen un infilirado linfocitico heterogéneo compuesto de células T malignas, que
son lo mas a menudo linfocitos T de infiliracion de tumores CD4+ y no neoplasicos. Los autores de la presente
invencion anteriormente resefiaron linfocitos T de infiltracion de tumores CD4+ especificamente dirigidos contra linea
celular de CD4+ de CTCL maligna autéloga. Sin embargo, ya que ningun tumor restringia la estructura de la
superficie celular, ademas del TCR clonotropico expresado por células tumorales, se han identificado sobre CTCL,
es dificil usar métodos estandar para distinguir linfocitos CD4+ reactivos malignos de los no malignos.

En el presente estudio, los autores de la presente invencion resefaron por primera vez que las células tumorales de
pacientes de MF y SS expresan el p140/KIR. Este receptor se ha identificado tanto en lineas celulares de la piel
como de la sangre de pacientes de CTCL asi como en dos lineas de CTCL de cultivo a largo plazo. Dos andlisis de
fluorescencia de color indicaron que la expresion de p140/KIR esta restringida a células T caracterizadas por un
TCRB-VJD previamente identificado en células tumorales. De este modo, p140/KIR permite una rapida identificacion
de células tumorales de células reactivas tumorales entre la poblaciéon de linfocitos T CD4+. Esto puede ser
particularmente Util en pacientes de SS, en el que el clon de células T tumorales no siempre se identifica facilmente
dentro de la poblacién de linfocitos CD4+ de sangre periférica. Ademas, durante el curso de la enfermedad o
después de tratamiento, es crucial determinar si un incremento de la poblacion CD4+ se debe a una expansion de la
poblacién de células tumorales o de linfocitos T reactivos. Ya que los mAb anti-p140/KIR parecen reconocer las
células tumorales en todos los pacientes de CTCL analizados, se pueden considerar como una herramienta
adecuada para la identificacion directa de los CTCL. Ademas, el uso de la coexpresion de p140/KIR sobre células de

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 387969 T3

CTCL CD4+ proporciona una unica herramienta para distinguir las células malignas de las células normales en cada
paciente. Esto esta en contraste con las determinaciones de TCR que es Unica para un paciente individual. Ademas,
el p140/IKIR representa un posible objetivo para el desarrollo de una inmunoterapia novedosa especifica de CTCL.

Estudios anteriores indicaron que este receptor era capaz de generar sefales inhibidoras tras el reconocimiento de
los alelos HLA.A3 y HLA.A11. Sin embargo hay que hacer notar que la expresion de p140/KIR en los diversos
pacientes analizados parece aparentemente independiente de su propio haplotipo de HLA Clase 1. No obstante, el
papel real de p140/KIR en la patofisiologia de CTCL es una caracteristica importante que falta por estudiar teniendo
en cuenta el papel potencial de este receptor en la tolerancia al mismo. En conclusién, el presente estudio
demuestra por primera vez la expresion del p140/KIR en células CD4+ CTCL y el aislamiento de una forma alélica
de este receptor en células tumorales. Este hallazgo es un importante nuevo tema, tanto para la patofisiologia como
el tratamiento clinico de pacientes de CTCL.

Ademas, la expresién de p140 también se ha observado en la superficie de CD8+ CTCL tal como MF transformado
de CD8+.

Ejemplo 2: produccion de farmacos anti-CTCL

La persona de habilidad normal en la técnica es capaz de producir farmacos anti-CTCL siguiendo las siguientes
directrices dadas para propésitos de ilustracion:

- uso de mAb anti-p140 con una citocina tal como Interferon gamma o IL-2 estimulando el sistema inmune de las
células en la proximidad de las células de CTCL,

- uso de mAb anti-p140 como vectores para la administracion de ingredientes anti-CTCL en células de CTCL;
ejemplos de ingredientes anti-CTCL comprenden compuestos estandar usados en quimioterapia tales como
radioelementos, toxinas.

Los vectores de mAb para radioelementos se pueden producir siguiendo técnicas estandar (véase por ejemplo,
Press OW y cols. "Phase two ftrial of iode131-B1 (anti-CD20) antibody therapy with autologous stem cell
transplantation for relapsed B cell lymphoma", Lancet 1995 vol. 346 p. 336-340, cuyo contenido se incorpora en el
presente documento por referencia).

Los vectores mAb para toxina se pueden producir siguiendo técnicas estandar (véase por ejemplo, Ghetie U y cols.
"Large scale preparation of an immunoconjugate constructed with human recombinant CD4 and deglycosylated ricin
A chain”, J. Immunol. Methods 1990, vol. 126 p 135-141, cuyo contenido se incorpora en el presente documento por
referencia).

- uso combinado de un profarmaco antimitético y de vectores de mAb anti-p140 que distribuyen una enzima capaz
de transformar un profarmaco antimitético a la forma de farmaco activo (agente mitético en una forma funcional).

Los vectores de mAb anti-p140 que distribuyen una enzima capaz de transformar un profarmaco antimitético a la
forma de farmaco activo se pueden producir siguiendo técnicas estandar aplicadas a un mAb anti-p140 (véase por
ejemplo, la técnica ADEPT, para Tratamiento Enzimatico con Profarmaco Dirigido por Anticuerpo descrito en Plakey
TC y cols. "Anti-tumor effects of an antibody-carboxypeptidase G2 conjugate in combination with phenol mustard
prodrugs"”, British J. Cancer 1995 vol. 72 p 1083-1088, cuyo contenido se incorpora en el presente documento por
referencia).

- uso de mAb anti-p140 como agonistas de ligando (estimulacion de p140)

- uso de mAb anti-p140 como agente de reclutamiento de complemento.

Para los usos mencionados anteriormente, se prefieren los mAb con una doble especificidad anti-p140/anti-CD4.

- uso de anti-p140 (no necesaria especificidad de CD4+) como activadores de ADCC (Citotoxicidad de Células
Dependiente de Anticuerpo): células polinucleares, macréfagos, células NK que llevan receptores de Fc que se
activan por la parte de Fc del mAb de anti-SC5 y p-p140, por lo tanto estos mAb permiten la activacion de ADCC en
las proximidad de células de CTCL.

Abreviaturas

APC: Célula que Presenta Antigeno, CTCL: Linfoma cutaneo de células T, DIG: fraccion enriquecida por glicolipidos
insoluble en detergente, ILT: transcripcién de tipo inmunoglobulina, KIR: receptor de inmunoglobulina de células
asesinas, mAb: anticuerpo monoclonal, MF: micosis fungoides, PBL: linfocitos de sangre periférica, PBMC: células

mononucleares de sangre periférica, PHA: fitohemaglutinina, PMA: forbol12 beta-miristato13 alfa-acetato, SS:
sindrome de Sézary, TCR: receptor de células T.
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Listado de secuencias

<110>1.N. S. E. R .M.
<120> Medios novedosos para la deteccion y tratamiento de células T activadas y, en especial, de células T
tumorales
<130> 1209EPbensussan
<140>
<141>
<160> 6
< 170> Patent In Ver. 2.1
<210> 1
<2 11> 1395
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220 >
<221> CDS
<222> (65) . . (1369)
<400> 1
catgtcgctc actgtcgtca gcatggcgtg cgttgggttc ttcttgectge agggggectg 60

gcca ctc atg ggt ggt cag gac aaa ccc ttc ctg tect gec cgg ccc age 109
Leu Met Gly Gly Gln Asp Lys Pro Phe Leu Ser Ala Arg Pro Ser
1 5 10 15

act gtg gtg cct caa gga gga cac gtg gct ctt cag tgt cac tat cqgt 157
Thr Val Val Pro Gln Gly Gly His Val Ala Leu Gln Cys His Tyr Arg
20 25 30

cgt ggg ttt aac aat ttc atg ctg tac aaa gaa gac aga agc cac gtt 205
Arg Gly Phe Asn Asn Phe Met Leu Tyr Lys Glu Asp Arg Ser His Val
35 40 45

cce atc ttc cac ggc aga ata ttc cag gag agc ttc atc atg ggc cct 253
Pro Ile Phe His Gly Arg Ile Phe Gln Glu Ser Phe Ile Met Gly Pro
50 55 60

gtg acc cca gca cat gca ggg acc tac aga tgt cgg ggt tca cgc cca 301
Val Thr Pro Ala His Ala Gly Thr Tyr Arg Cys Arg Gly Sexr Arg Pro
65 70 75
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cac
His
80

gtc
Val

ctg
Leu

atg
Met

tca
Ser

tcc
Ser
160

ggt
Gly

ctg
Leu

cag
Gln

agc
Ser

gcc
Ala
240

cag
Gln

tce
Ser

aca
Thr

ctg
Leu

ttt
Phe

cgce
Arg
145

atc
Ile

tct
Ser

gac
Asp

ccg
Pro

tcc
Ser
225

cat

His

gca
Rla

cte
Leu

gga
Gly

aaa
Lys

gag
Glu
130

ctc
Leu

ggt
Gly

gtt
Val

atc
Ile

ggce
Gly
210

tgg
Trp

gaa
Glu

gac
Asp

act
Thr

aac
Asn

tca
Ser
115

cac
His

gtt
Val

cce
Pro

cct
Pro

gtg
val
195

cce
Pro

agc
Ser

cgt
Arg

ttt
Phe

999
Gly

cac
His
100

gga
Gly

ttc
Phe

gga
Gly

ttg
Leu

cac
His
180

Ile

acg
Thr

tce
Ser

agg
Arg

cct
Pro
260

tag
Trp
85

aga
Arg

gag
Glu

ttt
Phe

cag
Gln

atg
Met
165

tce
Ser

aca
Thr

gtt
Val

tat
Tyr

cte
Leu
245

ctg
Leu

tcg
Ser

aaa
Lys

aca
Thr

ctg
Leu

atc
Ile
150

cct
Pro

cce
Pro

ggt
Gly

cag
Gln

gac
Asp
230

cgt

Arg

ggc¢
Gly

gca
Ala

cct
Pro

gtc
Val

cac
His
135

cat
His

gtc
val

tat
Tyr

cta
Leu

gca
Ala
215

atc
Ile

gca
Ala

cct
Pro
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cce
Pro

tcc
Ser

atc
Ile
120

aga
Arg

gat
Asp

ctt
Leu

cag
Gln

tat
Tyr
200

gga
Gly

tac
Tyr

gtg
Val

gcc
Ala

agce aac
Ser Asn
90

ctc ctg
Leu Leu
105

ctg caa
Leu Gln

gag ggg
Glu Gly

ggg gtc
Gly Val

gca gga
Ala Gly
170

ttg tca
Leu Ser
185

gag aaa

Glu Lys

gag aac
Glu Asn

cat ctg
His Leu

ccc aag
Pro Lys
250

acc cac

ccC
Pro

gce
Ala

tgt
Cys

Ile

tcc
Ser
155

acc
Thr

gct
Ala

cct
Pro

gtg
Val

tcec
Ser
235

gtc
val

gga

ctg
Leu

cac
His

tgg
Trp

tct
Ser
140

aag

Lys

tac
Tyr

cce
Pro

tct
Ser

acc
Thr
220

agg
Arg

aac
Asn

9499

Thr His Gly Gly

265

16

gtg
Val

cca
Pro

tca
Ser
125

gag
Glu

gce
Ala

aga
Arg

agt
Ser

ctc
Leu
205

ttg

Leu

gaa
Glu

aga
Arg

acc
Thr

atc
Ile

9499
Gly
110

gat
Asp

gac
Asp

aac
Asn

tgt
Cys

gac
Asp
190

tca
Ser

tcc
Ser

999
Gly

aca
Thr

tac
Tyr
270

atg
Met
95

acc
Thr

gtc
Val

cec
Pro

ttc
Phe

tat
Tyr
175

cce
Pro

gce
Ala

tgt
Cys

gag
Glu

ttc
Phe
255

aga
Arg

349

397

445

493

541

589

637

685

733

781

829

8717



tgc
Cys

gac
Asp

tca
Ser

gtt
Val
320

tte
Phe

atg
Met

gat
Asp

gtt
val

cce
Pro
400

aga

Arg

999
Gly

ttc
Phe

cca
Pro

cce
Pro
305

ctg
Leu

ttt
Phe

gac
Asp

gaa
Glu

ttce
Phe
385

cca

Pro

tcc
Ser

gtt
val

<210>2

<211> 434

ggc
Gly

ctg
Leu
290

aca
Thr

att
Ile

ctc
Leu

caa
Gln

caa
Gln
370

ata

Ile

aca
Thr

aaa
Lys

ttc
Phe

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

tct
Ser
275

ctt

Leu

gaa
Glu

999
Gly

ctt
Leu

gag
Glu
355

gac
Asp

cag
Gln

gat
Asp

gtt
Val

tag

435

ttc
Phe

gtt
Val

cca
Pro

acc
Thr

tat
Tyr
340

cct
Pro

cct
Pro

aga
Arg

ace
Thr

gte
Val
420

cgt
Arg

tct
Ser

agc
Ser

tca
Ser
325

cgc
Arg

gcgqg
Ala

cag
Gln

aaa
Lys

agc
Ser
405

tce
Ser

gcc
Ala

gtc
Val

tce
Ser
310

gtg
Val

tgg
Trp

999
Gly

gag
Glu

atc
Ile
390

gtg
vVal

tgc
Cys

ctg

aca
Thr
295

aaa
Lys

gtc
Val

tgc
Cys

gac
Asp

gtg
Val
375

agt

Ser

tac
Tyr

cca
Pro
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<cce
Pro
280

gga
Gly

tct
Ser

atc
Ile

tcc
Ser

aga
Arg
360

acg
Thr

cgce
Arg

acg
Thr

cga
Arg

tgc
Cys

aac
Asn

qgt
Gly

ttc
Phe

aac
Asn
345

aca
Thr

tac
Tyxr

cct
Pro

gaa
Glu

gca
Ala
425

gtg
Val

cct
Pro

atc
Ile

ctc
Leu
330

aaa
Lys

gtg
Val

gca
Ala

tct
Ser

ctt
Leu
410

cca
Pro

tgg
Trp

tca
Ser

tgc
Cys
315

tte
Phe

aag
Lys

aat
Asn

cag
Gln

cag
Gln
395

cca

Pro

cag
Gln

ggagacaaca gccctgtctc aaaacc

17

tca
Ser

agt
Ser
300

aga
Arg

atc
Ile

aat
Asn

agg
Arg

ttg
Leu
380

agg
Arg

aat
Asn

tca
Ser

aac
Asn
285

agt
Ser

cac
His

ctc
Leu

gct
Ala

cag
Gln
365

gat

Asp

ccce
Pro

gct
Ala

ggt
Gly

tca
Ser

tag
Trp

ctg
Leu

ctc
Leu

gct
Ala
350

gac
Asp

cac
His

aag
Lys

gag
Glu

ctt
Leu
430

agt
Ser

cct
Pro

cat
His

ctc
Leu
335

gta
Val

tect
Ser

tgc
Cys

aca
Thr

cee
Pro
415

gag
Glu

925

973

1021

1069

1117

1165

1213

1261

1309

1357

1395



Leu
1
Val
Gly
Ile
Thr
65
Ser
Thr
Leu
Phe
Arg
145
Ile
Ser
Asp
Pro
Ser
225
His
Ala
Phe
Pro
Pro
305

Leu

Phe

Met
Val
Phe
Phe

50
Pro
Leu
Gly
Lys
Glu
130
Leu
Gly
Val
Ile
Gly
210
Trp
Glu
Asp
Gly
Leu
290
Thr

Ile

Leu

Asp Gln

Gly
Pro
Asn

35
His
Ala
Thr
Asn
Ser
115
His
val
Pro
Pro
vVal
195
Pro
Ser
Arg
Phe
Ser
275
Leu
Glu

Gly

Leu

Glu

Gly
Gln

20
Asn
Gly
His
Gly
His
100
Gly
Phe
Gly
Leu
His
180
Ile
Thr
Ser
Arg
Pro
260
Phe
Val
Pro
Thr
Tyr

340
Pro

Gln
Gly
Phe
Arg
Ala
Trp

85
Arg
Glu
Phe
Gln
Met
165
Ser
Thr
Val
Tyr
Leu
245
Leu
Arg
Ser
Ser
Ser
325

Arg

Ala

Asp
Gly
Met
Ile
Gly

70
Ser
Lys
Thr
Leu
Ile
150
Pro
Pro
Gly
Gln
Asp
230
Arg
Gly
Ala
Val
Ser
310

Val

Trp

Gly

Lys
His
Leu
Phe

55
Thr
Ala
Pro
Val
His
135
His
Val
Tyr
Leu
Ala
215
Ile
Ala
Pro
Leu
Thr
295
Lys
Val

Cys

Asp

Pro
Val
Tyr

40
Gln
Tyr
Pro
Ser
Ile
120
Arg
Asp
Leu
Gln
Tyr
200
Gly
Tyx
Val
Ala
Pro
280
Gly
Ser
Ile

Ser

Arg
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Phe
Ala
25
Lys
Glu
Arg
Ser
Leu
105
Leu
Glu
Gly
Ala
Leu
185
Glu
Glu
His
Pro
Thr
265
Cys
Asn
Gly
Phe
asn

3495
Thr

Leu

10
Leu
Glu
Ser
Cys
Asn

S0
Leu
Gln
Gly
Val
Gly
170
Ser
Lys
Asn
Leu
Lys
250
His
Val
Pro
Ile
Leu
330

Lys

val

Ser

Gln

Phe
Arg

75
Pro
Ala
Cys
Ile
Ser
155
Thr
Ala
Pro
Val
Ser
235
val
Gly
Trp
Ser
Cys
315
Phe

Lys

Asn

Ala
Cys
Arg
Ile

60
Gly
Leu
His
Trp
Ser
140
Lys
Tyr
Pro
Ser
Thr
220
Arg
Asn
Gly
Ser
Ser
300
Arg
Ile

Asn

Arg

18

Arg
His
Ser

45
Met
Ser
val
Pro
Ser
125
Glu
Ala
Arg
Ser
Leu
205
Leu
Glu
Arg
Thr
Asn
285

Ser

His

Ala

Gln

Pro
Tyr

30
His
Gly
Arg
Ile
Gly
110
Asp
Asp
Asn
Cys
Asp
190
Ser
Ser
Gly
Thr
Tyr
270
Ser
Trp
Leu
Leu
Ala

350
Asp

Ser

15
Arg
vVal
Pro
Pro
Met

95
Thr
val
Pro
Phe
Tyr
175
Pro
Ala
Cys
Glu
Phe
255
Arg
Ser
Pro
His
Leu
335

Val

Ser

Thr
Arg
Pro
Val
His

80
Val
Leu
Met
Ser
Ser
160
Gly
Leu
Gln
Ser
Ala
240
Gln
Cys
Asp
Ser
Val

320
Phe

Asp
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355 360 365
Glu Gln Asp Pro Gln Glu Val Thr Tyr Ala Gln Leu Asp His Cys Val
370 375 380
Phe Ile Gln Arg Lys Ile Ser Arg Pro Ser Gln Arg Pro Lys Thr Pro
385 390 39% 400
Pro Thr Asp Thr Ser Val Tyr Thr Glu Leu Pro Asn Ala Glu Pro Arg
405 410 ‘ 415
Ser Lys Val Val Ser Cys Pro Arg Ala Pro Gln Ser Gly Leu Glu Gly
420 425 ; 430
Val Phe
<210>3
<211> 1395
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<221> CDS
<222> (65)..(1369)

<400> 3
catgtcgctc acggtcgtca gcatggcgtg cgttgggttc ttcttgetge agggggectg 60

gcca ctc atg ggt ggt cag gac aaa ccc ttc ctg tct gcc cgg ccc age 109
Leu Met Gly Gly Gln Asp Lys Pro Phe Leu Ser Ala Arg Pro Ser
1 5 10 15

act gtg gtg cct cga gga gga cac gtg gct ctt cag tgt cac tat cgt 157
Thr Val val Pro Arg Gly Gly His Val Ala Leu Gln Cys His Tyr Arg
20 25 30

cgt ggg ttt aac aat ttc atg ctg tac aaa gaa gac aga agc cac gtt 205
Arg Gly Phe Asn Asn Phe Met Leu Tyr Lys Glu Asp Arg Ser His Val
35 40 45

ccc atc ttc cac ggc aga ata ttc cag gag agc ttc atc atg ggc cct 253
Pro Ile Phe His Gly Arg Ile Phe Gln Glu Ser Phe Ile Met Gly Pro
50 55 60

gtg acc cca gca cat gca ggg acc tac aga tgt cgg ggt tca cgc <ca 301
Val Thr Pro Ala His Ala Gly Thr Tyr Arg Cys Arg Gly Ser Arg Pro
‘65 70 75

cac tcc ctc act ggg tgg tcg gca ccc age aac ccc gtg gtg atc atg 349

His Ser Leu Thr Gly Trp Ser Ala Pro Ser Asn Pro Val Val Ile Met
80 85 90 95
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gtc
Val

ctg
Leu

atg
Met

tca
Ser

tce
Ser
160

ggt
Gly

ctg
Leu

cag
Gln

agc
Ser

gcc
Ala
240

cag

Gln

tgc
Cys

aca
Thr

ctg
Leu

tet
Phe

cgc
Arg
145

atc
Ile

tct
Ser

gac
Asp

ccg
Pro

tcc
Ser
225

cat

His

gca
Ala

tte
Phe

gga
Gly

aaa
Lys

gag
Glu
130

ctc
Leu

ggt
Gly

gtt
Val

atc
Ile

ggc
Gly
210

tgg
Trp

gaa
Glu

gac
Asp

ggc
Gly

aac
Asn

tca
Ser
115

cac
His

gtt
Val

ccc
Pro

cct
Pro

gtg
val
195

ccc
Pro

agc
Ser

cgt
Arg

tte
Phe

tct
Ser
275

cac
His
100

gga
Gly

ttc
Phe

gga
Gly

ttg
Leu

cac
His
180

atc
Ile

acg
Thr

tce
Ser

agg
Arg

cct
Pro
260

ttc
Phe

aga
Arg

gag
Glu

Lttt
Phe

cag
Gln

atg
Met
165

tce
Ser

aca
Thr

gtt
Val

tat
Tyr

ctc
Leu
245

ctg
Leu

cgt
Arg

aaa
Lys

aca
Thr

ctg
Leu

atc
Ile
150

cct
Pro

ccc
Pro

ggt
Gly

cag
Gln

gac
Asp
230

cgt

Arg

ggc
Gly

gcce
Ala

cct
Pro

gtc
Val

cac
His
135

cat

His

gtc
Val

tat
Tyr

cta
Leu

gca
Ala
215

atc
Ile

gca
Ala

cct
Pro

ctg
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tcc
Ser

atc
Ile
120

aga
Arg

gat
Asp

ctt
Leu

cag
Gln

tat
Tyr
200

gga
Gly

tac
Tyr

gtg
val

gce
Ala

€Ccc
Pro
280

ctc
Leu
105

ctg

Leu

gag
Glu

999

Gly

gca
Ala

ttg
Leu
185

gag
Glu

gag
Glu

cat
His

ccc
Pro

acc
Thr
265

tgc
Cys

ctg
Leu

caa
Gln

999
Gly

gtc
Val

gga
Gly
170

tca
Ser

aaa
Lys

aac
Asn

ctg
Leu

aag
Lys
250

cac

His

gtg
Val

gcc
Ala

tgt
Cys

atc
Ile

tcc
Ser
155

acc

Thr

gct
Ala

cct
Pro

gtg
Val

tce
Ser
235

gtc
val

gqa
Gly

tag
Trp

20

cac
His

tgg
Trp

tct
Ser
140

aag
Lys

tac
Tyr

ccc
Pro

tct
Ser

acc
Thr
220

agg
Arg

aac
Asn

999
Gly

tca
Ser

cca
Pro

tca
Ser
125

gag
Glu

gcc
Ala

aga
Arg

agt
Ser

cte
Leu
205

ttg
Leu

gaa
Glu

aga
Arg

acc
Thr

aac
Asn
285

999
Gly
110

gat
Asp

gac
Asp

aac
Asn

tqgt
Cys

gac
Asp
190

tca
Ser

tce
Ser

999
Gly

aca
Thr

tac
Tyr
270

tca
Ser

ccc
Pro

gtc
val

cce
Pro

tte
Phe

tat
Tyr
175

cce
Pro

gcc
Ala

tgt
Cys

gag
Glu

tte
Phe
255

aga

Arg

agt
Ser

397

493

541

589

637

685

733

781

829

877

925



gac
Asp

tca
Ser

gtt
Val
320

ttc
Phe

atg
Met

gat
Asp

gtt
Val

cce
Pro
400

aga

Arg

999
Gly

cca
Pro

cce
Pro
305

ctg
Leu

ttte
Phe

gac
Asp

gaa
Glu

ttc
Phe
385

cta

Leu

tcc
Ser

gtt
Val

<210> 4

<211> 434

ctg
Leu
290

aca
Thr

att
Ile

ctc
Leu

caa
Gln

caa
Gln
370

ata

Ile

aca
Thr

aaa
Lys

ttc
Phe

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

ctt
Leu

gaa
Glu

gg9g
Gly

ctt
Leu

gag
Glu
355
gac

Asp

cag
Gln

gat
Asp

gtt
Val

tag

435

gtt
Val

cca
Pro

acc
Thr

tat
Tyr
340

cct
Pro

cct
Pro

aga
Arg

acc
Thr

gtc
Val
420

tct
Ser

agc
Ser

tca
Ser
325

cgc
Arg

gcg
Ala

cagq
Gln

aaa
Lys

agce
Ser
405

tce
Ser

gtc
Val

tce
Ser
310

gtg
val

tgg
Trp

999
Gly

gag
Glu

atc
Ile
390

gtg
Val

tgc
Cys

aca
Thr
295

aaa
Lys

gtc
Val

tgc
Cys

gac
Asp

gtg
val
375

agt

Ser

tac
Tyr

cca
Pro
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gga
Gly

tct
Ser

atc
Ile

tce
Ser

aga
Arg
360

acg
Thr

cgc
Arg

acg
Thr

cga
Arg

aac
Asn

ggt
Gly

tee
Phe

aac
Asn
345

aca
Thr

tac
Tyr

cct
Pro

gaa
Glu

gca
Ala
425

cct
Pro

atc
Ile

ctc
Leu
330

aaa
Lys

gtg
val

gca
Ala

tct
Ser

ctt
Leu
410

cca
Pro

tca
Ser

tgc
Cys
315

ttc
Phe

aag
Lys

aat
Asn

cag
Gln

cag
Gln
395

cca

Pro

cag
Gln

ggagacaaca gccctgtctc aaaacc

21

agt
Ser
300

aga
Arg

atc
Ile

aat
Asn

agg
Arg

ttg
Leu
380

agg
Arg

aat
Asn

tca
Ser

agt
Ser

cac
His

ctc
Leu

gct
Ala

cag
Gln
365

gat
Asp

cecc
Pro

gct
Ala

ggt
Gly

tgg
Trp

ctg
Leu

ctc
Leu

gct
Ala
350

gac
Asp

cac
His

aag
Lys

gag
Glu

ctt
Leu
430

cct
Pro

cat
His

ctc
Leu
335

gta
val

tct
Ser

tgc
Cys

aca
Thr

cce
Pro
415

gag
Glu

973

1021

1069

1117

1165

1213

1261

1309

1357

1395



Leu
val
Gly
Ile
Thr

65
Ser
Thr
Leu
Phe
Arg
145
Ile
Ser
Asp
Pro
Ser
225
His
Ala
Phe
Pro
Pro
305
Leu
Phe
Asp
Glu

Phe

385
Leu

Ser

val

Met
Val
Phe
Phe

50
Pro
Leu
Gly
Lys
Glu
130
Leu
Gly
Val
Ile
Gly
210
Trp
Glu
Asp
Gly
Leu
290
Thr
Ile
Leu

Gln

Gln
370

Gly
Pro
Asn

35
His
Ala
Thr
Asn
Ser
115
His
Val
Pro
Pro
val
195
Pro
Ser
Arg
Phe
Ser
275
Leu
Glu
Gly
Leu
Glu

355
Asp

Ile Gln

Thr Asp

Lys Val

Phe

<210>5

Gly
Arg

20
Asn
Gly
His
Gly
His
100
Gly
Phe
Gly
Leu
His
180
Ile
Thr
Ser
Arg
Pro
260
Phe
Val
Pro
Thr
Tyr

340
Pro

Arg
Thr

Val
420

Gly
Phe
Arg
Ala
Trp

85
Arg
Glu
Phe
Gln
Met
165
Ser
Thr
Val
Tyr
Leu
245
Leu
Arg
Ser
Ser
Ser
325
Arg

Ala

Gln

Lys

405
Ser

Asp
Gly
Met
Ile
Gly

70
Ser
Lys
Thr
Leu
Ile
150
Pro
Pro
Gly
Gln
Asp
230
Arg
Gly
Ala
Val
Ser
310
val

Trp

Gly

‘Glu

Ile
390
Val

Cys
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Lys Pro Phe Leu

10
His Val Ala Leu

25
Leu Tyr Lys Glu
40
Phe Gln Glu Ser
55

Thr Tyr Arg Cys

Ala Pro Ser Asn
S0

Pro Ser Leu Leu

108
Val Ile Leu Gln
120

His Arg Giu Gly

135

His Asp Gly Val

Val Leu Ala Gly
170

Tyr Gln Leu Ser

185
Leu Tyr Glu Lys
200

Ala Gly Glu Asn

215

Ile Tyr His Leu

Ala Val Pro Lys
250

Pro Ala Thr His

265
Leu Pro Cys Val
280

Thr Gly Asn Pro

295

Lys Ser Gly Ile

Val Ile Phe Leu
330

Cys Ser Asn Lys

345
Asp Arg Thr Val
360
val Thr Tyr Ala
375

Ser Arg Pro Ser Gln Arg Pro Lys

Tyr Thr Glu Leu

Ser
Gln
Asp
Phe
Arg

15
Pro
Ala
Cys
Ile
Ser
155
Thr
Ala
Pro
Val
Ser
235
Val
Gly
Trp
Ser
Cys
315
Phe
Lys

Asn

Gln

Ala
Cys
Arg
Ile

60
Gly
Val
His
Trp
Ser
140
Lys
Tyr
Pro
Ser
Thr
220
Arg
Asn
Gly
Ser
Ser
300
Arg
Ile
Asn

Arg

Leu
380

395

410

Pro Arg Ala Pro

425

Gln

22

Arg-Pro Ser.Thr

His
Ser
45
Met
Ser
Val
Pro
Ser
125
Glu
Ala
Arg
Ser
Leu
205
Leu
‘Glu
Arg
Thr
Asn
285
Ser
His
Leu
Ala
Gln

365
Asp

Tyr

30
His
Gly
Arg
Ile
Gly
110
Asp
Asp
Asn
Cys
Asp
190
Ser
Ser
Gly
Thr
Tyr
270
Ser
Trp
Leu
Leu
Ala
350

Asp

His

15
Arg

val
Pro
Pro
Met

95
Pro
val
Pro
Phe
Tyr
175
Pro
Ala
Cys
Glu
Phe
255
Arg
Ser
Pro
His
Leu
335
val

Ser

Cys

Arg
Pro
val
His

80
Val
Leu
Met
Ser
Ser
160
Gly
Leu
Gln
Ser
Ala
240
Gln
Cys
Asp
Ser
Val
320
Phe
Met

Asp

Val

Thr Pro

400

Pro Asn Ala Glu Pro Arg

415

430

Ser Gly Leu Glu Gly
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<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
5  <223> Descripcion de la secuencia artificial. Cebador SC5 hacia arriba

<400> 5
catgtctgct cactggtcgt ¢ 21
<210>6
<211> 18

10 <212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial. Cebador SC5 hacia abajo
<400> 6

15  gottttgaga cagggctg 18
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un anticuerpo para preparar un farmaco para tratar un linfoma cutaneo de células T (CTCL), en el que
dicho anticuerpo se une a una molécula KIR3DL2.

2. Uso de un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo esta dirigido contra una proteina
que tiene la SEC ID N.2%: 2.

3. Uso de un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo esta dirigido contra una proteina
que tiene la SEC ID N.2%: 4.

4. Uso de un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 2 o 3 en el que el anticuerpo esta dirigido contra una
proteina que tiene la SEC ID N.%: 2 y contra una proteina que tiene la SEC ID N.2: 4.

5. Uso de un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende ademas un
elemento seleccionado del grupo que consta de toxinas tumorales y radioelementos.

6. Uso de un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende ademas una
enzima capaz de transformar un profarmaco antimitético en una forma de farmaco activa, tal como una
carboxipeptidasa.

7. Método para evaluar el porcentaje de células de CTCL CD4+ malignas presentes dentro de un cierto
compartimiento del cuerpo de un paciente, caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

- se mide el porcentaje de células CD4+ que expresa moléculas KIR3DL2 en una muestra bioldgica recogida de
dicho paciente y

- el porcentaje de células de CTCL CD4+ malignas realmente presentes en dicho compartimiento del cuerpo se
considera que cae dentro de un intervalo +10 % alrededor de dicho porcentaje medido.

8. Método para el diagnéstico de CTCL, caracterizado porque el porcentaje de células T que expresan moléculas
KIR3DL2 se mide en una muestra bioldgica recogida de dicho paciente y se compara con el porcentaje promedio
observado en seres humanos sin CTCL, decidiéndose un diagnéstico positivo de CTCL cuando el porcentaje medido
es significativamente mayor que el porcentaje promedio.

9. Método para el diagnéstico de CTCL, caracterizado porque la presencia de células CD4+ que expresan KIR3DL2
se busca en una muestra biolégica que comprende potencialmente células CTCL, concluyéndose un diagndstico
positivo de CTCL cuando tal presencia se detecta real y significativamente.

10. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, caracterizado porque dicha medicion del
porcentaje hace uso de un elemento seleccionado entre el grupo que consta de un anticuerpo que se une a
KIR3DL2, a ADN de KIR3DL2, al ADN de las SEC ID N.2: 1 0 3y a la proteina de la SEC ID N.°: 4.

11. Un kit de diagnostico que comprende un anticuerpo que se une a la proteina KIR3DL2 de la SEC ID N.2: 2.

12. Un método in vitro para la identificaciébn de un anticuerpo que es Util en la paliacién, prevencion, alivio,

tratamiento de una proliferacion de células de CTCL malignas, caracterizado porque comprende la deteccion de un
anticuerpo que es capaz de unir a una molécula KIR3DL2 tal como la SEC ID N.%: 2 o0 la SEC ID N.%: 4.
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Figura 2
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